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Introduccio

Cirrosi

1. Definicio i aspectes generals

La cirrosi és una malaltia cronica, difusa i considerada generalment irreversible,
caracteritzada per l'alteracié de I'arquitectura vascular hepatica provocada pel reemplagament
del teixit parenquimatic del fetge per teixit fibrotic, aixi com per l'aparicié de noduls de
regeneracié com a resultat del procés de substitucid del teixit danyat. Aquesta destruccio del
teixit hepatic i la seva substitucio per teixit fibrés provoca un augment marcat de la resisténcia al
flux de la vena porta, aixi com una greu alteracié de la funci6 hepatica (Figura 1).

A més d'un risc augmentat d’aparici6 de cancer hepatic, les complicacions més freqiients
i potencialment mortals de la cirrosi, associades a la hipertensid portal, sén I'hemorragia
digestiva, I'ascites i els trastorns de la funcié renal, les infeccions bacterianes i I'encefalopatia
hepatica (Pardo et al. 2000, Dbouk, McGuire 2006, Llovet et al. 1996). De fet 'acumulaci6é de
fluid a la cavitat abdominal, coneguda com ascites és una de les complicacions més comunes a
la cirrosi i esta associada a un elevat risc d'infeccions (bacteriémies i peritonitis bacteriana
espontania), en les quals el sobrecreixement bacteria i la translocacié de bacteris intestinals i

endotoxines des de la llum intestinal a la circulacio sistémica, juguen un paper important .

Fetge Normal Fetge Cirratic

Figura 1: Comparacio histologica d’un fetge sa i un fetge cirrotic.
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2. Etiologia i Classificacio6

Les causes més frequents de la malaltia al nostre pais sén, per aquest ordre: virus de
I'hepatitis C (50% dels casos), ingesta excessiva d’alcohol (40%) i virus de I'hepatitis B (5%).
Etiologies menys freqlents son altres infeccions (virus de I'hepatitis D), I'esteatohepatitis no
alcoholica, malalties autoimmunes, desordres metabdlics (malaltia de Wilson, hemocromatosi,
déficit d'alfa-1-antitripsina, glicogendlisi, galactosémia), malalties biliars (cirrosi biliar primaria i
colangitis esclerosant primaria), Sindrome de Budd-Chiari i toxicitat produida per toxines o
farmacs. Actualment esta augmentant la frequiéncia d’esteatohepatitis no alcohdlica causada per
sobrepés o per alguna alteracié metabolica (diabetis o hipercolesterolémia) en coincidéncia amb
'augment de l'obesitat al mon desenvolupat. També augmenta el nombre d’hepatitis toxiques,
especialment causades per medicaments.

En resposta al dany hepatocel-lular provocat per les diverses etiologies s'inicia al fetge
una resposta inflamatoria per tal de reparar el teixit hepatic. Aquesta resposta inflamatoria si es
perpetua en el temps pot desencadenar un procés de fibrosi. La fibrosi hepatica és un procés de
remodelacio tissular que comporta canvis en la formacid, composicié i degradacié de la matriu
extracellular (ECM) al fetge. Si el dany hepatic perdura i el procés esdevé cronic, s'altera el
diposit de matriu extracel-lular, es dona necrosi hepatocel-lular i s’altera ['estructura
parenquimatica del fetge, amb l'aparicié de noduls de regeneracid, conduint a I'aparicié de la

cirrosi (Figura 2).
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Figura 2: Representacio6 histologica de I'evolucié de fetge normal fins a cirrotic.
(Adaptacio de Iredale 2007).

A mida que la malaltia progressa i com a consequencia de la desorganitzacio cel-lular es
desencadena insuficiéncia hepatica i hipertensié portal. Aquests son els responsables al seu torn
de l'aparici6 de les complicacions associades a la cirrosi esmentades anteriorment. Si la cirrosi
no s'associa a complicacions s'anomena cirrosi compensada i en el cas de I'aparicié d’'una 0 més

complicacions s'anomena cirrosi descompensada. La cirrosi compensada pot ser asimptomatica,
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ara bé, si hi ha una descompensacid de la cirrosi el pronostic empitjora i la supervivéncia

disminueix (Figura 3).
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Figura 3: Classificacio de la cirrosi i diferents probabilitats de mort a 'any de seguiment.

3. Epidemiologia

La mortalitat per cirrosi €s un important problema de salut publica. A Europa, al 2002,
van morir 95,609 homes i 53,123 dones per cirrosi, produint-se un gran percentatge d’aquestes
morts en la franja d’edat dels 20 als 64 anys. Els estudis sobre les caracteristiques dels pacients
al moment del diagnostic indiquen que la mitjana d’edat es situa al voltant dels 60 anys i que la
majoria dels pacients son homes amb unes relacions de mortalitat per sexe que varien de pais a
pais i que oscil-len de 2-6 homes/dona. La incidencia varia segons el pais i la regio i reflecteix les
contribucions relatives de diferents factors de risc. Aixi, en aquells paisos on el consum d’alcohol
és habitual, la cirrosi alcoholica és el principal contribuent a la prevalenca total de la cirrosi,
mentre que en paisos amb un baix consum d’alcohol els principals contribuents son els virus de
I'hepatitis. De fet les taxes de mortalitat per cirrosi alcohdlica han anat disminuint a tot el mén, a
excepcio d’'alguns paisos de I'Europa de I'Est i Anglaterra. A Estats Units per exemple, hi ha
hagut un augment de la proporcid de pacients amb virus de 'hepatitis C en comparacio amb el
nombre de pacients amb cirrosi alcohdlica (Nguyen, Segev & Thuluvath 2007). A Espanya també

s’ha observat aquesta tendéncia a la disminucié de la mortalitat (Taula 1), probablement
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associada a la disminucié en el consum d’alcohol durant els darrers 30 anys (Zatonski et al.
2010, Bosetti et al. 2007).

1963-1965 1973-1975 1983-1985 1993-1995 2000-2002

Homes 248 32,1 30,1 21,1 14,1
Dones 10,2 10,5 8,5 54 35
Taula 1: Taxa de mortalitat per cirrosi/100.000 habitants amb edats entre 20-64 anys a Espanya
de 1963 a 2002

4. Organitzacié del fetge

El lobel hepatic constitueix la unitat funcional del fetge. Constitueix una organitzacié
hexagonal estructurada al voltant d’'una vena central a partir de la qual irradien columnes
d’hepatocits distribuits en forma de cordons (Figura 4). La vena central desemboca a la vena
hepatica i aquesta a la vena cava inferior. Entre els cordons d’hepatocits trobem capil-lars
venosos, anomenats sinusoides, que reben sang de la vena porta (amb nutrients, poc oxigenada,
provinent de I'estomac) i de l'artéria hepatica (oxigenada, provinent del cor) i que conflueixen en
la vena central. Les arees triangulars situades als angles dels lobels hepatics, es denominen
espai porta o triades portals. Estan constituides per estroma conjuntiu i contenen una branca de

I'artéria hepatica, una branca de la vena porta, un capil-lar limfatic i un conducte biliar.

Lobel hepatic
~ Branca de
I'arteria hepatica
Cel-Jula de ; Vena cenfral
Branca da la J Kupffer i
Espaipora 4 vena porta A 5
Branca del |
conducts
= biliar
Eranca de
larieria
hepatica
Canalicle biliar
Branca de fa
vena porta - Branca del
conducte biliar

Figura 4: Estructura del lobel hepatic. (Adaptacié de Cunningham, Van Horn 2003)
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La circulacio de la sang al lobel hepatic és centripeta, circulant des de I'espai porta, a
través dels sinusoides, cap a la vena central. En canvi la bilis produida pels hepatocits s’aboca a
una xarxa de canalicles entre els cordons de hepatocits i flueix de forma centripeta cap als
conductes biliars dels espais porta.

Les cél-lules que conformen el lobel hepatic es classifiquen com a cél-lules
parenquimatiques, els hepatocits, 0 com a cél-lules no parenquimatiques entre les quals trobem
les cél-lules hepatiques estelades (HSC), cél-lules endotelials sinusoidals (SEC), céllules de
Kupffer (KC) i cél-lules citotoxiques (pit cells). Aquests tipus cel-lulars ocupen determinades
posicions respecte al sinusoide hepatic. Aixi trobem que el sinusoide hepatic és 'espai vascular
delimitat per fileres d’hepatdcits i esta constituit per céllules endotelials sinusoidals fenestrades
disposades en linea i sense membrana basal. Al lumen del sinusoide hepatic es localitzen les
cel-lules residents del sistema immunitari (KC i cél-lules citotoxiques o pit cells) el qual es troba

separat dels hepatocits per I'espai de Disse a on trobem les HSC (Figura 5).

— Hepatocit
il BB Canalicle biliar
HsC

SEC
Espai de Disse
KC

Lurnen dal
sinusoide

Figura 5: Estructura del sinusoide hepatic. (Adaptaci6 de Bataller, Brenner 2005).

Els hepatdcits son les cél-lules parenquimatiques del fetge i constitueixen més del 80%
del volum hepatic. Estructuralment s’agrupen en dobles fileres o cadenes d’hepatocits
anomenades cordons de Remark entre els sinusoides hepatics. De forma poliédrica, sovint
binucleats, la seva membrana plasmatica presenta un domini sinusoidal amb microvellositats
orientat a I'espai de Disse i un domini lateral orientat a I'hepatdcit contigu. D’aquesta manera
cada hepatocit esta en contacte amb els hepatocits adjacents, el sinusoide hepatic i el canalicle
biliar (les membranes plasmatiques de dos hepatdcits contigus delimiten un canalicle a on es

secreta la bilis). Els hepatocits realitzen la seva funcié endocrina (metabolisme de carbohidrats i
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lipids i sintesi de proteines i factors de coagulacio) a través del domini sinusoidal, mentre que a
través del domini lateral realitzen la seva funcié exocrina (produccié de bilis i metabolisme de
productes toxics).

Les cél-lules endotelials sinusoidals constitueixen aproximadament el 50% del total de
cel-lules no parenquimatiques del fetge. Delimiten I'estructura del sinusoide hepatic i dels vasos
sanguinis i regulen la circulacié. Entre elles existeixen fenestracions que permeten l'intercanvi de
fluids i composts macromoleculars entre el sinusoide i I'espai de Disse.

Les cél-lules de Kupffer representen gairebé el 30% de les cel-lules no parenquimatiques
i son els macrofags residents del fetge. Es localitzen al lumen sinusoidal, situades sobre les
cellules endotelials sinusoidals des d’on emeten prolongacions citoplasmatiques cap a I'espai de
Disse. Aixi estan en contacte directe amb els hepatocits i les cél-lules estelades hepatiques. En
condicions fisioldgiques fagociten particules estranyes o alterades, alliberen mediadors
citotoxics, participen en metabolisme de les lipoproteines i estan implicades en la captacié i
destoxicacioé de les endotoxines.

Les cellules estelades hepatiques representen el 20% del total de cél-lules no
parenquimatiques i es localitzen a I'espai de Disse. Participen a 'homeostasi d’aquest Ultim i en
la regulaci6 del flux sanguini del sinusoide hepatic. Presenten un gran contingut de granuls de
vitamina A essent el reservori més gran d’aquesta a I'organisme. A més sintetitzen proteines de
la matriu extracel-lular, actuen com a mediadors en processos de reparacié del teixit hepatic i
poden promoure i amplificar la resposta inflamatoria en diverses patologies hepatiques.

Les cél-lules citotoxiques o pit cells representen al voltant del 3% de les cél-lules no
parenquimatiques del fetge i son limfocits granulars de gran grandaria. Es caracteritzen com les
cel-lules NK (natural killer) residents de fetge i com a tals indueixen I'apoptosi en cél-lules

infectades o transformades.
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5. Fisiopatologia de la cirrosi

5.1. Alteracions histologiques

Inflamacio hepatica

En resposta al dany hepatocel-lular s'inicia al fetge una resposta inflamatoria per tal de
reparar el teixit hepatic. La finalitat d’'aquesta resposta és la reparacio de la lesié i I'eliminaci6 de
cel-lules i teixit necrotic. Els hepatocits danyats alliberen citocines proinflamatories (TNF-a, TGF-
B1, EGF) i especies reactives d’oxigen. Aquests mediadors inflamatoris indueixen I'activacio de la
resta de cellules hepatiques, principalment cél-lules de Kupffer, alhora que condueixen al
reclutament de leucocits del torrent sanguini. Aquestes activacions cel-lulars, juntament amb les
citocines, activen la transformacié de les HSCs d’un estat quiescent cap a la seva diferenciacio
en miofibroblasts (Figura 7). En el procés de transformacio es perden els granuls de vitamina A
caracteristics i els miofibroblasts expressen alfa actina del muscul llis (SMA) i esdevenen
contractils, secreten col-lagen i citocines proinflamatories (Figura 6). Aquesta activacio i la
secrecié de citocines afavoreix la infiltracié de leucocits del sistema immune i d'aquesta manera
s'assoleix un estat inflamatori al fetge (Bataller, Brenner 2005, Ramadori et al. 2008, Friedman
2000, Friedman 2000).

Prokferacid
‘:‘l"‘ Conlrachbiat
4 T
IIII.I -
_r'r Fibeaenes

Dany

.
\ L /_/‘

- Dogradacks
. — ECM

_—_ 3 dm

HSC Micfibroblash,  ~~_
quiescent "u\‘ .
LY # Chimictas
H\ dHSG
r
.\J a Pardua de
ilarming A
Chamaoiaag de
lausseis

Figura 6: Activitats del miofibroblast activat. (Adaptacié de Friedman 2000)
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Tot i que amb les dades que es disposaven fins ara es creia que la poblacié de
miofibroblasts hepatics provenia exclusivament de la transformacié de cel-lules estelades
quiescents, estudis recents mostren que miofibroblasts portals i cél-lules mare del moll de 'os
també contribueixen a aquesta poblacio. Actualment s'esta estudiant la possibilitat que també es
produeixi transformacié d’hepatocits i cel-lules biliars epitelials cap a miofibroblasts hepatics,

contribuint d’aquesta manera a la poblacié cel-lular fibrogénica a fetge (Iredale 2007).

Miofibroblasts
Cels mare del portals
moll de l'os ‘/ \
L — - w
_ ?
Cel lules Micfibroblasts Hepatocits i Cels biliars
Estelades hepatics epitehals

Figura 7: Possibles origens del miofibroblasts hepatics. (Adaptacié de Iredale 2007)

Fibrosi

Si la presencia de I'agent hepatotoxic es manté s'inicia el procés de la fibrogénesi. La
fibrogenesi consisteix en un procés de reparacid del dany hepatic altament regulat, a través
d’alteracions en la formacio, la composicio i la degradaci6 de la matriu extracel-lular a I'espai de
Disse dels lobels hepatics. Durant aquest procés es produeix una acumulaciéo d’'ECM que genera
barreres per la difusi de I'oxigen i els nutrients.

En aquesta fase els miofibroblasts activats proliferen i es produeix l'apoptosi dels
hepatocits que torna a estimular al seu torn la proliferacié de miofibroblasts (Figura 8). La major
preséncia de miofibroblasts secretors de col-lagen resulta en el diposit excessiu d’'ECM. Els
mecanismes de degradacié d'ECM i de regeneracid hepatica no poden contrarestar aquesta
acumulacio i es passa aixi d'un estat inflamatori a un estat fibrogénic, en que els hepatdcits sén
substituits per miofibroblasts que perpetuen la inflamacio, augmenten la produccié i el diposit de
col-lagen i inhibeixen la degradacié de col-lagen, conduint a un augment de la matriu
extracel-lular i desorganitzant I'estructura del fetge. L’acumulacié d’'ECM contribueix a la pérdua
de microvellositats pels hepatocits aixi com a la pérdua de fenestracions per part de les cél-lules

endotelials, afavorint el deteriorament de la funcié hepatica (Bataller, Brenner 2005).
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Figura 8: Patogénia de la progressié a cirrosi hepatica. (Adaptacié de Bataller, Brenner 2005).

Cirrosi

En les fases més avancades de la fibrosi, si I'hepatotoxic persisteix i el procés de
reparacio per fibrosi s'altera repetint-se el cicle d'inflamacié i dipdsit de matriu extracel-lular a
través de la proliferacié desmesurada de miofibroblasts, es produeix la disrupci6 de I'arquitectura
del fetge donant lloc a la cirrosi. El contingut total ’ECM augmenta de 3 a 5 vegades no només
per 'augment en la seva sintesi si no també per la disminucié de la seva degradacio (Figura 9).
Simultaniament, es donen canvis en la tipologia de 'ECM, passant d'una membrana basal de
baixa densitat a una membrana rica en fibres de col-lagen. D’aquesta manera, disminueixen les

fenestracions dels sinusoides i aixi es dificulta I'intercanvi entre aquests i I'espai de Disse.

Figura 9: Dipdsit I’'ECM al voltant dels hepatdcits. (Adaptacié de Friedman 1997)
A més de la regeneracié aberrant dels hepatdcits, es formen de ndduls de regeneracio i

canvis vasculars, impedint la consecuci6 de les principals funcions del fetge arribant a un estat
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cirrotic del fetge, a priori irreversible, que es caracteritza per la formaci6 de septes i anells de

fibra que rodegen els ndduls hepatics.

5.2. Alteracions hemodinamiques

Hipertensio portal

La hipertensio portal és la manifestacio clinica més frequient en la cirrosi. Es caracteritza
per 'augment patologic del gradient de pressid entre la vena porta i la vena cava inferior
(gradient de pressio portal) per sobre del seu interval de normalitat d’1-5 mmHg, la qual cosa
origina la formacié d’'una xarxa extensa de vasos col-laterals que deriven part del flux sanguini
portal cap a la circulacid sistémica i impedeixen el seu pas a través del fetge. Com a
consequencia d’aquest sindrome, poden aparéixer algunes de les complicacions més importants
de la cirrosi com son les varices esofagiques o I'ascites (Bosch, Garcia-Pagan 2000). El gradient
de pressio portal depen del flux sanguini i de la resisténcia vascular del sistema vends portal
(Figura 10). Aixi la hipertensio portal s'inicia per un increment de la resisténcia al flux sanguini
portal que es veu agreujat per un increment en I'aportacio de sang portal venosa. L'origen de
lincrement de la resisténcia al flux sanguini pot ser prehepatic (trombosi de la vena porta),
intrahepatic (cirrosi) o posthepatic (trombosi de la vena hepatica o malaltia cardiaca) i els factors
que hi contribueixen sén principalment: la reduccié en I'alliberament de vasodilatadors endogens
(Gupta et al. 1998) i I'increment de l'activitat vasoconstrictora enddgena (Bosch, Garcia-Pagan
2000).
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Figura 10: Fisiopatologia de la hipertensié portal. (Adaptacio de Abraldes, Garcia-Pagan &
Bosch 2004)
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A la cirrosi es dona un augment de la resisténcia intrahepatica degut a la disrupci6 de
l'arquitectura vascular hepatica (Shibayama, Nakata 1985). Aquest és un component fix de
resisténcia intrahepatica. No obstant, una part d’aquest augment és dinamic i, per tant,
potencialment reversible, ja que es produeix per un augment del to vascular intrahepatic
(Bhathal, Grossman 1985). Els miofibroblasts responen amb contraccié o relaxacio a diverses
substancies vasoactives i podrien generar forces de traccié al teixit cicatricial, disminuint el
diametre de les vénules portals i afectant d’aquesta manera a la resisténcia intrahepatica
(Pinzani, Gentilini 1999).

A més d’'aquestes alteracions estructurals, la resisténcia intrahepatica es pot modular per
diverses substancies vasoconstrictores i vasodilatadores. Aquestes substancies poden ser
d'origen hepatic (Oxid nitric, prostaciclina, endotelina, tromboxa, leucotriens), neural
(noradrenalina) o provenir de la circulacié sistémica (angiotensina Il, vasopressina). A la cirrosi
es produeix un desequilibri que comporta un excés de substancies vasoconstrictores i un déficit
de substancies vasodilatadores, a més d’una resposta augmentada a les primeres i disminuida a

les darreres.

Derivacions portosistémiques. La seva aparicié és crucial pel desenvolupament de les
complicacions associades a la hipertensié portal, com I'hemorragia per varices esofagiques i
I'encefalopatia hepatica. S'originen com a consequencia de la hipertensio portal, proporcionant
una ruta cap a territoris de menor pressio i es formarien tant per I'obertura de canals ja
preexistents com per formacié de novo de vasos sanguinis. Fins a un 90% del flux sanguini portal
pot circular a través d’aquests vasos. Tot i aix0, aquesta descompressio esdevé ineficag i els

graus maxims de derivacions portosistémiques s’associen amb maxims d’hipertensi6 portal.

Circulacid hiperdinamica

La sindrome de circulacié hiperdinamica a la cirrosi es caracteritza per una reduccié de
les resisténcies vasculars sistémiques, aixi com per hipotensio arterial i augment de la despesa
cardiaca (Reuben 2003). També es produeix un augment del flux sanguini a través de les
derivacions portosistémiques (Vorobioff, Bredfeldt & Groszmann 1984). Aquestes alteracions sén
responsables de I'aparicié de diferents complicacions com l'ascites, la sindrome hepatorenal i la

sindrome hepatopulmonar.

13



Cirrosi

La circulacié hiperdinamica es produeix com a consequéencia de la vasodilatacié de la
circulacié periférica i esplancnica, aixi com per I'expansio del volum plasmatic. S’han de produir
tots dos fenomens per tal que s’estableixi la circulacio hiperdinamica.

L’augment del flux sanguini portosistémic és una de les seves principals manifestacions,
i es produeix per la vasodilatacié arteriolar als drgans esplancnics que drenen al sistema venés
portal. Aquesta vasodilatacié condueix a una situacié en que l'insuficient cabdal relatiu de la
circulacié arterial activa els baroreceptors, alhora que s’activen el sistema nerviés simpatic i el
sistema renina-angiotensina-aldosterona i es secreta vasopressina. L'activacié d'aquests
sistemes produeix retencio de sodi i aigua per part del ronyd, i d'aquesta manera augmenta el

volum plasmatic (Schrier et al. 1988).

6. Complicacions associades a la cirrosi
6.1. Ascites

L'ascites es defineix com I'acumulacio de liquid a la cavitat peritoneal. Es la complicacio
més freqient de la cirrosi i la seva aparici6 implica un mal prondstic a mig termini.
Aproximadament la meitat de pacients cirrotics desenvolupen ascites en els 10 anys seguents al
diagndstic de la malaltia si no es tracta el factor desencadenant i la taxa de mortalitat a un any és
del 15% i del 44% als 5 anys (Planas et al. 2006). L’ascites és un indicador de descompensacié
de la cirrosi, alhora que predisposa a l'aparicié d’altres complicacions com el desenvolupament
de peritonitis bacteriana espontania, d’hiponatrémia dilucional i de la sindrome hepatorenal.

La formacio d’ascites esta relacionada principalment amb dos mecanismes patogenics:
la hipertensi6 portal i la retencio renal de sodi (Figura 11). La hipertensi6 portal conduiria a una
vasodilatacié arteriolar esplancnica, que al seu torn es traduiria en una disminucio de la
resisténcia vascular periférica total donant lloc a una reduccié del volum plasmatic efectiu.
Aquesta alteracié al volum plasmatic activa els baroreceptors, estimulant el sistema renina-
angiotensina-aldosterona i el sistema nerviés simpatic, alhora que provoca una hipersecrecio
d’hormona antididrética. Es produeix retencié renal de sodi i aigua i d’aquesta manera
s‘augmenta el volum plasmatic. Aquest augment és suficient per compensar la vasodilatacio
esplancnica a les fases inicials, perd no en fases avangades on persisteix I'activacié dels
sistemes vasoactius, mantenint-se la retencié renal de sodi i aigua i agreujant-se la hipertensio
portal degut a 'augment del flux esplancnic. La principal conseqiéncia d’aquestes alteracions és

lalliberament de fluid del sinusoides hepatics (degut a 'augment de pressio) i dels capil-lars
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esplancnics (degut a 'augment del flux sanguini) cap a I'espai intersticial. Aquest alliberament es
compensa inicialment per un increment en el retorn de fluid a la circulacié sistémica a través de
del sistema limfatic. Per6 a mida que progressa la cirrosi I'alliberament de fluid supera el retorn
limfatic provocant-ne una acumulacié progressiva a la cavitat peritoneal que s’acompanya d’una
activacié del mecanisme de reabsorcid de sodi i aigua que perpetua la formacid d'ascites
(Schrier et al. 1988).

Cimrosi
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Figura 11: Patogénesi de la formacié d'ascites. (Adaptacié de Leung, Wong 2011)

6.2. Translocacio bacteriana

La translocacio bacteriana (TB) es defineix com el pas de bacteris viables des de la llum
intestinal fins els ganglis mesentérics o altres visceres de l'organisme (Berg, Garlington 1979).
Aquest pas de bacteris és un fenomen fisioldgic normal donat que el sistema immunitari elimina
els pocs germens que arriben als ganglis limfatics mesenterics (GLM). En canvi quan el pas de

bacteris s'associa a una resposta inflamatoria local o sistemica, o bé, si es produeix una
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disseminaci6é de bacteris cap a la sang o la limfa, llavors la translocaci6 bacteriana esdevé un
fenomen patologic.

En models experimentals la translocacié bacteriana es pot definir com el cultiu bacteria
positiu als GLM. Ara bé, aquesta definicié es basa en la preséncia de bacteris viables als GLM
obviant que moltes de les consequéncies de la translocacio bacteriana sén desencadenades per
productes bacterians com la endotoxina o lipopolisacarid (LPS) (Gonzalez Alonso, Gonzalez
Garcia & Albillos Martinez 2007). A nivell clinic pero, no hi ha métodes no invasius pel diagnostic
dels GLM i molts dels episodis de bacteriemia no es diagnostiquen. Per aquest motiu, alguns
estudis (Albillos et al. 2003, Such et al. 2002) proposen com a marcadors alternatius de
translocacio bacteriana la deteccio d’ADN bacteria en sérum i liquid ascitic, aixi com un augment

de la concentracio6 serica de la proteina transportadora de LPS (LBP).

Mecanisme de la translocacié bacteriana

La hipotesi més ampliament acceptada sobre el mecanisme de translocacié postula
I'existéncia de dos processos diferenciats: un lent, per endocitosi dels bacteris, i un altre rapid,
per pas a través de solucions de continuitat de la mucosa intestinal (Wells, Maddaus & Simmons
1988).

En el procés lent, els bacteris del tracte intestinal s'adhereixen a la mucosa intestinal
abans d'iniciar-ne la penetracio. Aquesta uni6 es produeix, probablement, mitjangant el glicocalix
del bacteri i el de les microvellositats de I'enterocit (Alexander et al. 1990). Les plaques de Peyer
intestinals i les cél-lules M (enterdcits especialitzats en la captacio d’antigens luminals) facilitarien
el pas dels bacteris intestinals a través de la mucosa. Es creu que aquest pas es produeix,
principalment, per un mecanisme d’endocitosi tot i que no es pot descartar, que els bacteris
accedeixin per un pas intercel-lular a través de les unions estretes, si la barrera esta
suficientment alterada (Figura 12).

La translocacié rapida succeeix quan hi ha una lesié molt evident de la mucosa, amb pas
massiu de gérmens a la lamina propia. Només en aquesta situaci6 s'ha documentat la
translocacié de gérmens anaerobis intestinals, fet del tot infrequent. Tot i que els bacteris
anaerobics son superiors als bacteris aerobics en una proporcié de 100 o 1000 a 1, sén els
bacteris aerobics els que majoritariament transloquen l'epiteli intestinal (Wiest, Garcia-Tsao
2005).
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En condicions normals, un cop els bacteris han accedit a la lamina propia o bé son
destruits pels macrofags o pels limfocits del teixit limfoide associat a l'intesti (GALT), o bé sén
transportats als ganglis mesentérics locals. En alguns casos, pero, degut a alteracions
immunitaries, a un excés de germens o per d'altres causes, els macrofags es limiten a
transportar al seu interior els bacteris cap els ganglis mesentérics sense lisar-los. Els bacteris
llavors proliferen als GLM provocant una reaccié inflamatoria en aquests, amb I'alliberament de
citocines proinflamatories i amb la posterior disseminacié de bacteris al torrent circulatori. El
germen translocat pot seguir una ruta o bé limfatica o bé portal depenent de mdltiples factors
(Balzan et al. 2007). Alguns autors especulen que la translocacio lenta és principalment limfatica,
mentre que en la translocacio rapida I'excés de gérmens fa que accedeixin a la circulacié general

per un drenatge predominantment portal (Alexander et al. 1990).
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Figura 12: Barrera de la mucosa intestinal i mecanismes de translocacio bacteriana.
(Adaptaci6 de Wiest, Garcia-Tsao 2005)

Patogénesi de la translocacio bacteriana

La translocacié bacteriana es produeix quan hi ha una alteracié marcada d'un o0 més dels
mecanismes que fan de la mucosa intestinal una barrera mecanica i immunitaria contra els
bacteris intestinals. Aquests mecanismes sén, principalment, la preséncia d'una microflora que

impedeixi el sobrecreixement bacteria, la integritat de la barrera epitelial intestinal i la integritat
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del sistema immunitari (Gonzalez Alonso, Gonzalez Garcia & Albillos Martinez 2007, Aimeida et
al. 2006).

Alteracio de la flora intestinal. El budell prim pot considerar-se, en condicions normals,
un medi practicament esteril. L’activitat motora intestinal exerceix una funcié reguladora
fonamental del contingut bacteria del budell prim. Aixi, la seva alteraci6 pot afavorir la proliferacié
bacteriana intestinal fins arribar a proporcions anormals, €s a dir es dona un sobrecreixement
bacteria intestinal. De fet, en estudis experimentals en animals amb cirrosi estratégies per
incrementar la motilitat intestinal, com el tractament amb cisapride o propanolol, han mostrat una
reducci6 del sobrecreixement bacteria, aixi com de la translocacié bacteriana (Pardo et al. 2000,
Perez-Paramo et al. 2000). El sobrecreixement bacteria s'observa en un 20-70% dels pacients
cirrotics i els gérmens entérics gramnegatius sén els causants més habituals d'infeccio en la
cirrosi.

Disrupcié directa de la mucosa intestinal. Les lesions de I'epiteli intestinal son, potser,
el factor més clar desencadenant de translocaci6. Morehouse et al. 1986 van observar, després
de I'administracié oral d’acid ricinoleic a rates, I'aparicié de solucions de continuitat a la mucosa
duodenal i ileal amb facil accés dels bacteris, a la lamina propia i, posteriorment, als ganglis
mesentérics. Fenomens semblants s’han descrit també en humans, amb patologies que per se
presenten Ulceres intestinals, com ara la malaltia de Crohn i les neoplasies de colon, en les quals
la TB és un fenomen documentat (Lescut et al. 1990, Ambrose et al. 1984).

La isquémia intestinal ha resultat ser un dels factors més ampliament avaluats en els
estudis de translocacio bacteriana. La hipoperfusio i la hipoxemia intestinal poden ser produides
per multiples causes, entre les que destaquen el xoc hipovolemic, 'endotoxémia, i la inestabilitat
hemodinamica propia de les situacions critiques (politraumatismes, grans cremats) (Deitch et al.
1990b, van Deventer, ten Cate & Tytgat 1988).

Alteracié de la immunitat local i sistémica. Atés que els bacteris intestinals sén els
responsables de nombroses infeccions en pacients immunodeprimits, sembla logic assumir que
les disfuncions immunitaries poden ser factors potencialment afavoridors de la translocacio
bacteriana. Aixi, estudis experimentals mostren que les cél-lules plasmatiques (secretores d'lg A)
juguen un paper important en el control del primer pas dels microorganismes a través de la

mucosa intestinal, observant-se una correlacio inversa entre el nombre de cél-lules plasmatiques
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a la lamina propia cecal i la incidéncia de translocacié bacteriana (Wells, Maddaus & Simmons
1988).

L'alteracid en el funcionalisme dels macrofags també afavoreix la translocacid
bacteriana. Els macrofags de la mucosa intestinal, o les cél-lules M de les plaques de Peyer,
fagociten i destrueixen els bacteris i els condueixen fins els ganglis mesentérics. Tanmateix,
quan hi ha una alteracié en la destruccié intracellular dels macrofags, els gérmens quedaran
lliures en els conductes limfatics o en els propis ganglis mesentérics (Alexander et al. 1990).

Pel que fa a la immunitat sistémica, tant les alteracions de la immunitat cel-lular com
I'administracié d'immunosupressors o immunomoduladors sistémics (quimioterapia o corticoides)

predisposen a l'aparicié de translocacié bacteriana.

Malnutricié. La malnutricié també s’ha implicat en I'aparicio de translocaci6 bacteriana.
En models experimentals la malnutricid altera la flora cecal afavorint el sobrecreixement de
gérmens gramnegatius (Deitch et al. 1990a). A més, alguns estudis mostren que altera la
integritat de la mucosa intestinal, atrofiant-la i disminuint I'alcada de les vellositats i el gruix i
profunditat de les criptes (Katayama et al. 1997). En darrer terme, la malnutricié s’ha associat a
una série d'alteracions immunitaries, com la disminucié d’lg A-secretora dels sucs intestinals, la
disminuci6 de les poblacions limfocitiques sistemiques i I'alteracié en la capacitat fagocitica i
bactericida dels polimorfonuclears enfront els bacteris i fongs (Napolitano et al. 1995). Totes
aquestes alteracions, juntament amb l'evidéncia d'un major risc d'infeccions en els malalts
desnodrits (O'Keefe et al. 1980), suggereixen que la malnutricié predisposaria a la translocaci6
bacteriana encara que no hi ha en l'actualitat evidéncies directes que documentin aquesta
hipotesi (Deitch, Winterton & Berg 1987).

6.3. Encefalopatia hepatica

L’encefalopatia hepatica (EH) es defineix com els canvis produits a la funcié neurologica
com a consequencia d'una malaltia hepatica. Engloba una amplia gama de simptomes
neurologics i neuropsiquics que presenten els malats amb insuficiéncia hepatica greu, aguda o
cronica i que no es poden atribuir a d’altres malalties 0 a malalties hepatiques associades a
simptomes neurologics com la malaltia de Wilson. Aquesta complicacié és especialment freqlent

en pacients cirrotics, estant present fins en un 50-70% dels casos (Blei 2001, Riordan, Williams
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1997). Tot i que es tracta d'un trastorn potencialment reversible, la seva preséncia és un marcador
de mal prondstic donat que implica una escassa reserva hepatica funcional.

Les manifestacions cliniques de la EH comprenen una amplia gama dalteracions
neuropsiquiques de diversa gravetat com ara alteracions psicomotrius, intel-lectuals, cognitives,

emocionals, de comportament i sobre les funciones motores fines (Taula 2).

Grau | Falta de consciéncia, euforia o ansietat i temps reduit d’atencid

Grau Letargia, apatia, desorientacié minima del temps i I'espai, canvis de personalitat i
comportament inadequat

Grau lll Somnoléncia, confusio i desorientacio

Grau IV Coma

Taula 2: Graus clinics d’encefalopatia hepatica.

Al Congrés Mundial d’Encefalopatia Hepatica del 1998, es va proposar una classificacié
tenint en compte el seu origen o causa (Figura 13). Aixi el tipus A estaria associat a una lesié
hepatica aguda, mentre que el tipus B, estaria relacionat amb derivacions portosistémiques i el
tipus C es relacionaria amb cirrosi i hipertensio portal amb derivacions portosistémiques. Cal fer
menci6 especial de I'encefalopatia hepatica minima en que, a diferéncia de I'EH establerta,
presenta un estatus neurologic normal a nivell clinic perd és detectable mitjangant els resultats
anormals d’alguns tests psicométrics especifics.

EH associada a insuficiéncia

hepatica aguda —= TipusA

EH en pacients amb Precipitada
derivacions portosistémiques ——= Tipus
sense malaltia hepatocel-lular B EH Episadica Espontinia
Recurrent
Lleu

EH associada a clirosi o a
hipertensio portal o a | TipusC — EH Persistent Greu

derivacions portosistemiques
Depenent de

tractament

EH Minima

Figura 13: Classificacié de I'encefalopatia hepatica proposada al Congrés Mundial
d’Encefalopatia Hepatica del 1998. (Adaptaci6 de Prakash, Mullen 2010)
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Patogénesi de I’encefalopatia hepatica

La patogenesi de la EH actualment no esta clarament definida i sembla que pot existir
més d’un factor independent interactuant entre si o provocant un efecte sinérgic. El consens
general es que nivells elevats d'amoni en sinérgia amb una resposta inflamatoria causarien
linflor dels astrocits i edema cerebral. Ara bé, els mecanismes pels quals es produirien aquest
canvis morfologics encara estan per determinar (Prakash, Mullen 2010, Marquez-Aguirre et al.
2010). A continuacié detallem alguns dels factors que potencialment podrien estar involucrats en

I'aparici6 de la EH.

Neurotoxines

Amoni. Es una neurotoxina clau en la patogénesi de la EH. Es un subproducte del
metabolisme dels composts nitrogenats i esta involucrat en nombroses reaccions metaboliques.
Ara bé, a elevades concentracions és toxic, aixi que és eliminant mitjangat la formacié d’urea al
fetge en condicions fisioldgiques. Es considera que el fetge metabolitza per aquesta via el 90%
de 'amoni que li arriba a través de la vena porta. En canvi, la capacitat de sintetitzar urea esta
disminuida en els pacients cirrotics degut a la disfuncid hepatica i a les derivacions
portosistemiques. Aixi el fetge perdria en part aquesta capacitat i el cervell, el teixit muscular i els
ronyons intervindrien, com a via d’eliminacio alternativa, utilitzant el glutamat per eliminar I'amoni,
convertint-lo en glutamina. Arrel de l'increment dels nivells plasmatics d’amoni es produiria un
augment en la concentracidé d’amoni al sistema nervids central degut probablement a trastorns a
la microcirculacio cerebral.

Els astrocits son les uniques cél-lules del cervell amb capacitat per metabolitzar 'amoni.
Tenen una gran activitat metabdlica i la seva funcié principal és regular el microambient cerebral
mitjangant un control estricte de la concentracidé de substancies del compartiment intersticial.
L’amoni indueix canvis als astrocits com I'augment de glutamina intracellular, que comporta
I'entrada d’aigua per compensar la pressio osmotica i produeix l'inflor dels astrocits. Alhora
aquest gradient osmotic a traves de la barrera hematoencefalica condueix a I'aparicié d'edema
cerebral, altera la neurotransmissié glutamatérgica per I'alliberament de glutamina i augmenta
I'expressid de I'd0xid nitric sintetasa. Els canvis morfologics als astrocits sén propis d'astrocits
tipus Il d’Alzheimer i podrien ocasionar alteracions neuronals que causarien les manifestacions

neurologiques de la EH (Martin et al. 1987, Haussinger et al. 2000).
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Manganés. Es una neurotoxina que s'acumula preferentment als ganglis basal, on es
creu que promouria la formacio d’astrocits tipus Il d’Alzheimer. El seu metabolisme encara no és
del tot conegut, perd sembla que en pacients cirrotics I'increment en els nivells de manganes es
produiria per la derivacié de sang portosistémica i per una eliminacio biliar deficient. El seu
augment podria ser responsable dels simptomes extrapiramidals observats en la progressio de la
malaltia hepatica degut a que la seva neurotoxicitat afectaria principalment la neurotransmissio

dopaminérgica (Butterworth et al. 1995)

Estrés oxidatiu. Tot i que en l'actualitat hi ha encara poques evidéncies directes en
pacients de la implicaci6 de l'estrés oxidatiu a la EH, sembla que tindria un paper a la seva
patogénesi, ja que s’han observat efectes positius en el tractament amb antioxidants (Ryter, Choi
2002) L'estrés oxidatiu esta associat a la inflor dels astrdcits, aixi com a la induccié de la transici6
de permeabilitat mitocondrial, un fenomen relacionat amb la falta d’energia mitocondrial. Es

probable que altres alteracions d’un estat hiperamoniémic tinguin relacié amb 'estrés oxidatiu

Disfuncioé de la neurotransmissio6

Glutamatérgica. El glutamat és una aminoacid i un dels neurotransmissors aminoacidics
al cervell amb efecte excitador sobre les neurones. Estaria implicat en el procés de
desintoxicacié de I'amoni a través de la produccié de glutamina. En casos de EH s’ha observat
una disminucio dels nivells cerebrals de glutamat, aixi com alteracions en els seus transportadors
i receptors. (Lavoie et al. 1987)

Gabaérgica. L'acid gamma-aminobutiric (GABA) és el neurotransmissor inhibidor
predominant al sistema nervids central. La seva alteracié esta implicada en la fisiopatologia de
diverses malalties neurologiques i neuropsiquiatriques. EI metabolisme de GABA esta relacionat
amb el glutamat i la glutamina i per tant en I'eliminacié d’amoni. A la EH es dona un augment del
to GABAérgic probablement degut a 'augment a la biodisponibilitat de GABA extracel-lular.

Dopaminérgica. La dopamina és un important neurotransmissor als ganglis basals del
sistema nervids central, tot i que també actua perifericament fonamentalment sobre els sistemes
cardiovascular i renal. Un enzim clau en la seva sintesi s la tirosina-hidroxilasa. Aquest enzim
estaria alterat en els casos de EH promovent la sintesi d'amines amb una menor activitat
intrinseca que competirien amb la dopamina pels seus receptors. Aixd donaria lloc a una

disminucio del to simpatic.
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7. Model animal de cirrosi per tetraclorur de carboni

En els darrers anys, els estudis experimentals en animals cirrotics han experimentat un
augment molt considerable. Poder treballar amb animals que desenvolupin aquesta patologia és
molt interessant ja que es poden realitzar una série d’estudis impossibles de fer en humans i que
aporten unes dades molt valuoses a 'hora de comprendre la seva patogénia i, a partir d’aqui, el
diagndstic, el tractament i la profilaxi.

Els models animals constitueixen una importants eina d’estudi pero cal no oblidar que
son models que intenten imitar la patologia humana i en tant que aproximacions a la realitat,
presenten limitacions ben conegudes com ara: diferéncies en la clinica de la malaltia, condicions
experimentals, tecniques emprades i la propia biologia de I'animal, entre d’altres. Per tant, cal ser
molt prudent a I'hora de valorar els resultats obtinguts amb els models experimentals.

En aquest apartat tractarem sobre el model d'hipertensié portal intrahepatica acom-
panyada d’ascites en rates provocada per la inoculacié de tetraclorur de carboni ja que és el

model utilitzat en els nostres estudis.

7.1. Mecanisme d’accio del tetraclorur de carboni

El tetraclorur de carboni (CCls) és una substancia d’elevada hepatotoxicitat. L'acci6 del
toxic sobre I'hepatdcit es produeix a dos nivells: una acci6 inicial i directa danyant la membrana i
una segona fase deguda a la toxicitat induida pels metabolits del tetraclorur de carboni generats
pel citocrom Paso (Figura 14).

La primera accié del CCls es produeix als pocs minuts d'estar en contacte amb
I'hepatocit i és deguda a la destruccio de les membranes d’'aquest i I'afectacié dels mitocondris i
lisosomes alterant-ne la funcionalitat. Aixi doncs, les membranes es tornen altament permeables
provocant la pérdua de potassi i altres enzims. Es produeix una acumulacié intracel-lular de calci,
sodi i aigua. El dany provocat sobre el mitocondri interromp la fosforilacio oxidativa agreujant la
necrosi cel-lular. Aixi mateix, 'abocament dels enzims lisosomics acceleren encara més aquest
procés necrotic. La necrosi produida en aquest moment és encara parcialment reversible,
depenent de la seva extensid. Es tracta, per tant, d'una necrosi dosi-depenent provocada
exclusivament per I'acci6 del tetraclorur de carboni (Krahlenbuhl et al. 1990).

La segona fase del procés, ja aparent a les poques hores, és deguda als metabolits

produits pel citocrom Paso. Els radicals lliures que es generen sembla que interactuen amb els
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acids grassos insaturats de les membranes. Es produeix una peroxidacié lipidica i un
entrecreuament d’aquests acids grassos. El primer producte del metabolisme del CCly pel
sistema enzimatic del citocrom Paso és el radical lliure triclorur de carboni (CCls), substancia que
interactua amb els lipids, proteines i ADN provocant-ne la peroxidacié. La reacci6 del CCl3 amb
lipids insaturats genera radicals lliures secundaris que provoquen més destruccio cel-lular i
subcel-lular (mitocondris i lisosomes).

El fet que s’hagi observat en animals d’experimentacio que I'eficiéncia per metabolitzar el
CCly estigui directament relacionada amb la gravetat de la lesio, fa pensar que efectivament sén

aquests radicals lliures generats, els principals responsables de la necrosi de I'nepatocit.
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Figura 14: Mecanisme d’acci6 del CCls sobre I’hepatbcit.
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7.2. Metodologia del model

Des de que Cameron i col-laboradors, I'any 36 utilitzessin el CCls per induir cirrosi en un
model experimental en gossos, aquest s’ha utilitzat ampliament en rates i, més rarament, en
ratolins, porcs, conills porquins, primats i gossos (Perez Tamayo 1983). S’han descrit diferents
métodes segons la via dadministracio del toxic: injeccid subcutania, intramuscular o
intraperitoneal, administraci orogastrica o per inhalacio. La dosi de CCls i linterval de temps
entre cada administracio varia segons la via d’administracid. Generalment la cirrosi apareix més
rapidament quan el toxic s’administra en dosis més altes i en un interval de temps més curt. Com
a contrapartida la mortalitat és més elevada.

La majoria d’aquests models utilitzen, simultaniament amb I'administracio del tetraclorur
de carboni, un inductor enzimatic del citocrom Psso com és el fenobarbital. Aquest farmac
provoca un increment en la mida del fetge que pot arribar a ser maxima (un 43% més gran del
normal) a les 6 setmanes de vida, quan I'animal pesa uns 150 g. Augmenta també el reticle
endoplasmatic llis. Aquest augment en la mida del fetge provoca també un augment en I'activitat
del citocrom Paso (Chatamra, Proctor 1981). D’aquesta manera I'accio del CCls és més efectiva,
tal com hem vist en el mecanisme d’accio.

L’administraci6 orogastrica de CCls és possiblement el métode que en els darrers anys
s’ha generalitzat més, sobretot en I'estudi de les infeccions associades a la cirrosi. Tot i aquesta
acceptacio, un dels inconvenients més importants que es presenta és la gran variabilitat en la
resposta dels animals al toxic variant des d’'una cirrosi ben establerta fins a lesions minimes.
Sembla doncs que és forga important adequar la dosi a cada animal.

En aquest sentit, Proctor, Chatamra 1982 descriu un model en rates Wistar en el qual
administra fenobarbital a 'aigua de beguda i CCls orogastric simultaniament

Runyon et al. 1991 modifiquen el model de Proctor optimitzant les dosis a administrar del
toxic al tenir en compte la variacié del pes de I'animal, aconseguint aixi una alta taxa d’ascites i,
per primera vegada, descriu I'aparici6 de PBE en un model experimental de cirrosi hepatica.
Aquest és el model que varem escollir per als nostres estudis.

En aquest model s'utilitzen rates Sprague-Dawley de 100-120 g de pes a les que
s’administra fenobarbital a I'aigua de beguda a una dosi de 1,5 mmol/L. Quan els animals arriben
als 200 g de pes es comenca a administrar CCls a una dosi inicial de 20 pl/setmana, que es
modifica segons les variacions del pes a les 48 hores d’haver administrat el toxic. Una vegada

s’ha establert I'aparicié d’ascites, els animals reben una dosi de CCls de manteniment de 40
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ul/setmana. Amb aquesta individualitzaci6 de la dosi s’aconsegueix que entre el 62-100% dels
animals desenvolupin cirrosi amb presencia d’ascites entre les setmanes 7 - 26. De tota manera
la mortalitat és forga elevada (50% - 55%) i es concentra practicament durant les primeres 4-5
setmanes d’administracid com a consequéncia de una toxicitat aguda del CCls (Llovet et al.
1994).

7.3. Alteracions histologiques i fisiopatologiques del model

Cirrosi micronodular irreversible. En el model de cirrosi per CCls s'observa la
presencia d’una cirrosi ben establerta. Apareix una afeccié nodular difusa amb petits noduls (2-4
mm) amb una capsula engruixida. Microscopicament es caracteritza per uns septes fibrosos que
travessen els lobuls hepatics i per una regeneracid hiperplasica nodular (cirrosi micronodular).
Aquests noduls de regeneracid presenten una fibrosi irregular i els tractes portals apareixen
interconnectats per bandes de teixit fibrés. Les arees portals presenten bandes de teixit
connectiu que comprimeixen els vasos sanguinis. Hi ha un augment de conductes biliars. Les
cellules de Kupffer, prominents, apareixen extensament distribuides per la zona periportal. Aixi
mateix, s'observa un lleuger infiltrat inflamatori al voltant dels septes connectius.

Macroscopicament, el fetge te una consisténcia dura amb una superficie granular,
encara que en els casos més avangats la massa hepatica es redueix apareixent a la superficie

un aspecte nodular.

Hipertensié portal associada a canvis histologics intestinals. Els animals pateixen
importants canvis en la circulacié intrahepatica i esplancnica que acaben desembocant en el
desenvolupament d’hipertensio portal i ascites, aixi com en 'aparicié d’importants alteracions en
la_hemodinamica sistémica (hipotensio arterial, augment del volum sanguini) i la reactivitat
vascular (Kravetz et al. 1987). Daltra banda, desenvolupen diferents graus de derivacions
portosistémiques com consequéncia de la hipertensio portal. Les primeres manifestacions
d’hipertensi6 portal apareixen a les 4 o 6 setmanes d’administracié de CCls perd els trastorns a
I’'hemodinamica no sén del tot evidents fins que 'animal té la cirrosi ben establerta.

Els canvis histologics intestinals es concreten en l'aparicié d'edema submucos cecal

extens, limfangiéctasi ileal i infiltrat inflamatori cronic.
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Esplenomegalia. En aquest model els animals desenvolupament un grau elevat

d'esplenomegalia, de entre 3 a 5 vegades del pes d’animals sans.

Atrofia testicular. A les 12-13 setmanes d’administracié de CCls es pot donar una

atrofia de fins a la meitat del pes.

Analisi sanguinia. S’evidencia una disminucié significativa dels nivell d’albumina i
proteines totals, aixi com un augment significatiu del recompte de leucocits i dels nivells de

bilirubina, comparat amb els animals control.

Ascites. Els aspectes fisiopatologics referents a la aparicié d’ascites en aquests animals
han estat extensament estudiats. S’ha observat que prévia a 'aparicié de I'ascites hi ha una
retencié important de sodi. Els animals no presenten disminucié en el filtratge glomerular,
considerant-se per tant, que la retencié del sodi és deguda a una reabsorcio tubular renal.
Existeix una relacio directa i cronologica entre aquests dos fets i I'activacié del sistema renina-
aldosterona, hipersecrecié no osmotica d’hormona antidiurética (ADH) i augment dels nivells
plasmatics del factor natriurétic atrial (Jimenez et al. 1985).
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Sistema endocannabinoide de senyalitzacio6

1. Definicio

El sistema endocannabinoide de senyalitzacié (SES) és un important sistema de
modulaci6 de diverses respostes fisioldgiques tant a nivell central com periféric i esta constituit
per una série de receptors cannabinoides, lligands endogens i enzims involucrats a la biosintesi i
degradacié d’aquests lligands.

Tot i que els cannabinoides obtinguts de Cannabis sativa s’han usat com a planta
medicinal des de fa milers d’anys pel tractament de diverses afeccions, I'estructura quimica del
seu compost actiu principal, el A-9-tetrahidrocannabinol (THC), no es va identificar fins la meitat
del segle XX per Mechoulam, Gaoni 1965. De fet, degut a les seves propietats altament
lipofiliques es va trigar a determinar el seu mecanisme d’accio, considerant-lo com un
mecanisme d’accié inespecific mitjangant I'alteracio de les membranes cellulars. A mida pero
que es van anar refinant les metodologies disponibles per I'estudi d’aquest tipus de compostos i
es van observar diferéncies en I'activitat de substrats molt semblants estructuralment al THC, es
va questionar aquesta explicacio.

En aquest punt, es planteja la hipotesi que els derivats del cannabis actuarien sobre un
lloc d’'unié especific a la membrana, suggerint la presencia de receptors al sistema nerviés
central. Aquesta hipotesi es confirmaria per la clonacié del primer receptor de cannabinoides, el
receptor de cannabinoides 1 (CB1) per Matsuda et al. 1990 i per la clonacié del receptor de
cannabinoides 2 (CB2) per Munro, Thomas & Abu-Shaar 1993.

El descobriment d’aquests receptors va fer pensar en I'existéncia de cannabinoides de
sintesi endogena i, efectivament, es van identificar I'araquidonil-etanolamida o anandamida
(AEA) (Devane et al. 1992) i el 2-araquidonil glicerol (2-AG) (Mechoulam et al. 1995, Sugiura et
al. 1995), molécules lipidiques derivades de I'acid araquidonic, com a lligands endogens dels
receptors de cannabinoides. Més recentment també s’han identificat I'éter del 2-araquidonil
glicerol (eter de noladina) (Hanus et al. 2001), la O-araquidonil etanolamina (Virodamina) (Porter
et al. 2002), i la N-araquidonil-dopamina (NADA) (Huang et al. 2002) com a endocannabinoides.
(Figura 15)

Arrel d'aquests descobriments el coneixement sobre la complexitat del sistema
endocannabinoide de senyalitzacié ha anat creixent. Aquest sistema es troba distribuit en gran

part dels teixits corporals. De tota manera en el sistema nervids central la seva distribucié és molt
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més complexa i estructurada, reflectint la seva importancia en la transmissié sinaptica, intervenint
en processos d’analgésia, regulacié de la ingesta i sacietat, percepcio del dolor i la son. També
ha estat ampliament estudiat en la regulaci6 de la immunitat, proliferacié i mort cel-lular,

inflamacid, aixi com pels seus efectes sobre la vasodilatacié arterial.
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Figura 15: Estructura quimica dels endocannabinoides. (Adaptacié de Bisogno, Ligresti & Di
Marzo 2005)

2. Receptors de cannabinoides

Els endocannabinoides exerceixen la seva acci6 farmacologica a través de I'activacio de
receptors de la superfamilia de 7 dominis transmembrana de receptors cel-lulars associats a
proteina G (GPCR). A l'actualitat els dos receptors més ben caracteritzats sén els receptors de
cannabinoides CB1 i CB2, tot i que recentment s’ha acceptat el receptor orfe GPR55 com a
receptor amb activitat cannabinoide (Baker et al. 2006, Ryberg et al. 2007) hi ha evidéncies de
que poden existir d’altres receptors encara no caracteritzats (Baker et al. 2006, Begg et al. 2005,
Brown 2007).

A més, els endocannabinoides també poden modular I'activitat d’altres tipus de receptors
com ara: els receptors opioides (Pugh et al. 1996), els receptors de N-metil-D-aspartat (NMDA)
(Hampson et al. 1998), els receptors de serotonina (Barann et al. 2002) i els receptors vanilloides
tipus 1 (TRPV1) (Dannert et al. 2007).
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2.1. Receptor de cannabinoides 1 (CB1)

El receptor CB1 és un polipéptid de 476 aminoacids i un pes molecular de 60kDa,
altament conservant entre aquelles espécies en las que s’ha clonat (huma, rata i ratoli; 97-99%).
S'expressa preferentment al sistema nerviés central (SNC) i s’ha localitzat a hipocamp, escorga,
ganglis basals i cerebel en concentracions elevades (Herkenham et al. 1991, Mailleux,
Vanderhaeghen 1992, Tsou et al. 1998). Aquesta distribucio explicaria els efectes dels
cannabinoides sobre l'activitat motora i la memoria. No obstant, el receptor CB1 també es
localitza en organs i teixits periférics com a melsa, pulmd, endoteli vascular, muscul llis,
adipdcits, pancrees, tracte gastrointestinal i a fetge, exercint un rellevant paper modulador
(Pertwee 2001, Howlett 2002, Bermudez-Silva et al. 2008).

2.2. Receptor de cannabinoides 2 (CB2)

El receptor CB2 és un polipeptid de 360 aminoacids i un pes molecular de 45kDa.
Aquest receptor exhibeix una homologia global del 44% amb el receptor CB1, que augmenta fins
al 68% en les regions transmembrana (Figura 16). Es localitza preferentment a cél-lules del
sistema immune, aixi com a melsa, timus, amigdales, medul-la 6ssia, pancrees, cor i a cél-lules
mieloides (Howlett 2002, Pertwee 1997). En els darrers anys s’ha suggerit la seva presencia a
sistema nervids, a neurones i diferents zones del cervell (Onaivi et al. 2006). El receptor CB2
podria participar en el mecanisme pel qual els cannabinoides interaccionen amb el sistema

immune, produint un efecte globalment immunosupressor.
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Figura 16: Representacio esquematica dels receptors CB1 i CB2. Els aminacids comuns a tots

dos receptors es representen en negre.
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3. Endocannabinoides

S’anomenen endocannabinoides als lligands endogens dels receptors de cannabinoides.
Sén molécules lipidiques de la familia dels icosanoides, derivades de I'acid araquidonic present a
la membrana cel-lular. Els més representatius sén I'anandamida i el 2-AG, els primers en ser
identificats i els més estudiats, tot i que n’hi ha d’altres com I'éter de noladina, la virodamina i la
NADA. Es van detectar inicialment al sistema nerviés, perd actualment es coneix que realitzen
funcions també als sistemes immune, endocri, gastrointestinal i circulatori (Pagotto et al. 2006,
Bellocchio et al. 2008).

En general els nivells d’endocannabinoides a l'organisme sén baixos, de l'ordre de
pmol/mg de teixit. Es sintetitzen sota demanda i actuen a prop del seu lloc d’alliberacié (Di Marzo
et al. 1994) i un cop han realitzat la seva accié son rapidament inactivats per enzims especifics
de degradaci6 (Piomelli 2003).

En el cas d'anandamida, la seva sintesi es realitza a partir de la fosfatidiletanolamina,
molécula present a la membrana cel-lular, mitjangant I'accid dels enzims N-acetiliransferasa i
fosfolipasa D. Després de la seva sintesi, s'allibera a I'espai extracel-lular per realitzar la seva
accid que queda determinada pels mecanismes que en limiten la disponibilitat. Aquests
mecanismes de control consisteixen en el transport a l'interior cel-lular i en la hidrolisi enzimatica
d’anandamida. El transport es pot donar per difusié passiva o a través d’'un transportador selectiu
que encara no s’hauria clonat (Piomelli 2003). Pel que fa a la hidrolisi es produiria a través de
I'acci6é de I'enzim amido hidrolasa dels acids grassos (FAAH) (Cravatt et al. 1996) i de la lipasa
de monoacilglicerids (MAGL) (Dinh et al. 2002).

Pel que fa al 2-AG la seva sintesi es realitza majoritariament per la fosfolipasa C. La
seva degradaci6 també es fa a través del mateix sistema de transport que en el cas
d’anandamida, perd en canvi tot i que el 2-AG també funciona com a substrat de I'enzim FAAH,
es I'enzim MAGL el que esta més implicat en la seva (Dinh et al. 2002).

D’altres mecanismes d'inactivacio dels endocannabinoides, que s’activen per degradar la
virodamina, I'éter de noladina i la NADA (resistents a la degradacio per FAAH) consisteixen en
I'esterificacié de fosfoglicérids mitjangant acilases i fosforilases (Di Marzo et al. 1999, Fezza et al.
2002) i l'oxidaci6 enzimatica del motiu araquidonoil per lipoxigenases, ciclooxigenasa-2 i el
citocrom p450 (Kozak, Marnett 2002).
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4. Lligands exogens dels receptors de cannabinoides

Existeixen nombrosos lligands exogens tant naturals com sintétics amb activitat
cannabinoide. Aquests compostos han contribuit a ampliar el coneixement sobre el sistema
endocannabinoide de senyalitzacié alhora que han permés assajar possibles tractaments de

diverses malalties.

4.1. Agonistes

Entre els lligands agonistes destaquen els cannabinoides naturals derivats de Cannabis
sativa, dels quals s’han descrit més de seixanta compostos actius, com ara el THC, el A-8-
tetrahidrocannabinol o el cannabidiol (Pertwee 2008).

A partir dels estudis als cannabinoides naturals, s’han pogut sintetitzar molécules
capaces d'unir-se selectivament als receptors de cannabinoides, algunes amb caracteristiques
que els hi confereixen potencial terapéutic. Aquests cannabinoides sintétics es poden classificar

segons la seva estructura quimica en:

e Cannabinoides classics
Sén composts sintetics analegs de THC, amb estructura de dibenzopira. Dins aquesta
categoria  trobem como el 11-OH-8-THCdimetilheptl  (HU-210), el 11-OH-
hexahidrocannabinol-dimetilheptil (HU-243), el 1-deoxi-11-hidroxi-A8-THC-dimetiheptilo i el
JWH-133 entre d'altres.

e Cannabinoides no classics
Sén composts analegs del THC biciclics i triciclics que no tenen anell pira. En aquest grup
trobem el CP55,940, el CP55,244, el CP50,556 (levonantradol) i el desacetilevonantradol.

e Aminoalquilindols
Sén molecules que presenten una estructura quimica derivada de la pravadolina. El
compost d’aquest tipus més estudiat és el WIN-2 (Pacheco et al. 1991) que té una
selectivitat 7 vegades més gran pel receptor CB2 que per CB1. A partir d'aquest compost
s’han desenvolupat noves molécules com JWH-015 i L-768242. A més, dins aquesta
categoria també trobem [enantiomer inactiu WIN-3 que ha estat d'utilitat en la

caracteritzacio del funcionament dels receptors.
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e |cosanoides
En aquest grup s’inclouen modificacions estructurals dels endocannabinoides, amb
estructures derivades de lacid araquidonic, com ara la R-(+)-metanandamida, la

araquidonil-2.-cloroetilamida (ACEA), la araquidonilciclopropilamida (ACPA) i el O-1812.

4.2. Antagonistes

Els estudis sobre I'estructura i 'activitat del sistema endocannabinoide de senyalitzacié
també han permés el desenvolupament d'antagonistes selectius pels receptors de
cannabinoides.

En aquesta categoria, la molécula més potent i més ampliament utilitzada fins el moment
com antagonista del receptor de cannabinoides CB1 és el SR141716A també denominat
rimonabant. Rimonabant exhibeix una marcada selectivitat pel receptor de cannabinoides CB1
en front del receptor de cannabinoides CB2 i d'altres receptors. D’aquesta manera es capag de
prevenir o revertir les accions dels endocannabinoides i d'altres antagonistes que actuin a través
de CB1 (Pertwee 1997). A partir de I'estructura de rimonabant s’han desenvolupat els analegs
AM251 i AM281 que també bloquegen el receptor de cannabinoides CB1. També existeixen
antagonistes competitius de CB1 que difereixen estructuralment de rimonabant com per exemple
el LY320135.

En relacio amb els receptors de cannabinoides CB2 el compost més potent i millor
caracteritzat és el SR144528 (Rinaldi-Carmona et al. 1998), tot i que també existeixen d’altres
antagonistes selectius com son AM630 i 01184.

A més d’actuar com antagonistes pels receptors cannabinoides, algunes d’aquestes
molécules son capaces de provocar per si mateixes efectes contraris als produits pels agonistes
dels receptors de cannabinoides, comportant-se com agonistes inversos en alguns sistemes. Aixi
s’ha descrit la capacitat d’actuar com a agonistes inversos a rimonabant, SR144528, AM281,
LY320135, AM630i 01184,
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5. Funcions fisiologiques del sistema endocannabinoide de

senyalitzacio

Tot i que es no es coneixen amb precisid quines sén les funcions fisiologiques del
sistema endocannabinoide de senyalitzacid, la distribucié dels seus receptors, aixi com els
resultats de diverses investigacions basiques, suggereixen que participaria en la regulacié de
diverses funcions del sistema nerviés central i periféric, el sistema immunologic, I'aparell
cardiovascular, I'aparell digestiu, la reproduccié i la proliferacié cel-lular.

Concretament al sistema nerviés central, el SES participaria en la coordinacié i el control
del moviment (Giuffrida, Piomelli 2000) en funcions cognitives superiors (sobretot relacionades
amb l'aprenentatge i la memoria) (Lichtman 2000), en la resposta a l'estrés i al dolor (Pertwee
1997), en la regulacié del son (Mechoulam et al. 1997) i en els mecanismes de recompensa
(Solinas, Yasar & Goldberg 2007). També intervindria en la regulacié de la temperatura corporal i
de la gana (Di Marzo et al. 2001, Kirkham, Williams 2001). A més alguns endocannabinoides
com l'anandamida han mostrat efecte neuroprotector in vitro (Mechoulam, Panikashvili &
Shohami 2002).

Els efectes del sistema endocannabinoide sobre el sistema immunologic no estan ben
establerts encara. Alguns estudis experimentals mostren que l'anandamida i el 2-AG tenen
efecte immunomodulador, de manera que poden incrementar certes respostes humorals i
cel-lulars (proliferacid dels limfocits B, limfocits T i alliberament de citocines). Aquest efecte
sembla que estaria mediat majoritariament pels receptors CB2 (Berdyshev 2000, Klein, Newton &
Friedman 2001).

Al sistema cardiovascular, el SES participaria en la regulacié de la pressio arterial. Els
endocannabinoides es comportarien com a vasodilatadors sistémics i vasoconstrictors pulmonars
(Wagner et al. 2001b, Wahn et al. 2005) a través de l'alliberacié d'adrenalina des dels nervis
simpatics o de l'activacio directa dels receptors CB1 a cél-lules endotelials (Wagner, Varga &
Kunos 1998). També s’ha suggerit la implicacié de la via ciclooxigenasa 2 (COX 2).

Pel que fa a les funcions del SES a l'aparell digestiu estudis d'experimentacié amb
animals suggereixen que tindria un paper en la inhibicié del buidat gastric i el peristaltisme
intestinal mediat pels receptors CB1 (Vigna 2003). A més alguns endocannabinoides a través de
I'activacié de CB1 mostrarien efectes antidiarreics (Izzo et al. 2003) i sembla que el SES estaria
implicant en processos d'inflamacié intestinal (Izzo et al. 2001).
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En el sistema reproductor el SES participaria en mecanismes de fertilitat durant el
periode de preimplantacié embrionaria (Paria, Dey 2000), aixi com en la regulacié de la gestacio
a terme (Maccarrone et al. 2000).

Finalment, el SES també actuaria a la regulacié de la proliferacié cel-lular ja que alguns
endocannabinoides com anandamida tindrien un efecte antiproliferatiu dosi depenent (Ligresti et
al. 2003). Aixi doncs, sembla que els endocannabinoides participarien en la inhibicid del

creixement de les cél-lules tumorals (Guzman 2003).

6. Sistema endocannabinoide de senyalitzacié a la malaltia

hepatica

El fetge ha estat un objectiu emergent, on els endocannabinoides han estat implicats tant
en el mateix procés fibrotic com en les conseqiiéncies hemodinamiques de la cirrosi.
Recentment s’ha evidenciat que els endocannabinoides poden estar implicats en la patogénia i
progressio de la malaltia hepatica cronica. En aquest sentit s’han publicat diversos estudis en els
quals s’ha valorat I'efecte dels endocannabinoides i I'is d’agonistes o antagonistes pels
receptors CB1 i CB2 en la fisiopatologia de la fibrosi i cirrosi, aixi com de les seves
complicacions.

Els resultats que s’han obtingut sobre el paper pro o antifibrotic del sistema
endocannabinoide de senyalitzacié sén, de moment, contradictoris. Aixi, en estudis in vitro en
cel-lules estelades hepatiques activades s’ha observat que anandamida i 2-AG en altes
concentracions tindrien efectes antifibrogénics, actuant de forma independent dels receptors de
cannabinodes (Siegmund et al. 2007, Yang et al. 2010). En canvi, en un estudi in vivo en tres
models de fibrosi en ratolins la inactivaci6 de CB1 mitjancant I'administracié de I'antagonista
rimonabant (dosi de 10 mg/kg de pes de l'animal) actuaria com antifibrotic, disminuint
I'acumulacié de miofibroblasts hepatics derivats de cél-lules estelades o incrementant I'apoptosi
dels mateixos, aixi com per la reduccidé en la sintesi de la citocina profibrogénica TGF-31
(Teixeira-Clerc et al. 2006). En aquest estudi el tractament amb rimonabant es va iniciar abans
de la induccié del dany hepatic i es va mantenir durant l'estudi. Per altra banda, els mateixos
autors han demostrat que I'activacié del receptor CB2 limitaria la progressioé de la fibrosi hepatica
en un model d’hepatopatia aguda al reduir I'expressié de TGF-B1, aixi com la inhibicid del
creixement dels miofibroblasts hepatics (Julien et al. 2005). Aixi doncs, dos receptors diferents
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per un mateix lligand tindrien efectes contraposats. Aquesta contradiccid es reflecteix en els
resultats d’un estudi epidemiologic en que s’ha observat que el consum diari de marihuana és un
factor de risc per la progressio de la fibrosi en individus amb hepatitis C cronica (Hezode et al.
2005). Semblaria doncs que l'efecte de resposta profibrogénica a través de l'activacié del
receptor CB1 seria predominant sobre I'efecte antifibrogenic del receptor CB2 en el cas de
lligands amb capacitat per activar tant CB1 com CB2, com és el cas del THC.

L'expressid de receptors de cannabinoides s’ha detectat in vitro, tant a hepatdcits com a
cel-lules estelades, cél-lules de Kupffer i miofibroblasts (Tam et al. 2011). A més, els hepatdcits
expressen FAAH en altes concentracions assolint-se a fetge els mateixos nivells d’expressié que
a cervell. Sembla doncs que els hepatocits jugarien un paper important en limitar la concentraci6
d’endocannabinoides a fetge.

Inicialment es van associar els efectes dels endocannabinoides sobre la fibrosi, a
I'activaci6 o bloqueig d’aquests receptors a cél-lules estelades i cél-lules de Kupffer, degut a que
la seva expressio en aquestes cel-lules estaria augmentada en fetges cirrotics (Munoz-Luque et
al. 2008). Ara bé, a mida que es van ampliar els estudis sobre el paper del sistema
endocannabinoide de senyalitzacié a la cirrosi, el paper dels hepatocits va anar adquirint
importancia. Els hepatocits podrien estar implicats en la fisiopatologia de la cirrosi actuant en la
iniciacié i progressio de la fibrosi a dos nivells: en primer lloc, per un efecte paracri dels
endocannabinoides alliberats per cellules estelades que activarien els receptors CB1 dels
hepatocits augmentant I'expressio de gens lipogenesics que induirien una primera fase
d’esteatosi hepatica (Jeong et al. 2008, Osei-Hyiaman et al. 2005; i en segon lloc, com a font de
cel-lules precursores que es transformarien en miofibroblasts (Iredale 2007).

Apart d’aquests efectes sobre la progressio de la fibrosi al fetge, sembla que el sistema
endocannabinoide de senyalitzacié estaria implicat a d’altres parametres de la malaltia.

D'una banda, pel que fa als efectes dels endocannabinoides sobre les alteracions
hemodinamiques, en un model experimental de xoc endotoxic per administracié de LPS, la
hipotensi6 produida per les endotoxines es va poder evitar mitjangant el pretractament amb un
antagonista pel receptor CB1 dels cannabinoides (Varga et al. 1998). De fet, diversos estudis
recolzen la hipotesi de que l'estat de vasodilatacid mesentérica associada a la cirrosi estaria
afavorit per I'activacié dels receptors CB1 endotelials per endocannabinoides provinents de
macrofags i plaquetes estimulades per LPS (Wagner et al. 1997, Wagner et al. 2001aWagner et
al. 2001b, Wagner et al. 1997). En aquest sentit, s’ha observat un augment en la presencia de
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receptors CB1 a les cél-lules endotelials de pacients cirrotics (Batkai et al. 2001) aixi com a les
arteries mesentériques (Moezi et al. 2006, Ros et al. 2002). A més, s’ha observat que
anandamida indueix un augment de la resisténcia intrahepatica dels fetges cirrotics, a través de
I'augment a la produccié d’icosanoides (principalment tromboxa A2), derivats de I'activitat COX
(Yang et al. 2006). Aquest fet, afegit a I'increment de la produccioé d’endocannabinoides produida
per I'accié de LPS sobre macrofags i plaquetes i a la vasodilatacié sistemica, contribuiria al
manteniment de la hipertensié portal i al desenvolupament d’ascites.

D’altra banda, en diferents estudis s’ha observat que els endocannabinoides exercirien
un efecte inhibidor reduint la motilitat intestinal (Izzo et al. 2001, Massa, Storr & Lutz 2005) i, per
tant, podrien afavorir el desenvolupament de sobrecreixement bacteria, facilitant la translocacié
bacteriana i 'endotoxémia (Pertwee 2001).

Pel que fa a I'encefalopatia hepatica, els efectes dels endocannabinoides s’han estudiat
en un model experimental d’insuficiencia hepatica fulminant induit per tioacetamida en ratolins
(Avraham et al. 2006). S’ha observat que I'administracio de rimonabant, aixi com I'administracio
de 2-AG, produirien una millora en la puntuacio neurologica avaluada i en l'activitat i la funcio
cognitiva. En estudis posteriors del mateix grup, van observar que en aquest model s’induiria
I'expresio de CB2 a cervell aixi com I'activacio de la proteina quinasa activada pel monofosfat
d’adenosina (Dagon et al. 2007). Aquests resultats suggereixen, doncs, que els
endocannabinoides podrien tenir un paper important en la patogénia de I'encefalopatia hepatica.

Encara que les dades experimentals han demostrat efectes beneficiosos de
I'antagonisme de CB1 en la cirrosi i algunes de les seves complicacions, la majoria d'aquests
resultats s'obtenen en estudis de pre-tractament i/o d'administracié aguda de toxics pero
manquen estudis experimentals amb tractaments a més llarg termini i en models de cirrosi
avangada (Kunos et al. 2006). De fet, I'efecte del tractament a llarg termini amb rimonabant en
les alteracions hemodinamiques relacionades amb cirrosi encara esta poc estudiat. A més, no hi
ha dades disponibles fins el moment dels efectes I'antagonisme de CB1 sobre la hiperamoniémia

i la formacié d'edema cerebral, el grau de derivacio portosistémica ni la translocacié bacteriana.

37






Objectius






Objectius

Hipotesi

Tenint en compte que I'activacio del receptor CB1 de les cel-lules de Kupffer i de les
cél-lules estelades afavoreix la proliferacio de miofibroblasts, sembla logic que el seu bloqueig
mitjancant I'administracié a llarg termini de rimonabant s’acompanyi d’'una reduccio de la
progressio de la fibrosi. D’aquesta manera es reduiria la pressié portal i, per tant, disminuirien les
derivacions portosistémiques, amb la consequent disminucio dels nivells d’'amoni i d’endotoxina a
la circulacio sistemica. A més, el bloqueig del receptor CB1, en disminuir la pressié intrahepatica,
s’acompanyaria d’una reduccio de la pressio portal.

Tot i que I'expressio de CB1 de cél-lules de Kupffer i estelades esta augmentada en
fetges cirrotics, podria ser que els hepatdcits també estiguessin implicats de manera rellevant a
través de I'activacio dels seus receptors CB1 a la progressio de la fibrosi.

Una altra consequencia previsible del bloqueig del receptor CB1 seria la normalitzacié
del transit intestinal lent que acostuma a existir a la cirrosi i que en part esta afavorit per
I'activaci6 del receptor CB1 a I'epiteli intestinal. D’aquesta manera s’aconseguiria normalitzar el
transit intestinal, disminuir el sobrecreixement i, per tant, eliminar un dels principals factors que
afavoreixen la translocacié bacteriana. D'aquesta manera podria disminuir el risc de
desenvolupament de bacteriémia i de peritonitis bacteriana espontania. Per ultim, la reducci6 del
sobrecreixement bacteria, juntament amb la disminucié de la pressié portal i de les derivacions
portosistémiques comportaria una reduccié de la quantitat d’amoni plasmatic i, per tant,
disminuiria la probabilitat de desenvolupar encefalopatia hepatica.

Objectius

e Avaluar si 'administracié de I'antagonista per CB1 a la cirrosi experimental és capag de:
a) Reduir la progressio de la cirrosi i millorar I'estat hemodinamic.
b) Millorar el transit intestinal, disminuir el sobrecreixement bacteria intestinal i la
translocacié bacteriana.

c) Evitar el desenvolupament d’encefalopatia hepatica
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o Establir el paper del receptor CB1 dels hepatocits sobre la progressié de la fibrosi en
administrar I'antagonista SR141716A determinant I'expressio de:
a) El receptor d’endocannabinoides 1 (CB1) a teixit hepatic i cultiu cel-lular d’hepatdcits
b) TGF-$ a teixit hepatic, plasma i sobrenedant de cultiu cel-lular d’hepatocits.

¢) TNF-a a teixit hepatic i a sobrenedant de cultiu.
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Estudi in vivo

1. Animals i estabulacio

Es van utilitzar un total de 70 rates Sprague-Dawley mascles (Harlan Ibérica) amb un
pes inicial de 100-120 g. Els animals van ser estabulats en gabies de metacrilat i mantinguts a
una temperatura constant de 20-22°C amb un cicle de llum/foscor de 12/12h. A aquests animals
se’ls hi va administrar una dieta estandard de manteniment (Teklad Global 2014, Harlan Ibérica) i
aigua de beguda ad libitum, a la es va afegir fenobarbital (Luminal, Kern Pharma) com a inductor
enzimatic de citocrom Paso hepatic per tal que es normalitzés la seva disponibilitat entre
administracions de CCls, a una dosi de 1,5 mmol/L.

L’estudi es va realitzar seguint la normativa de la Guia pel Benestar i Us dels Animals de
Laboratori amb l'autoritzacié del Comité Etic d’Experimentacié Animal de I'Hospital Universitari

Germans Trias i Pujol de Badalona.

2. Disseny Experimental

Es van utilitzar 70 rates Sprague-Dawley mascles (Harlan Ibérica) dels quals a 50 se'ls hi
va induir cirrosi mitjangant CCls i 20 es van utilitzar com a controls sans. Dels animals als que es
va induir cirrosi, degut a I'elevada mortalitat del model, només en van sobreviure 19 que es van
distribuir aleatoriament en dos grups de tractament (Figura 17). Aixi doncs, a l'estudi es van
avaluar els quatre grups experimentals segients:

Grup Cirrosi+Vehicle: Animals als quals es va induir cirrosi fins al desenvolupament

d’ascites. En el moment del diagndstic d’ascites se’ls hi va administrar vehicle durant 10 dies.
(n=9)

Grup Cirrosi+Rimonabant: Animals als quals es va induir cirrosi fins al desenvolupament

d'ascites. En el moment del diagnostic d’'ascites es va iniciar I'administracio oral de
rimonabant (Acomplia®, Sanofi Aventis) a una dosi de 3 mg/kg/dia durant 10 dies. (n=10)

Grup Sa+Vehicle: Animals sans als quals no se’ls va induir cirrosi pero als que igualment

se’ls va administrar fenobarbital a I'aigua de beguda. En arribar a un pes equivalent al que

assolien els animals amb ascites, se’ls hi va administrar vehicle durant 10 dies. (n=10)
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Grup _SatRimonabant: Animals sans als quals no se’ls va induir cirrosi perd als que

igualment se’ls va administrar fenobarbital a l'aigua de beguda. En arribar a un pes
equivalent al que assolien els animals amb ascites (aproximadament 350g), es va iniciar

I'administracio de rimonabant a una dosi de 3 mg/kg/dia durant 10 dies. (n=10)

Diagnostic
109 209 d'ascites
CCl, Setmanal Ri bant
Grup Cir+R [ — | Rimonaban
I | Vehicle
| Rimonabant
Fenobarbital Aprox.
> s 309
10-14 dies 8-15 setmanes 10 dies

Figura 17: Esquema del disseny experimental de I'estudi in vivo.

La preséncia d’ascites en els animals dels grups cirrotics es va confirmar mitjangant
paracentesi exploradora de la cavitat peritoneal mitjangant puncié amb xeringa de tipus insulina.

Els animals sans es van sacrificar paral-lelament als animals cirrotics.

3. Inducciod de la cirrosi

La induccié de cirrosi es va iniciar als 10-14 dies d’administracid de fenobarbital, quan
els animals pesaven 200 g. En aquest moment es va iniciar I'administracié del compost
hepatotoxic tetraclorur de carboni (CCls, Sigma-Aldrich) per via orogastrica, amb sonda de metall
(Popper and Sons), un cop per setmana amb una dosi inicial de 20 uL CCls/200 g de pes de
I'animal.

Les dosis posteriors es van ajustar d'acord amb I'augment/disminuci6 del pes de I'animal
a les 48h de I'administracio de la darrera dosi de CCls, segons el métode descrit per Runyon et

al. 1991, fins a I'aparici6 d'ascites. De la mateixa manera, el calcul de la dosi també es va ajustar
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segons el periode de tractament, essent diferents les variacions durant les 6 primeres setmanes

de tractament respecte a les setmanes posteriors (Taula 3).

Canvi de pes a les 48h de la
darrera dosi de CCl4

<6 setmanes de tractament  >6 setmanes de tractament

Estable o increment de pes Augment en 60 pL Augment en 80 pl
Pérdua de pes de 2%-5,9% Augment en 40 pL Augment en 60 pL
Perdua de pes de 6%-10% Augment en 20 pL Augment en 40 pL
Perdua de pes de 10,1%-15% Dosi estable Dosi estable
Pérdua de pes >15% Disminuci6 40uL Disminuci6 40uL

Taula 3: Dosi de CCls segons el periode de tractament

El CCls és una substancia d’elevada hepatotoxicitat que s’ha utilitzat en diferents models
animals d’inducci6 de cirrosi des de I'any 1936 i que requereix de I'administracio de repetides
dosis en intervals curts de temps. Aquesta administraci6 elevada i continuada implica com a
contrapartida una elevada mortalitat en aquest model que es situa entre el 50-55%. Aixi mateix,
la variabilitat dels animals en la resposta al toxic implica variacions en [l'interval de temps

necessari per I'establiment de la cirrosi amb ascites, oscil-lant aquest entre les 8-15 setmanes.

4. Temps de transit intestinal

Per tal de valorar el transit a l'intesti prim, 1 hora abans del sacrifici es va administrar als
animals, per via orogastrica, colorant alimentari (negre brillant E151, Sigma-Aldrich) en una
concentracié de 150 mg de colorant per kg de pes de I'animal dissolts en 1 mL de sérum
fisiologic. Durant el sacrifici, es va extreure la totalitat de l'intesti prim i es va mesurar el
recorregut del colorant. El percentatge de recorregut del colorant es va adoptar com a mesura

del temps de transit intestinal, segons la formula segtient:

Recorregut del colorant a l'intesti prim en cm
% Transit intestinal = x100

Mida total de l'intesti prim en cm
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5. Determinacio de la pressié arterial

En acabar el periode de tractament els animals s'immobilitzaven en una trampa de
metacrilat i es van mantenir durant 30 minuts a la foscor per tal d’estabilitzar les mesures
posteriors. Mitjangant un llum d’infrarojos es va fer un monitoratge de la temperatura de I'animal i
es va mesurar la pressio arterial mitja a través de la cua utilitzant un sensor connectat a un
mesurador de pressid Lectromed High Gain Pre-amplifier type 5240 (Lectromed, Letchworth,
UK). Com a valor de pressié arterial es va utilitzar la mitjia de tres mesures de pressio

consecutives.

6. Laparotomia i recollida de mostres

En finalitzar el periode de tractament i després d’haver mesurat la pressi6 arterial es va
procedir a realitzar-los una laparotomia per tal de mesurar la pressio portal i d’extreure les
mostres necessaries per l'estudi. La laparotomia es va realitzar amb I'animal en deju i sota
anestésia general en estrictes condicions d'asépsia. Com a anestésic es va utilitzar una soluci6
de ketamina (Ketolar©; Pfizer), atropina (Braun) i diazepam (Valium®©; Roche), administrada per

via intramuscular.

7. Determinacio de la pressié portal

En fer la laparotomia, es va identificar la vena mesentérica superior i es va cateteritzar
amb un catéter de polietilé (Abbocath®-T 20G; @ 1.1 mm, 64 mL/min, L 32mm; Abbott, Sligo,
Ireland). Aquest catéter es va connectar a un mesurador de pressié Lectromed High Gain Pre-
amplifier type 5240 (Lectromed, Letchworth, UK) i es va procedir a mesurar la pressio portal dels

animals.

8. Grau de derivacio6 portosistemica

Immediatament després de determinar la pressio portal es va procedir a injectar 40.000
microesferes fluorescents (FluoSpheres® polystyrene microspheres, 15 um, red fluorescent,
Invitrogen, Carlsbad, California) en 0,2 mL de soluci6 salina a través del mateix catéter de
polietilé per tal d'avaluar el grau de derivacio portosistémica. En aquest moment es va procedir al

sacrifici dels animals mitjangant una toracotomia total. D'aquesta manera es van poder recollir
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mostres de fetge i de pulmd que van ser pesades i processades per tal de recuperar les
microesferes fluorescents injectades. Es van recollir mostres de fetge com a representacio de la
circulacié portal i mostres de pulmé com a representacié de la circulacio sistémica.

Per processar les mostres vam adaptar el protocol del Fluorescent Microspheres
Research Center 1999. Tant les mostres de fetge com les de pulmé es van introduir en tubs de
polipropilé durant 2 setmanes en que els teixits experimentaven autdlisi. Posteriorment es van
afegir 8 mL d’'una solucié d’hidroxid potassic etanolic al 2,3 molar (hidroxid potassic i etanol,
Sigma-Aldrich) amb polisorbat 80 al 0,5% (Tween® 80, Sigma-Aldrich) i es van agitar les mostres
breument en un agitador tipus vortex abans d’incubar-les a 50°C en un bany agitador durant 24
hores. Es va repetir el procediment d’agitacié i posterior incubacio en agitacié durant 24 hores,
aixi que en total les mostres es van incubar durant 48 hores. Després es van agitar breument
abans de centrifugar-les a una acceleracié de 2000 g durant 20 minuts. Es va descartar gairebé
tot el sobrenedant deixant només aproximadament uns 1,5 mL per mostra juntament amb el
precipitat. Es van afegir 8 mL de tritd X-100 (Sigma-Aldrich) i es van agitar breument les mostres
abans de centrifugar-les a una acceleracié de 2000 g durant 20 minuts. Es van descartar
gairebé tots el sobrenedants deixant només aproximadament 1 mL per mostra juntament amb el
precipitat. Es van afegir 7 mL de tamp6 fosfat sali (PBS) i es van agitar breument les mostres
abans de centrifugar-les a una acceleracié de 2000 g durant 20 minuts. Es van descartar
gairebé tots el sobrenedants deixant com a molt 150 uL per mostra juntament amb el precipitat.
Es van afegir 3 mL de 2-etoxietil acetat i es van agitar les mostres en un agitador tipus vortex fins
a resuspendre el precipitat. Es van mantenir llavors durant 48 hores a la foscor i a temperatura
ambient. Passat aquest temps es van tornar a agitar fins a resuspendre el precipitat i es van
mantenir a la foscor durant 72 hores. Es van agitar les mostres fins a resuspendre el precipitat i
es van centrifugar a una acceleracié de 2000 g durant 20 minuts. Finalment es van recollir els
sobrenedants, es van descartar els precipitats i es va procedir a lectura de la fluorimetria utilitzant
un fluorimetre (Varioskan Flash Multimode Reader,; Thermo Fisher Scientific). El percentatge de

derivacié portosistémica per cada animal es va calcular segons la seguent formula:

Fluorescencia de la mostra de pulmé

% Derivacié portosistémica = x100

Fluorescéncia Total (mostra de pulmé + mostra de fetge)
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9. Parametres analitics de funcié hepatica

Es van recollir mostres de sang de la vena cava inferior al moment del sacrifici. Amb
aquestes mostres es va procedir a la determinacié bioquimica de: aspartataminotransferasa
(AST), alaninaaminotransferasa (ALT), bilirubina, albumina, triglicérids urea i glucosa. Les
determinacions es van obtenir mitjancant un autoanalitzador (Dimension Clinical chemistry

syste;. Dade Behring-Siemens, Madrid, Espanya).

10. Incidéncia de translocacio bacteriana

Es van recollir com a minim 3 noduls mesentérics, particularment aquells que drenaven
limfa de Iili i el cec, es van netejar amb soluci6 salina estéril, pesar i immediatament es van
homogeneitzar i sembrar en medi de cultiu (Brain Heart Infusion Agar) durant 24 hores.
Posteriorment es sembraren dues aliquotes, una en plaques agar sang i l'altra en placa

MacConkey.

11. Contingut bacteria ileal

Durant la laparotomia i despres de recollir totes les mostres abans mencionades, es va
identificar la regi6 ileal i es van obtenir 1 mL de contingut ileal. A aquestes mostres se'ls hi van
afegir el triple de pes en volum d’aigua destil-lada i es van agitar en un agitador tipus vortex fins
la seva homogeneitzacid. A continuacié es van diluir 100 uL d’aquestes mostres en 900 uL
d’aigua bidestil-lada (dilucié 1/40) homogeneitzant novament les mostres. D'aquesta dilucié 1/40
es van diluir 50 pL de mostra diluida en 950 uL d’aigua bidestil-lada (dilucié 1/800) i finalment es
va fer una darrera dilucié de 50 L de la mostra diluida 1/800 en 950 uL d’aigua bidestil-lada, per
arribar a una dilucié final 1/16.000. Es van sembrar 100 uL de les dilucions 1/800 i 1/16.000 en
plaques d’agar sang, per triplicat, obtenint una dilucio final de la mostra de 1/8000 i 1/160.000
respectivament. Les plaques d’'agar sang es van incubar en una estufa (Indelab C1-36L) durant
48 hores a 37°C. Passat aquest temps d'incubacio es va fer el recompte de les unitats
formadores de colonies per mil-lilitre de contingut ileal (UFC/mL). EI recompte es va dur a terme
en les plaques de menor dilucié (1/8000) sempre que va ser possible. En aquells casos en que
no es van poder diferenciar les colonies a la placa es va procedir a fer el recompte en les
plaques de major dilucid (1/160.000). Es va considerar sobrecreixement bacteria el recompte
superior a la mitja + 2 desviacions estandard dels controls (Guarner et al. 1997).
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12. Determinacio dels nivells d’amoni a plasma i cervell

Els nivells d'amoni es van mesurar a plasma i a cortex cerebral. Per obtenir plasma es
van extreure 150 uL de sang en tubs heparinitzats de la vena cava inferior dels animals, els
quals es van centrifugar a una acceleracié de 1000 g durant 10 minuts per obtenir-ne el plasma.
Les mostres de plasma es van emmagatzemar a -80°C fins I'analisi posterior.

De manera semblant, es van prendre mostres dels cervells dels animals que es van
pesar i es van desproteinitzar. Aixi, es van afegir 5 volums d’acid percloric fred al 6% a les
mostres de cortex i es van homogeneitzar amb un homogeneitzador (Bio-Gen Pro200, Pro
Scientific Inc.). Posteriorment les mostres es van centrifugar a una acceleracié de 12.000 g
durant 20 minuts i es van recollir els sobrenedants. Aquests es van neutralitzar amb bicarbonat
de potassi al 25% pes/volum. Un cop processades les mostres es van emmagatzemar a -80°C
fins el seu analisi. Tant les mostres processades de plasma com les de cortex cerebral es van

analitzar mitiangant el kit comercial Ammonia Assay Kit (Sigma-Aldrich; veure Annex).

13. Edema cerebral de baix grau

Es va considerar el contingut hidric cerebral com a mesura de I'edema cerebral de baix
grau. Es van extirpar mostres de I'hemisferi frontal esquerra del cervell. Les mostres es van
pesar i posteriorment es van situar en un forn Pasteur a 90°C durant 48 hores per tal d’evaporar
tot el contingut d’aigua. Transcorregut aquest temps les mostres es van tornar a pesar. La
diferéncia entre el pes inicial i el pes final de les mostres es va considerar com el seu contingut
hidric (Vogels et al. 1997).

(Pes mostra cerebral fresca) — (Pes mostra cerebral seca)
% Contingut hidric cerebral = x100

(Pes mostra cerebral fresca)

14. Histologia del fetge i quantificacio de la fibrosi

Es van recollir mostres de fetge pel seu examen histologic, aixi com mostres pel segiient
estudi in vitro que es van emmagatzemar a -80°C fins la seva posterior utilitzacié. Les mostres
per I'estudi histologic es van submergint en formaldehid al 4% i, posteriorment, es van embeure
en parafina i se’n van obtenir seccions de 5 um de gruix. Els canvis a la histopatologia al fetge es

van determinar mitjancant la tincid de les seccions en hematoxilina-eosina i per tricromic de
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Masson, a una ampliacié de 10x. Les mostres de fetge tenyides per hematoxilina-eosina es van
avaluar utilitzant el sistema de puntuacié de Scheuer (Scheuer 1991)(Taula 4). La part superior
de la taula valora el grau d’activitat inflamatoria i necrotica de I'hepatitis cronica. La part inferior
avalua el grau de fibrosi i de cirrosis.

La tinci6 per tricromic de Masson es basa en la utilitzacié de tres tincions. Primerament
una tincié amb hematoxilina que tenyeix els nuclis. A continuacio, s'utilitza una tinci6 acida que
s'uneix als components acidofils del teixit (citoplasma, muscul, col-lagen), seguida d’un
tractament amb fosfoacids, que fa que els components ja tenyits perd menys permeables
retinguin la tinci6 anterior mentre que el col-lagen el difon i queda sense tenyir pero impregnat de
grups acidics i, per tant, amb capacitat per unir-se a tincions basiques. Aixi, la tercera tincié és
una tincid basica que tenyeix les fibres de col-lagen. D'aquesta manera s'obtenen les
preparacions tenyides de la seglient manera: nuclis negres, citoplasma, queratina i fibres
musculars roses i fibres de col-lagen en blau. Pel que fa a la quantificacié de I'area fibrosa, es va
mesurar en quatre camps per cada mostra utilitzant el software ImageJ (NIH, USA) i es va fer la
mitja dels quatre camps per cada mostra. La fibrosi es va expressar com a un percentatge de

I'area total.
Grau Activitat portal/periportal Activitat lobular
0 Inexistent, minima Inexistent
1 Inflamaci6 portal Ianamgmo pero sense
necrosi
9 Necrosi parcel-lar periférica Necrosi focal amb cossos
lleu acidofils
3 Necrosi parcel-lar periferica Lesi6 focal greu
moderada
4 Necrosi parcel-lar periferica Dany difus incloent necrosi
greu amb ponts
Estat Criteris de Fibrosis
0 Inexistent
1 Tractes fibrosos de I'espai porta
engruixits (fibrosi portal)
9 Septes periportals o porto-portals amb
arquitectura intacta
3 Fibrosis amb distorsié de I'arquitectura

perd sense evidéncia de cirrosi
4 Probable o definitiva cirrosi
Taula 4: Classificacié de Scheuer
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15. Estadistica

L’analisi estadistica es va realitzar mitjancant el programa SPSS 15.0 per Windows
(SPSS Inc.). Els resultats s’expressaren com a mitja + error estandard o proporcions segons es
requeria. Per les comparacions entre grups es va utilitzar el test ANOVA d’una variable o el test
no parametric corresponent, Kruskal-Wallis. Les comparacions post hoc per identificar parelles
de grups diferents fins al nivell de 0,05 es van realitzar mitjangant el test de Duncan o el test U de
Mann-Whitney, respectivament. Les comparacions de les proporcions entre grups es van fer
mitjancant el test x2.

El criteri adoptat de significaci6 estadistica va ser p<0,05, excepte per les correlacions

un a un que va ser de p<0,01.
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Estudi in vitro

1. Animals i estabulacio

Es van utilitzar un total de 17 rates Sprague-Dawley mascles (Harlan Ibérica) amb un
pes inicial de 100-120 g. Els animals van ser estabulats en les mateixes condicions que a I'estudi
in vivo (Veure apartat 1 de I'estudi in vivo).

L'estudi es va realitzar seguint la normativa de la Guia pel Benestar i Us dels Animals de
Laboratori amb l'autoritzacié del Comité Etic d’Experimentacié Animal de I'Hospital Universitari

Germans Trias i Pujol de Badalona.

2. Disseny Experimental

Per una banda, es van utilitzar 17 rates Sprague-Dawley mascles (Harlan Ibérica) dels
quals a 12 se'ls hi va induir cirrosi mitiangant CCls i 5 es van utilitzar com a controls sans. Dels
animals als que es va induir cirrosi (Veure apartat 3 de I'estudi in vivo), degut a l'elevada
mortalitat del model, només en van sobreviure 5. Aixi doncs, a I'estudi es van avaluar els grups
experimentals seglents (Figura 18):

Grup Sa: Animals sans als quals no se’ls va induir cirrosi perd als que igualment se’ls va
administrar fenobarbital a I'aigua de beguda. (n=5)

Grup Cirrosi: Animals als quals es va induir cirrosi fins al desenvolupament d’ascites. (n=5)

Grup Sa Iﬁt[b g Eﬂlﬂ g Aprox. 350 g
Fenobarbital
Grup Cirrosi |

CCly Setmanal fins a diagnostic d'ascites

i ! |

10-14 dies 8-15 setmanes

Figura 18: Disseny experimental de I'estudi in vitro.

Amb aquests grups, un cop diagnosticada 'ascites per paracentesi exploradora, o en

arribar els animals del grup Sa a un pes equivalent de 350g, es va procedir a fer una laparotomia
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per tal d’extreure’n els fetges. Aquests fetges es van utilitzar per aillar-ne els hepatocits i establir
un cultiu primari d’hepatdcits, tant de fetges d’animals sans com cirrotics.

D’altra banda, en aquest estudi també es van utilitzar mostres de I'estudi anterior in vivo,
concretament mostres de teixit hepatic, que es van extreure durant el curs de la laparotomia i es
van congelar a -80°C fins la seva utilitzacié. Aixi doncs, vam disposar de mostres de teixit hepatic
dels mateixos grups que a 'estudi in vivo (Veure apartat 2 de I'estudi in vivo):

Grup Cirrosi+Vehicle (n=9)

Grup Cirrosi+Rimonabant (n=10)
Grup Sa+Vehicle (n=10)
Grup Sat+Rimonabant (n=10)

3. Ailllament i establiment dels cultiu primaris d’hepatocits

Es van aillar els hepatocits dels fetges dels dos grups d’animals inclosos de nou per
I'estudi in vitro, es a dir, vam aillar hepatocits dels fetges d’animals del grup Cirrosi i del grup Sa.
Per establir cada cultiu primari es va utilitzar el fetge sencer de I'animal i per cada grup es van
establir 5 cultius primaris.

Els hepatdcits es van aillar del total del fetge mitjangant perfusié amb col-lagenasa. Es
van anestesiar els animals i sota campana de flux se’ls hi va practicar una laparotomia. Per dur a
terme la perfusié es va utilitzar medi Hanks amb heparina i sense calci (veure Annex) amb el que
es va perfondre el fetge a través de la vena porta. Per la perfusio es va preparar una lligadura a
la vena cava (per sobre de I'algada dels ronyons) i es va utilitzar una canula per injectar el medi a
través de la vena porta amb I'ajut d'una bomba peristaltica (Gilson Minipuls3). Un cop iniciada la
perfusié es va tallar la vena cava inferior per sota dels ronyons i es va procedir a sacrificar
I'animal. D’aquesta manera es va perfondre el fetge amb 200mL medi Hanks amb heparina i
sense calci a 37°C a 20mL/min. EI medi entrava a través de la vena porta i sortia per la vena
cava. Seguidament es va perfondre el fetge amb 200mL de medi Hanks amb clorur de calci i
'enzim col-lagenasa (0,15¢/L pels fetges sans i 0,2g/L pels cirrotics; Col-lagenasa tipus II,
Invitrogen) inicialment a un ritme de 10mL/min. Passats 5 minuts es va procedir a lligar la vena
cava per sobre dels ronyons amb la lligadura que estava preparada. Un cop lligada la vena cava
es va continuar perfonent el medi Hanks amb clorur de calci i col-lagenasa a 5mL/min. En
acabar la perfusié es va extreure el fetge de I'animal i es va continuar la resta del procés sota

campana de flux laminar al laboratori de cultius.

95



Estudi in vitro

Es va procedir a la disgregacié mecanica del fetge a una placa de petri i es va fer una
segona incubacio en 100mL de medi Hanks amb clorur de calci i col-lagenasa (0,1g/L per tots els
fetges) durant 10 minuts a 37°C en agitacié. Seguidament es va fer passar la suspensi6 resultant
per un filtre de nilé de 100 um esteril (Cell strainer, BD) i es va resuspendre amb medi de Krebs i
posteriorment es va centrifugar a 50 g durant 3 minuts. Es va descartar el sobrenedant i vam
conservar el precipitat, el qual van tornar a rentar amb medi de Krebs i centrifugar a 50 g durant
90 segons, dues vegades més. Finalment vam descartar el sobrenedant i vam conservar el
precipitat que contenia els hepatocits.

Es va valorar la viabilitat cel-lular mitjangant tincié amb blau de tripa i es van sembrar al
menys 1.000.000 cel-lules/pou en plaques de cultiu de 6 pous recobertes amb matrigel (BD) amb
medi de cultiu Williams E suplementat (veure Annex). A las 2 hores de la sembra, es van retirar
les cél-lules no adherides i es va reemplacar el medi de cultiu per medi Williams E sense sérum i
amb ricina A (Sigma-Aldrich) a una concentracié 10ng/mL. La ricina A és un inhibidor de la
sintesi de proteines que és absorbit selectivament per les cél-lules no parenquimals al fetge, aixi
que només exerceix la seva toxicitat sobre aquestes cél-lules perd no sobre els hepatocits
(Johnston, Jasuja 1994). Es va utilitzar la ricina A per assegurar la puresa dels cultius
d’hepatocits. Passada una hora de tractament amb ricina A es va canviar el medi per medi

Williams E amb sérum bovi fetal.

4. Assaig a cultius primaris d’hepatocits amb I'antagonista

de CB1 rimonabant

Un cop establerts els cultius primaris d’hepatocits es va procedir a I'assaig in vitro amb
rimonabant. Per realitzar I'estudi es van fer servir 5 cultius primaris d’hepatdcits provinents de
fetges d’animals sans i 5 cultius primaris d’hepatocits provinents d’animals cirrotics.

Per cada cultiu primari es van sembrar una placa de 6 pous de 1.000.000 de cél-lules
que es van cultivar amb medi Williams E suplementat (veure Annex). D’aquests 6 pous, es van
establir 3 temps de cultiu (24 hores, 72 hores i 7 dies) i 2 grups de tractament (rimonabant i

vehicle). La concentracié de rimobant utilitzada en el tractament va ser de 0,1 uM (Figura 19).
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Figura 19: Disseny de I'assaig in vitro en cultius primaris d’hepatocits.
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Passades 24h es van extreure els sobrenedants aixi com les proteines dels hepatocits
dels pous corresponents. | aixi a les 72h i als 7 dies. Les mostres de sobrenedants es van
emmagatzemar a -80°C fins la seva utilitzacio. L'extracci6 de les proteines dels hepatocits es va
fer segons es detalla a I'apartat seglient i es van emmagatzemar també a -80°C fins el seu

processament posterior.

5. Extraccid de proteines totals

Es van extreure les proteines totals tant de mostres de teixit hepatic com dels cultius
primaris d’hepatocits per realitzar les determinacions de CB1 i TGF-B corresponents. Vam
utilitzar solucio de lisi RIPA (formulacié a I'annex) al que es va afegir un coctel inhibidor de
proteases (Complete Mini, Roche).

En el cas de les mostres de teixit hepatic es va homogeneitzar 5mg de teixit en 300pL
de solucié de lisi (Bio-Gen Pro200, Pro Scientific Inc.). Un cop homogeneitzades en soluci6 de
lisi es van mantenir en agitacié constant 2 hores a 4°C.

Pel que fa a les mostres de cultius primaris d’hepatocits primerament es va descartar el
medi de cultiu i es va procedir a fer un raspat de la superficie de cultiu per desenganxar les
cel lules. Es van resuspendre les cél-lules en 300uL de soluci6 de lisi RIPA. Un cop vam tenir les

cél-lules en suspensio en la solucié de lisi es van mantenir en agitacié constant 30 minuts a 4°C.
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Posteriorment, tant les mostres de teixit com de cultius primaris es van centrifugar durant
20 minuts a 12000 rpm a 4°C i se’n van recollir els sobrenedants contenint les proteines.
Finalment, un cop recollida la mostra es va fer un assaig de BCA (Pierce; veure Annex)

per determinar la concentraci6 de proteina total i es va procedir a congelar-la a -80°C.

6. Determinacié de CB1 i TGF- per Western Blot

Per tal de determinar i quantificar la preséncia de CB1 als hepatocits i de CB1i TGF-f a
teixit hepatic, vam procedir a analitzar les mostres de proteina total per Western Blot.

Primerament vam descongelar les mostres, emmagatzemades a -80°C. Per dur a terme
I'assaig, vam utilitzar la mateixa quantitat de cada mostra (20 ug de proteina) desnaturalitzades
amb agent reductor (Reducing Agent, Invitrogen) durant 10 minuts a 70 °C. Es van carregar dos
carrils per cada mostra. Les proteines es van fraccionar mitjancant electroforesis en gel de
poliacrilamida amb dodecilsulfat sodic (SDS-PAGE) utilitzant gels NuPAGE Novex Bis-Tris en
gradient de 4 a 12% (Invitrogen).

Posteriorment es van transferir a membrana de nitrocel-lulosa Protran 0.45 pM
(Whatman) per transferéncia semi-seca (Biometra Fast Blot B32) a 15 volts durant 30 minuts. Es
va comprovar la transferéncia per tincié amb solucié Ponceau (Sigma-Aldrich). Les membranes
es van rentar amb PBS i després bloquejar amb PBS amb 5% de llet desnatada durant 1 hora.
Seguidament es van rentar amb PBS per incubar-les durant la nit a 4°C amb els anticossos
primaris diluits en PBS amb 0.5 % de polisorbat (PBS-T). Els anticossos primaris utilitzats van
ser anticds anti-receptor CB1 (rabbit anti-CB1R; dilucié 1:150; Affinity BioReagents), anticds anti-
receptor TGF-B (mouse anti-TGF-B; dilucié 1:1000; Chemicon Millipore) i anticds anti-p-actina
(mouse anti-B-actin; dilucié 1:4.000; Sigma-Aldrich) com a control de carrega.

Les membranes es van netejar repetidament amb PBS-T i es va procedir a la incubacid
amb els anticossos secundaris marcats amb fluorescéncia durant 1 hora a temperatura ambient i
en foscor, diluits en PBS-T amb 0.5 % de llet desnatada. Els anticossos secundaris utilitzats van
ser anticds anti-rabbit (IRDye 680 Goat Anti-Rabbit 19G; dilucié 1:25.000; Li-Cor Biosciences) i
anticds anti-mouse (IRDye 800CW Donkey Anti-Mouse 1gG; dilucié 1:25.000; Li-Cor
Biosciences).

Seguidament es van rentar les membranes repetidament amb PBS-T en foscor i
finalment es van rentar amb PBS. L’expressio relativa de CB1 es va quantificar per escanejat de

fluorescencia a l'infraroig mitjangant Odyssey Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences). Els
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valors es van expressar en intensitat integrada (o volum de pixels) que correspon a la suma dels
valors d’intensitat de tots els pixels d’una banda (als que s’ha restat els pixels corresponents al

fons), multiplicada per I'area de la banda.

7. Determinaci6 de TGF-f a plasma i sobrenedant

d’hepatocits
Per la determinacié dels nivells de TGF- a plasma i a sobrenedant es va utilitzar un kit

ELISA, seguint les instruccions del fabricant (Diaclone; veure Annex). Els resultats obtinguts es

van expressar en pg/mL i pg/mL respectivament.

8. Determinacio de TNF-a

Per la determinaci6 dels nivells de TNF-a a teixit hepatic i a sobrenedant es va utilitzar
un kit ELISA, seguint les instruccions del fabricant (Invitrogen; veure Annex). Les mostres de
teixit hepatic es van preparar préviament homogeneitzant 50mg de teixit en 1mL d’aigua utilitzant
un homogenitzador (Bio-Gen Pro200, Pro Scientific Inc.). Els resultats obtinguts es van
expressar en ng/g i pg/mL, respectivament.
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Estudi in vivo

A I'estudi in vivo la majoria dels parametres avaluats estaven significativament alterats al
model de cirrosi experimental per CCls. Aixi doncs, el grup d'estudi Cirrosi va ser
significativament diferent dels grups sans a la majoria de parametres, tal i com s'indica a la

seguent exposicié de resultats.

1. Efecte de rimonabant sobre la histologia del fetge

Tots els animals diagnosticats amb ascites presentaven cirrosi amb noduls de
regeneracié. Aixi tant el grup Cirrosi com el grup Cirrosi+Rimonabant van obtenir valoracions del
3 al 4 segons la classificacio6 de Scheuer, sense observar diferéncies entre ells. Els
corresponents grups controls van obtenir valoracions de 0 a la mateixa classificacio i, per tant, no
presentaven alteracions histologiques.

Pel que fa a la quantificacio de I'area fibrosa a fetge, el tractament amb rimonabant si
que va ser capag de disminuir el grau de fibrosi de manera significativa. En efecte, mentre que
I'area de fibrosi va ser del 24,14%+9,23 en el grup Cirrosi, aquesta va disminuir significativament

fins al 11,29%24,63 en el grup Cirrosi+Rimonabant (Figures 20 i 21).

% are

i Cir+R Sa Sa#R

Figura 20: Efecte de rimonabant sobre la fibrosi hepatica. Quantificacié de I'area fibrosa
mitjancant tincié per Tricromic de Mason expressada en percentatge. * P<0,05 vs. tots els grups;
# P<0,05 vs. els grups Sa i Sa+R.

63



Estudi in vivo

Figura 21: Talls histoldgics representatius de cada grup. Tinci6 per Tricromic de Mason amb les
fibres de col-lagen tenyides de color blau. A: Cirrosi; B: Cirrosi+Rimonabant; C: Sa;
D:Sa+Rimonabant. El diposit de col-lagen va ser menor en el grup tractat amb rimonabant (B)

mentre que en els grups sans no s'observa acumulacié de col-lagen.

2. Efecte de rimonabant sobre I’hemodinamica portal i
sistemica

L’administracio de rimonabant a llarg termini va ser capag d’augmentar fins a normalitzar
els valors de pressio arterial mitja. Efectivament, els valors de pressio expressats en mil-limetres
de mercuri (mmHg), observats al grup Cirrosi+Rimonabant (136,2+5,36) van ser similars als

observats als grups Sa (137,542,84) i Sa+Rimonabant (145,7+2,68) i significativament superiors
dels valors observats al grup Cirrosi (116+2,08)(Figura 22).
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Figura 22: Efecte de rimonabant sobre la pressié arterial mitja. EI grup Cirrosi va ser diferent dels
grups Sa i Sa+R, pero també del grup Cirrosi+Rimonabant. No hi va haver diferéncies entre els

grups Cirrosi+Rimonabant, Sa i Sa+Rimonabant. * P<0,05 vs. tots els grups.

El tractament amb rimonabant va disminuir de manera significativa I'aparicié de
derivacions portosistemiques. Tot i que el grau de derivacions portosistémiques, expressat en
percentatge, del grup Cirrosi+Rimonabant (13,59) va ser significativament major que els grups
Sa i Sa+Rimonabant (0.1 i 0,026, respectivament), a la vegada fou significativament menor que
el grup de Cirrosi (38,72) (Figura 23).
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Figura 23: Efecte de rimonabant sobre les derivacions portosistémiques. * P<0,05 vs. tots els

grups; # P<0,05 vs. els grups Sa i Sa+R.
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Per contra, pel que fa a 'nhemodinamica portal I'administracié de rimonabant no va
millorar els nivells de pressié portal. EI grup Cirrosi+Rimonabant va presentar uns valors de
pressio portal (14,81£0,98 mmHg), expressats en mil-limetres de mercuri, significativament
diferents dels valors observats als grups Sa i Sa+Rimonabant (6£0,88 i 8,68+0,39 mmHg,
respectivament). A més, aquests valors no van ser estadisticament diferents dels valors del grup
Cirrosi (13,50+1,4 mmHg)(Figura 24).

20+

Gir GirR 3a Sa+R

Figura 24: Efecte de rimonabant sobre la pressi6 portal. EI grup Cirrosi+Rimonabant no va ser
diferent del grup Cirrosi. Aquests dos grups si que van ser diferents pero dels grups Sa i

Sa+Rimonabant. # P<0,05 vs. els grups Sa i Sa+R.

3. Efecte de rimonabant sobre la funcié hepatica

Es van valorar diferents parametres bioquimics de funcié hepatica a plasma que es
mostren a continuacié (Taula 5). Tots ells estaven significativament alterats al grup Cirrosi en
comparacié amb els grups Sa i Sa+Rimonabant. El tractament amb rimonabant s’acompanya
d’'una disminucié significativa dels nivells d’AST i bilirubina, essent aquests significativament
menors que els del grup Cirrosi. El tractament amb rimonabant també s’acompanya d’una
tendencia marcada a la disminucié d’ALT, tot i que en aquest cas no hi ha diferéncies
estadisticament significatives. També es va observar una lleugera tendéncia a la normalitzacio
dels nivells de ftriglicérids, no observant-se diferéncies estadistiques entre el grup
Cirrosi+Rimonabant i els grups Sa i Sa+Rimonabant. Els nivells d’'urea van augmentar i no van
presentar diferéncia estadistica amb els del grup Sa, tot i que si que van ser diferents del grup
Sa+Rimonabant. Finalment no es van observar millores significatives ni en els nivells d’albimina

ni de glucosa. Aixi en conjunt, vam observar una funci6 hepatica més conservada.
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Cirrosi Cirrosi+Rimonabant Sa Sa+Rimonabant

AST (UIlL) 548.0£142.52 226.1+£33.32ab 89.7+5.82 84.4+4.49
ALT (UIL) 284.0£110.92 89.27+7.642 56.6+6.53 44.87+2.14
Bilirubina (umol/L) 7.12+2.27a 2.39£0.9020 0.15£0.05 0.1£0.01

Triglicerids(mmol/L)  0.78+0.0862 0.60+0.064 0.43+0.075 0.29+0.062
Urea (mmol/L) 4.87+0.562 6.07+0.40¢ 6.41£0.18¢ 7.40£0.23
Albumina (g/L) 6.43+0.852 7.83+0.402 10.840.25 9.86+0.46
Glucosa (mmol/L) 8.96+0.772 9.66+0.554 12.34+0.42 11.76£0.32

Taula 5: Efecte de rimonabant sobre parametres bioquimics de funcié hepatica. 2 P<0,05 vs. Sa i

Sa+Rimonabant; b P<0,05 vs. Cirrosi; ¢ P<0,05 vs. Sa+Rimonabant; ¢ P<0,05 vs. Sa

A més el tractament amb rimonabant també afavoriria la conservacié de I'estat general
de l'animal. Com a parametre per avaluar aquest estat general de I'animal, vam valorar la
diferéncia de pes corporal a l'inici del periode de tractament i al final i vam expressar aquesta
diferéncia com a percentatge de diferéncia de pes (Figura 25). Tot i que rimonabant té un efecte
de reduccio de la ingesta provocant un menor increment de pes en els animals sans tractats
(0.58%=2.66), el tractament amb rimonabant es va acompanyar d’un augment significatiu del pes
(6.76%%6.95) en els animals cirrotics, en comparacié amb la pérdua gairebé un 5% (-4.48+0.09)
del pes en els animals cirrotics no tractats. Aquest increment de pes als animals tractats amb

rimonabant fou estadisticament similar al dels animals del grup Sa (3.72+2.80).
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Figura 25: Efecte de rimonabant sobre la diferéncia de pes corporal entre l'inici i el final del
periode de tractament expressada en percentatge. + P<0,05 vs. Cirrosi i Sa+Rimonabant.
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4. Efecte de rimonabant sobre la translocacio bacteriana i

els seus parametres associats

El tractament amb rimonabant es va associar a una incidencia de translocacié bacteriana
semblant als animals controls (Figura 26). Aixi la incidéncia de translocacié al grup
Cirrosi+Rimonabant (20%) no va ser estadisticament diferent de les incidéncies dels grups Sa i

Sa+Rimonabant (0% en ambdoés casos), mentre que el grup Cirrosi (40%) si que en va ser

significativament diferent.
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Figura 26: Efecte de rimonabant sobre la incidéncia de translocacié bacteriana expressada en
percentatge. # P<0,05 vs. Sa i Sa+Rimonabant

Aquesta millora en la incidéncia de translocacio bacteriana pero es va correlacionar amb
I'efecte de rimonabant sobre el contingut bacteria jejunal. La incidencia de sobrecreixement al
grup Cirrosi+Rimonabant (1/10) no van ser estadisticament diferents dels valors observats als
grups Sa i SatRimonabant (0/10 i 1/10, respectivament). En canvi, si que va ser

significativament diferents dels valors observats al grup Cirrosi (5/9) (Figura 27).
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Figura 27: Contingut bacteria jejunal expressat en milions d’unitats formadores de colonies per
mil-lilitre (UCF/mL). El grup Cirrosi va ser diferent dels grups Sa i Sa+R, pero també del grup

Cirrosi+Rimonabant. Aquest no va ser diferent de Sa i Sa+Rimonabant.* P<0,05 vs. tots.

En canvi, no vam trobar diferéncies a la mesura del transit intestinal, associades al
tractament amb rimonabant. De fet no vam trobar diferéncies entre cap dels grups (Cir
65,8%4,56; Cir+R 68,9%+1,55; Sa 73,95%+2,62 i Sa+R 71,29%+2,97; P=n.s.)(Figura 28).
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Figura 28: Transit intestinal expressat en percentatge.
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5. Efecte de rimonabant sobre parametres associats a

I’encefalopatia hepatica

Com a parametres associats a I'encefalopatia hepatica es van avaluar els nivells d’'amoni
tant plasmatic com cerebral, aixi com la preséncia d’'edema cerebral de baix grau.

L’administracio de rimonabant va ser capag de disminuir significativament els nivells
d’amoni plasmatic (Figura 29). En efecte mentre que els nivells d’'amoni plasmatic del grup en el
grup Cirrosi van ser de 214.9£18.3 pmol/L, aquests van disminuir significativament fins a
153.45+15.6 umol/L en el grup de Cirrosi+Rimonabant. No obstant, ambdos valors seguien sent
significativament superiors als observats en els animals dels grups Sa i Sa+Rimonabant
(74.3£10.9i 75.74£8.4 umol/L, respectivament).
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Figura 29: Efecte de rimonabant sobre els nivells d’amoni plasmatic. * P<0,05 vs. tots els grups;
#p<0,05 vs. Sai SatR

A més, el tractament amb rimonabant també va normalitzar els valors d’amoni cerebral
(Figura 30). Els nivells d’amoni cerebral del grup Cirrosi+Rimonabant (4.44+0.52 mmol/Kg) no
van ser estadisticament diferents dels nivells dels grups Sa i Sa+Rimonabant (3.65+0.34 i
3.75+0.37 mmol/Kg, respectivament). Els nivells del grup Cirrosi (4.86+0.34 mmol/Kg), en canvi,

si que van ser significativament superiors als dels grups Sa i Sa+Rimonabant.
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Cir Cur+R Sa Sa+R

Figura 30: Efecte de rimonabant sobre els nivells d’amoni cerebral. # P<0,05 vs. Sa i

Sa+Rimonabant.

Com a valor indicador de I'edema cerebral de baix grau vam mesurar el contingut d’aigua
cerebral el qual també es normalitza en els animals tractats amb rimonabant (Figura 31). De
manera similar, el contingut d'aigua cerebral, expressat en percentatge, del grup
Cirrosi+Rimonabant (78.98+0.06) no va ser estadisticament diferent dels valors dels grups Sa i
Sa+Rimonabant (78.76+£0.09 i 78.67+0.10, respectivament), mentre que el grup Cirrosi

(79.25+0.66) si que va ser significativament superiors als valors dels grups Sa i Sa+Rimonabant.
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Figura 31: Efecte de rimonabant sobre 'edema cerebral de baix grau, expressat en el

percentatge de contingut d’aigua cerebral. # P<0,05 vs. Sa i Sa+Rimonabant
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Estudi in vitro

1. Efecte de rimonabant sobre I'expressié de CB1

Es va avaluar I'expressio de CB1 tant a mostres de teixit hepatic com a mostres de
cultius primaris d’hepatocits.

L’administracio de rimonabant no va afectar I'expressio del receptor de cannabinoides
CB1 al teixit de fetges cirrdtics (Figura 32). No es van observar diferéncies entre I'expressio de

CB1 als fetges dels grup Cirrosi i als del grup Cirrosi+Rimonabant.
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Figura 32: Expressio del receptor de cannabinoides CB1 a teixit hepatic. Imatge representativa

de Western Blot i representacio grafica de I'expressié de CB1 en relacio a I'expressi6 d’actina.

Igualment, 'administracio de rimonabant a cultius primaris d’hepatocits provinents tant de
fetges cirrdtics com de fetges sans no va afectar I'expressio del receptor de cannabinoides CB1.
No es van trobar diferéncies entre cap dels grups analitzats, independentment del temps, de

I'administracio de rimonabant o vehicle i de I'origen dels cultius primaris (Figura 33).
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Figura 33: Expressi6 de receptor de cannabinoides CB1 a cultius primaris d’hepatocits. Imatges

representatives de Western Blot i representacions grafiques de I'expressié de CB1 en relacio a
I'expressio d'actina. Es mostren els resultats a les 24h, 72h i 7 dies de cultiu segons
I'administracio de vehicle (V en blanc) o rimonabant (R en negre). A: Expressio de CB1 a cultius
primaris d’hepatocits provinents de fetges cirrotics; B: Expressio de CB1 a cultius primaris

d’hepatocits provinents de fetges sans.

2. Efecte de rimonabant sobre I'expressioé de TGF-f3

Es va valorar I'expressié de TGF-B a mostres de teixit hepatic, aixi com els seus nivells a
plasma. A més es van valorar els nivells de TGF-f a sobrenedants de cultius primaris
d’hepatocits.

Pel que fa a l'expressi6 de TGF-B a mostres de teixit hepatic, I'administraci6 de
rimonabant va normalitzar-ne els nivells d’expressié (Figura 34). Els valors d’expressié de TGF-8
del grup Cirrosi+Rimonabant no van ser estadisticament diferents dels valors dels grups Sa i
Sa+Rimonabant. En canvi els valors del grup Cirrosi si que va ser significativament superiors als

valors dels grups Sa i Sa+Rimonabant.
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Figura 34: Efecte de rimonabant sobre els nivells d’expressio de TGF-f a teixit hepatic. Imatge
representativa de Western Blot i representacio grafica de I'expressié de TGF- en relacié a

I'expressié d’actina. # P<0,05 vs. Sa i Sa+Rimonabant.

De la mateixa manera, en analitzar els nivells plasmatics de TGF-§ es va poder observar
que I'administracié de rimonabant els normalitzava (Figura 35). Aixi els valors de TGF-f a
plasma del grup Cirrosi+Rimonabant (0.07124£0.0956 pg/mL) no van ser estadisticament
diferents dels valors dels grups Sa i Sa+Rimonabant (0.0007+0.0017 i 0.0013+0.0016 pg/mL,
respectivament), mentre que els valors del grup Cirrosi (0.1309+0.1537 ug/mL) si que va ser

significativament superior dels valors dels grups Sa i Sa+Rimonabant.
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Figura 35: Efecte de rimonabant sobre els nivells plasmatics de TGF-B. # P<0,05 vs. Sa i

Sa+Rimonabant.
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En canvi en analitzar els nivells de TGF-f a sobrenedants de cultius primaris d’hepatdcits
no es van observar diferéncies entre els valors detectats a cap dels grups avaluats (Figura 36),

independentment del temps, de I'administracié de rimonabant o vehicle i de l'origen dels cultius

primaris.
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Figura 36: Nivells de TGF-f a sobrenedants de cultius primaris d’hepatocits. Es mostren els

resultats a les 24h, 72h i 7 dies de cultiu segons I'administracio de vehicle (V en blanc) o

rimonabant (R en negre). A: Nivells de TGF- a sobrenedants de cultius d’hepatocits provinents

de fetges cirrdtics; B: Nivells de TGF-f a sobrenedants de cultius d’hepatocits de fetges sans.

3. Efecte de rimonabant sobre I'expressié de TNF-alpha

Es va valorar I'expressio de TNF-a tant a mostres de teixit hepatic com a sobrenedants

de cultius primaris d’hepatocits.

Pel que fa als nivells de TNF-a a mostres de teixit hepatic el tractament amb rimonabant

va normalitzar-los. Efectivament el tractament amb rimonabant s'acompanya d’un augment

significatiu dels nivells de TNF-a a teixit (24.63+£2.92 ng/g) en comparacié amb el grup Cirrosi

(20.78+3.89 nglg) fins a assolir nivells similars als grups Sa i Sa+Rimonabant (25.63+4.44 i

27.74+1.68 ng/g respectivament)(Figura 37).
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G Cir+R Sa Sa+H

Figura 37: Efecte de rimonabant sobre els nivells de TNF-a a teixit hepatic. * P<0,05 vs. tots els

grups.

En canvi en analitzar els nivells de TNF-a a sobrenedants de cultius primaris d’hepatdcits
no es van observar diferéncies entre els valors detectats a cap dels grups avaluats (Figura 38).

En aquest cas només es van avaluar els nivells de TNF-a als sobrenedants de cultius de 24h ja
que és una citocina d’expressio rapida.
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Figura 38: Nivells de TNF-a a sobrenedants de cultius primaris d’hepatdcits de 24h. Es mostren
els resultats de cultius primaris d’hepatocits provinents de fetges cirrotics i de fetges sans,

segons 'administracio de vehicle (V en blanc) o rimonabant (R en negre).
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Discussio

En el present treball s’ha estudiat I'efecte de I'administracio a llarg termini de rimonabant,
un antagonista del receptor de cannabinoides CB1, sobre la progressio de la fibrosi hepatica, aixi
com dels seus efectes en diverses complicacions associades a la malaltia. L'estudi s’ha centrat
en l'efecte d’aquest antagonista sobre: 1) les alteracions hemodinamiques (hipotensio periférica,
hipertensio portal i grau de derivacions portosistémiques) i funcié hepatica; 2) la translocacio
bacteriana com a primer pas en el desenvolupament d'infeccions espontanies i 3) els factors
desencadenants I'encefalopatia hepatica com sén la hiperamoniémia i 'edema cerebral de baix
grau.

Tot i que s’han demostrat diversos efectes beneficiosos dels antagonistes de CB1, els
estudis fins a la data estaven centrats majoritariament o bé en els seus efectes sobre la fibrosi
hepatica en diversos models experimentals i en estudis in vitro, 0 bé en els efectes aguts del
tractament o de I'administracié preventiva del farmac sobre altres aspectes de la malaltia
hepatica i les seves complicacions.

Cal destacar, en primer lloc, que la dosi de 3 mg/Kg/dia administrada equival, a nivell
farmacodinamic a la dosi que es va aprovar inicialment per al tractament de I'obesitat en humans
quan es va comercialitzar rimonabant per Sanofi-Aventis (Acomplia®). Aquesta dosi també és
ampliament utilitzada en diversos estudis experimentals. El tractament durant 10 dies, amb
aquesta dosi, no va provocar cap alteracié dels parametres de funcié i necroinflamacio hepatica
ni va tenir cap efecte toxic sobre els animals controls. En tots els casos i parametres estudiats no
s’evidencia diferéncia entre el grup de rates control tractades amb rimonabant i les rates control
tractades amb vehicle, llevat de I'evolucié ponderal en els 10 dies de tractament. En aquest
sentit, mentre que els animals control tractats amb vehicle mostraven una corba d’increment de
pes dins de la normalitat amb un augment de gairebé el 4%, els animals control tractats amb
rimonabant practicament no van augmentar el seu pes durant el tractament (+0,58%). Aquest
resultats juntament amb el dels animals cirrotics es discuteixen més endavant.

Tot i quedar clar que els animals presentaven una cirrosi micronodular amb noduls de
regeneracié independentment de si havien rebut o0 no tractament (la puntuacié a la classificacio
de Scheuer era en tots els casos de 3 o de 4) el bloqueig del receptor de cannabinoides CB1
mitjangant I'antagonista rimonabant va produir una clara i estadisticament significativa reduccio
dels dipdsits de col-lagen. Aquesta reduccié va ser superior al 50% passant d’una area total de
col-lagen de 24.14+9.23 en el grup de rates cirrotiques sense tractar a 11.29+4.63 en les rates
tractades amb rimonabant. A les microfotografies de la histologia s'observa que la reduccié en
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I'area de fibrosi és patent, els septes fibrosos dels animals tractats sé6n mes fins. Sembla doncs
que el tractament sobre aquests fetges cirrdtics que presentaven uns septes de col-lagen
engruixits, ha estat capag, no solament de disminuir la sintesi de col-lagen, sin6 que a més hi ha
hagut una activaci6 de mecanismes de reabsorcié de part d'aquesta matriu extracel-lular de
col-lagen. Aquests resultats son similars als obtinguts en altres models experimentals de
fibrosi/cirrosi en ratolins (Teixeira-Clerc et al. 2006). La disminucié de la fibrosi estaria en relacié
amb la disminucié dels nivells de TFG-B que es van observar tant a nivell plasmatic com de
teixit, aixi com amb la conservacié dels nivells de TNF-a a teixit. Tot i que en principi, la
disminucio en els nivells de TNF-a dels animals cirrotics no tractats semblaria contradictoria, es
deuria a la perdua de massa hepatica durant la progressio cap a la cirrosi (Kiki et al. 2006). Aixi
doncs, semblaria que uns nivells més elevats de TNF-a es relacionarien amb una fase més
inflamatoria que no fibrotica en els animals tractats amb rimonabant.

Una de les consequéncies immediates de la distorsio de larquitectura hepatica és
l'augment de la pressi6 intrahepatica causada per I'increment en la resisténcia vascular hepatica
que acaba desenvolupant hipertensié portal. De la mateixa manera, s'observen importants
alteracions en la hemodinamica sistémica i la reactivitat vascular, desenvolupant una hipotensiéd
arterial i una circulacié hiperdinamica. Aquestes alteracions hemodinamiques es van observar en
els animals cirrotics no tractats, perd no en els animals tractats amb rimonabant, en els que la
pressio arterial mitja fou similar a la dels animals controls i significativament menor respecte al
animals cirrotics no tractats. Rimonabant no va tenir cap efecte sobre la pressié arterial mitja dels
animal control. Sembla, doncs, que aquest efecte seria consequéncia, en gran part, almenys, a la
millora en la fibrosi hepatica. De tota manera aquesta millora observada en la circulacié sistémica
també es podria atribuir a I'efecte directe que tindria rimonabant sobre el receptor CB1 de les
cellules endotelials, tot i que aquesta possibilitat no ha estat avaluada en el nostre estudi.

De manera semblant, el grau de derivacié portosistemica també va disminuir
significativament amb el tractament amb rimonabant passant del 38.72+10.1% en els animals
cirrotics a 13.59+4.25%. En aquest sentit, aquest és el primer estudi en que es valora aquest
aspecte. Aquesta disminucio en la formacié de col-laterals seria deguda també, a la millora en la
fibrosi hepatica que comportaria, a la vegada, una menor distorsié de I'arquitectura vascular
hepatica que, al seu torn, es traduiria en una disminuci6 de la pressié intrahepatica.

De tota manera, no es va poder evidenciar una disminuci6 significativa de la pressio

portal en aquests animals a diferéncia d’altres estudis d’administracié aguda (Batkai et al. 2001)
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amb models de pre-tractament i/o mitjangant I'administracié d’altres antagonistes de CB1 (Yang
et al. 2007) en els que aconsegueix una disminucié significativa de la pressié portal. Aquesta
divergéncia amb els nostres resultats la podem atribuir a diversos motius, ja que la
descompensacio ascitica prévia al tractament, aixi com la dosi i el temps d’administracio del
farmac podrien jugar-hi un paper important. En aquest sentit, I'Uinic estudi en rates cirrdtiques en
que es valora I'efecte de I'administracié a llarg termini (14 dies) de rimonabant, en rates pre-
ascitiques, només aconsegueix disminuir la resisténcia vascular periférica quan s’administren
dosis tres vegades superiors de rimonabant (10 mg/Kg/dia) (Domenicali et al. 2009). Cal dir, a
més, que altres estudis en rates cirrotiques on l'estrategia ha estat activar CB2 han obtingut
resultats similars als nostres tant pel que fa a millora de fibrosi com de pressié arterial mitja i
sense aconseguir, tampoc, reduir la pressié portal (Munoz-Luque et al. 2008).

Una altra consequiéncia molt important lligada a aquesta disminucié en el grau de fibrosi
hepatica i a la millora hemodinamica és que els animals tractats van presentar una funcio
hepatica més conservada. Sembla, efectivament, que el dany hepatic va ser menor en els
animals tractats ja que tant les transaminases com la bilirubina estaven significativament menys
alterades que en els animals no tractats. De fet, el deteriorament en la funcié hepatica, provocat
pel mateix procés d'inflamacio persistent, acaba activant tota una série de productes pro-
inflamatoris que generen més vasoconstriccio, major vasodilatacio esplancnica i, per tant, major
hipertensio portal amb el que el flux hepatic disminueix amb el consegiient empitjorament de la
funcid hepatica. Altres parametres com els nivells de glucosa, albumina i triglicérids, tot i
augmentar lleugerament, no van aconseguir normalitzar-se.

El segon aspecte que es va valorar en l'estudi és el de 'efecte del tractament amb
rimonabant sobre la incidéncia de translocacié bacteriana. Tal com s’ha mencionat, aquest
fenomen esta en la base de la patogénia d'una de les complicacions més greus de la malaltia,
quan aquesta presenta descompensacio ascitica, com és el desenvolupament d’infeccions
anomenades espontanies (peritonitis bacteriana espontania, bacteriemies), és a dir sense un
focus aparent. Efectivament, en I'estudi es va poder observar que la incidéncia de translocacié
bacteriana va ser menor en els animals cirrotics tractats amb rimonabant que en els animals no
tractats (20%; 2 de 10 vs. 45% 4 de 9). Com que el fenomen de la translocacié bacteriana és
multifactorial varem intentat valorar si rimonabant exercia algun tipus d'efecte sobre aquest
factors afavoridors 0 necessaris per a que es produeixi translocacié bacteriana. Un dels factors

més importants i que presenta alteracions en la cirrosi és I'alentiment del transit intestinal, cosa
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que pot comportar un augment dels recomptes de bacteris intestinals i sobrecreixement bacteria.
Tenint en compte que en estudis d’administracié aguda d’un bol de rimonabant s'observava un
augment del peristaltisme intestinal transitori, es podia esperar que hi hagués un efecte de
recuperacio del transit intestinal sostingut en el temps. Els resultats obtinguts mitjancant
I'administracié d’un colorant alimentari, perd, no han mostrat cap diferencia significativa en el
temps de transit intestinal ni en els animals cirrdtics ni en els sans. Aquests resultats, de tota
manera, estan en consonancia amb estudis recents on s’ha observat que l'increment en la
motilitat intestinal en animals tractats amb rimonabant no es manté al llarg del temps. De fet
s'observa que al tercer dia de tractament hi ha una tolerancia total al farmac retornant a nivells
de motilitat intestinal previs (Mancinelli et al. 2001, Carai, Colombo & Gessa 2004).

Tenint en compte que no s’havia observat cap canvi en el temps de transit intestinal, era
poc provable que els recomptes de colonies de bacteris en jeju estigués disminuit en els animals
tractats amb rimonabant. Efectivament, els recomptes de colonies no mostraren canvis
estadisticament significatius entre grups, tot i que en els animals cirrotics no tractats aquests van
tenir una tendéncia (p=0.165) a ser superiors als controls i als animals cirrotics tractats amb
I'antagonista. En canvi si que es va observar una major incidéncia danimals amb
sobrecreixement bacteria. Mes de la meitat dels animals cirrotics presentaven recomptes
superiors a la mitja més dues desviacions estandard dels controls, mentre que aixd només va
passar en un animal cirrdtic tractat i en un control tractat. Donat que no hem observat una
correlacié causa-efecte entre el transit intestinal i la disminucié en la incidencia d’animals amb
sobrecreixement bacteria intestinal, sembla que el bloqueig del receptor CB1 podria actuar per
algun altre mecanisme. Caldria doncs, analitzar la implicacié del sistema endocannabinoide de
senyalitzacié sobre altres factors afavoridors del sobrecreixement bacteria, com per exemple
I'adherencia bacteriana, canvis en I'ecologia bacteriana, secrecio de Ig A, etc.

Cal tenir en compte, d’altra banda, que aquest no son els Unics factors afavoridors de la
translocacié bacteriana. S’ha objectivat un efecte molt important de la malnutricio, que juntament
amb les alteracions hemodinamiques i de funcié hepatica, podria comportar una depressio
important tant de la immunitat sistémica com del sistema reticle-endotelial. A més, en diversos
estudis s’ha observat sobrecreixement bacteria intestinal aixi com canvis en I'ecologia bacteriana
en animals desnodrits (Deitch, Winterton & Berg 1987) En aquest sentit cal destacar que no
solament la funcidé hepatica es va conservar millor en els animals tractats, sind que a mes,

s'observa una clara millora en el seu estat nutricional, fins al punt que mentre que els animals
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cirrotics no tractats seguien una corba descendent de pes, els animals tractats recuperaven pes.
L’augment de pes solament pot ser atribuit a una millora clinica de I'animal, ja que rimonabant
indueix hipofagia i pérdua de pes tant en estudis experimentals (Thornton-Jones et al. 2006) com
en humans, motiu original pel qual el farmac va ser comercialitzat..

Per ultim, el tercer aspecte que es va valorar en l'estudi van ser els efectes sobre
diversos parametres relacionats amb el desenvolupament d’encefalopatia hepatica com ara les
concentracions d’amoni plasmatic i cerebral i la preséncia d’'edema cerebral de baix grau. Es va
observar una disminucié significativa de I'amoni plasmatic que es va acompanyar d’una
normalitzacio tant de 'amoni cerebral com del contingut d’aigua cerebral en els animals tractats.
Tenint en compte que les principals causes de I'augment de I'amoni plasmatic son, per una
banda, la incapacitat del fetge per eliminar 'amoni provinent els bacteris intestinals, i per altra
una activacioé del catabolisme muscular lligat a la malnutricio (Butterworth 2000), sembla que la
millora d’'aquests factors que observada en els animals tractats explicaria la disminucié en
aquests parametres. Efectivament, els animals tractats presentaven menys derivacions
portosistemiques, fet pel qual la sang provinent del llit esplancnic podia accedir al fetge i aquest,
a la vegada, tenia una funcionalitat mes preservada, podent eliminar de manera més efectiva
I'amoni en el cicle de la urea. A la vegada, tot i que el contingut total bacteria no va ser diferent,
si que s’observa una menor incidéncia de sobrecreixement bacteria en els animals tractats.
D'aquesta manera, la quantitat d'amoni que accedeix a la circulacid sistémica també va ser
menor en aquests animals. L’altre factor implicat, la produccié d’amoni per catabolisme muscular
lligada a malnutricio, també seria menor en els animal tractats ja que I'estat nutricional d’aquests
estava clarament més conservat.

Finalment, a I'hora d'identificar el possible paper del sistema endocannabinoide de
senyalitzacié en els hepatdcits i la seva implicacié en la progressié de la malaltia, no vam poder
observar cap modificacio en la sintesi de TGF-B o TNF-a en l'estudi in vitro en hepatocits de
fetges cirrotics tractats amb rimonabant. Sembla, doncs, que serien majoritariament d’altres tipus
cellulars com les cellules de Kupffer, aixi com les cél-lules estelades transformades en
miofibroblasts (Teixeira-Clerc et al. 2006, Julien et al. 2005) les principals productores d’aquestes
citocines. No s’observa cap modificacio en I'expressié de CB1 en comparar hepatocits provinents
de fetges cirrotics i de fetges sans. A mes, I'expressid del receptor tampoc es va veure
modificada per la preséncia de I'antagonista. Per tant, sembla que 'augment en I'expressié del

receptor que s’observa en la cirrosi experimental també estaria limitada als tipus cel-lulars abans
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mencionats. De fet, nomes s’ha observat una sobreexpressio de CB1 en hepatocits a la cirrosi
biliar primaria i en hepatocarcinoma (Floreani et al. 2009, Xu et al. 2006). En aquest sentit,
sembla que el paper dels hepatocits en la progressié de la malaltia podria ser variable dependent
de la etiologia. A la cirrosi experimental per tetraclorur de carboni el paper dels hepatocits seria
doncs limitat.

Globalment, i com a resum final de la tesi podem dir que el sistema endocannabinoides
de senyalitzacié té un paper rellevant en la progressio de la cirrosi. Efectivament, el bloqueig de
CB1 té un efecte antifibrogénic prou important com per disminuir el diposit de col-lagen de la
matriu extracel-lular dels fetges en fase ja cirrdtica avangada. D'aquesta manera ['estat
hemodinamic de I'animal millora, la funcionalitat del fetge esta mes preservada. L'estat general
de I'animal és millor i complicacions com la incidencia d'infeccions espontanies que tenen I'origen
en el fenomen de la translocacié bacteriana i [I'encefalopatia hepatica disminueixen
significativament. Sembla, també, que els hepatocits no tindrien un paper rellevant en la
progressio de la malaltia.

El bloqueig de CB1, doncs, pot ser una bona estratégia de futur per al tractament de la

cirrosi hepatica i les seves complicacions.
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Conclusions

El tractament a llarg termini amb I'antagonista del receptor de cannabinoides 1 (CB1),

rimonabant en rates cirrdtiques amb ascites:
1. Redueix de manera significativa el col-lagen dipositat en els fetges de rates cirrdtiques
amb ascites, probablement aquesta reduccié es pot atribuir a una disminucié en els nivells de

TGF-B plasmatic i a teixit.

2. Millora 'hemodinamica esplancnica i el grau de derivacié portosistémica, en canvi no

s’observa un efecte significatiu sobre la pressi6 portal.

3. S'associa amb una millora d’alguns parametres de necroinflamacio i funcio hepatica.

4. Disminueix I'expressio de citocines profibrotiques com TGF-B i normalitza I'expressio

de citocines proinflamatories com TNF-a.

5. Disminueix la incidéncia de translocacié bacteriana sense modificar el transit intestinal

i el contingut bacteria ileal, pero, en canvi, disminueix el sobrecreixement bacteria.

6.Redueix significativament 'amoni plasmatic, normalitza 'amoni cerebral i la preséncia

d'edema cerebral de baix grau, parametres tots ells associats al desenvolupament

d’encefalopatia hepatica.

A l'estudi in vitro en cultius primaris d’hepatocits de rata cirrotica amb ascites:

1. S'objectiva la preséncia del receptor de cannabinoides 1 (CB1) en aquestes cél-lules

tot i que 'administracié de rimonabant no en modifica I'expressio.

2. No s’observa cap modificacio en I'expressié de citocines proinflamatories (TNF-a) i pro
fibrotiques (TGF-B).
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Contribucions a congressos

A continuacié es detallen les comunicacions a congressos relacionades amb aquesta tesi.

Comunicacions Orals

Odena G, Bartoli R, Galan A, Serafin A, Fluvia L, Miquel M, Morillas R, Sala M, Planas R.

Efecte de I'administracio a llarg termini de I'antagonista del receptor de cannabinoides CB-1
sobre I'hemodinamica sistémica, translocacié bacteriana i encefalopatia hepatica en rates
cirrotiques amb ascites.

XIX Congrés de la Societat Catalana de Digestologia. Montbrié del Camp (Tarragona) 2010.

Odena G, Bartoli R, Galan A, Serafin A, Fluvia L, Miquel M, Morillas R, Sala M y Planas R.
Efecto de la administracion a largo plazo del antagonista del receptor de cannabinoides CB-1
sobre la hemodinamica sistémica, translocacion bacteriana y encefalopatia hepatica en ratas
cirroticas con ascitis.

XXXV Congreso de la Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado. Madrid 2010.

Posters

Odena G, Bartoli R, Morillas R, Miquel M, Sala M, Planas R.
Els hepatdcits de rata cirrdtica amb ascites expressen el receptor profibrogénic CB1. Estudi en
un cultiu primari de curta durada.

XIX Congrés de la Societat Catalana de Digestologia. Blanes 2009.

Odena G, Bartoli R, Morillas R, Miquel M, Sala M, Planas R.
Los hepatocitos de rata cirrética con ascitis expresan el receptor profibrogénico CB1. Estudio en
cultivo primario de corta duracion.

XXXIV Congreso de la Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado. Madrid 2009.
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Odena G, Bartoli R, Galan A, Serafin A, Fluvia L, Miquel M, Morillas R, Sala M, Planas R.

Effect of long-term administration of a cannabinoid CB1-receptor antagonist on systemic
hemodinamics, bacterial translocation and hepatic encephalopathy in ascitic cirrhotic rats.

The Liver Meeting 2009. AASLD. Boston 2009.

Odena G, Bartoli R, Morillas RM, Sala M, Serra |, Planas R.
Els efectes beneficiosos de rimonabant, antagonista del receptor d’'endocannabinoidesCB1,es
correlacionen amb una disminucié de I'expressié de TGF-p.

XX Congrés de la Societat Catalana de Digestologia. Lleida 2011.

Odena G, Bartoli R, Morillas RM, Sala M, Serra I, Planas R.
Los efectos beneficiosos de rimonabant, antagonista del receptor de endocannabinoidesCB1, se
correlacionan con una disminucion de la expresion de TGF-p.

XXXVI Congreso de la Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado. Madrid 2011.
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Determinacié dels nivells d’amoni a plasma i cervell

Per determinar els nivells d’amoni a les mostres processades de plasma i de teixit cerebral es va
utilitzar el kit comercial Ammonia Assay Kit (AA0100; Sigma-Aldrich).

Aquest és un kit de determinaci6 enzimatica de I'amoni que es basa en la reaccié que fa 'amoni
amb l'acid a-cetoglutaric (KGA)i el fosfat de dinucleotid de nicotinamida i adenina (NADPH) en

preséncia de L-glutamat deshidrogenasa (GDH), per formar L-glutamat i NADPH oxidada.

GDH
KGA + NHs* + NADPH — > L-glutamat + NAPD* + H,0

El descens en I'absorbancia mesurada a 340 nm, degut a I'oxidacié de NADPH, és proporcional

a la concentracio d’amoni.

Reactius
Ammonia Standard Solution (ASS)
L-glutamat deshidrogenasa

Ammonia Assay Reagent (AAR)
Protocol

1. Reconstituir cada vial d’Ammonia Assay Reagent en 10 mL d’aigua tamponada i barrejar per
inversio sense agitar.
2. Enuna placa de 96 pous, pipetejar les seglients quantitats, segons si el pou correspon a un

control negatiu (blanc), a un control amb concentracié coneguda d’amoni (estandard) 0 a una

mostra:
BLANC ESTANDARD MOSTRA
0.5ml AAR 0.5ml AAR 0.5ml AAR
90ul H20 25l ASS 50ul Mostra

111



Annex

3. Barrejar el contingut dels pous i incubar durant 5 minuts a 18-35°C

4. Mesurar I'absorbancia a 340nm al lector de plaques (Varioskan Flash Multimode Reader,
Thermo Fisher Scientific). Aquesta lectura correspon a I'absorbancia inicial (A inicial).

5. Afegir a cada pou 5yl de I'enzim L-glutamat deshidrogenasa.

6. Barrejar i incubar durant 5 minuts a 18-35°C.

7. Mesurar I'absorbancia a 340nm al lector de plaques. Aquesta lectura correspon a

I'absorbancia final (A final).

Calcul de la concentracié d’amoni

L’absorbancia de les mostres i els controls a 340nm és el resultat de la segiient formula:

A340 = A Inicial - A Final

A més les mostres s’han de normalitzar en front el control negatiu, per tant:

A Mostra = A 340 Mostra — A 340 Blanc

Finalment, i tenint en compte el volum de mostra utilitzat (0,05 mL) i el volum total (0,555mL), per

calcular la concentracié d’'amoni a les mostres utilitzem la férmula seguent:

pg d’'amoni/mL = A Mostra x 30.303

Per tal de poder acceptar els resultats obtinguts, cal que el valor obtingut del control estandard

no variin en més d'un 5% de la concentracié que s'informa a cada lot.
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Medis de cultiu utilitzats per I'aillament i 'establiment dels

cultius primaris d’hepatocits

Tots els components dels medis es van comprar a Sigma-Aldrich, a excepcio del suplement

Insulin-Transferrin-Sodium Selenite (Invitrogen).

Medi Hanks 10X

Quantitats per preparar 1 L de medi Hanks 10X. Pesar, agitar i autoclavar la solucié final:

NaCl 80 g
KCl 44
MgSO4 « 7TH.0 29
NaxHPO4 « 2H20 06¢g
KH2,PO4 06g
H20 1L

Medi Hanks-Hepes
Hanks 10X 50 mL
NaHCO3 1.048 g
H20 450 mL

Clorur sodic

Clorur potassic

Sulfat magnésic heptahidrat
Fosfat sddic dibasic dihidrat

Fosfat potassic monobasic

Gasejar amb carbogen (95% 02 5% CO2) i afegir durant el gaseig:

Hepes 1.5¢
Ajustara pH 7.4

Medi Hanks amb heparina i sense calci

Hanks Hepes 200mL

EDTA 0.0456 g
BSA 0.200 g
Heparina 5% 0.7U (0.7mL)

Filtrar (0.2uM) en un matras autoclavat.
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Medi Hanks amb clorur de calci
Hanks Hepes 300 mL
CaCly » 2H,0 0.1755 g

Filtrar (0.2uM) en una ampolla autoclavada.

Medi de Krebs 4X

Quantitats per preparar 1 L de estoc de Krebs 4X. Pesar, barrejar, agitar i autoclavar:

NaCl 2769
KCl 144 ¢
KH2PO4 0.52¢
MgSO4 * 7H.0 148 ¢
NaHCO3 8¢
H20 1L

Medi de Krebs amb clorur de calci
Krebs 4X 62.5 mL

Clorur sodic

Clorur potassic

Fosfat potassic monobasic
Sulfat magnesic heptahidrat

Bicarbonat sodic

CaClz+2H20 0.093 g Clorur de calci dihidrat
H20 187.5 mL

Gasejar amb carbogen (95% 02 5% CO2) i afegir durant el gaseig:
Hepes 1.5¢

AjustarapH 7.4

Filtrar (0.2uM) en una ampolla autoclavada.

Williams Medium E suplementat

Williams Medium E 897,75 mL
Gentamicina 1,25 mL
L-glutamina 0,292¢
Sérum bovi fetal 100mL

Insulin-Transferrin-Sodium Selenite 1mL

Supplement (Invitrogen)
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Solucio de lisi

Tots els components es van comprar a Sigma-Aldrich.

Solucio de lisi RIPA

50 mM

150 mM
1 %
0.5%
0.1%
5 mM
1mM
1mM
7x

Tris HCI (pH 8)

NaCl

NP-40

Sodium deoxycholate

SDS

NaF

Sodium Orthovanadate

PMSF

Inhibidors proteases Complete Mini (Roche Applied Science)

Determinacié de la concentracié de proteines total

Es va utilitzar el kit comercial BCA Protein Assay Kit (Pierce).

Reactius

BCA Reactiu A
BCA Reactiu B

Ampolles d’albimina estandard ([2mg/mL])
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Protocol

1. Preparar un banc dilucions per construir una corba estandard:

[BSA pg/mL] | uL Buffer Lisi | pL Stock BSA
2000 0 25 stock
1500 15 45 stock
1000 30 30 stock
750 30 30 [1500]
500 30 30[1000]
250 30 30 [500]
125 30 30 [250]
25 40 10 [125]
0 25 0

2. Preparar la quantitat adient de Working Reagent (WR) segons la quantitat de mostres que es
volen analitzar:
(9 estandards + X mostres) x 200 uL =Y yL de WR
Barrejar 50 parts de Reactiu A amb 1 part de Reactiu B per obtenir Y uL de WR.
Pipetejar 25 uL de cada estandard i de cada mostra en una microplaca, per duplicat.
Afegir 200 L de WR a cada pou i agitar 30 segons (vortex).
Cobrir la placa i incubar a 37°C durant 30°.

Refredar la placa a temperatura ambient.

N o g B~ w

Mesurar I'absorbancia a 562 nm en el lector de plaques (Varioskan Flash Multimode Reader,

Thermo Fisher Scientific).

Calcul de la quantitat de proteines totals

Als valors d’absorbancia de les mostres i dels estandards es resta el valor d'absorbancia de la
mostra control negatiu (blanc).

Preparar la corba estandard correlacionant els valors d’absorbancia amb les concentracions
conegudes dels estandards.

Inferir les concentracions de proteines de les mostres utilitzant la corba estandard.

Els valors de concentraci6 s'obtenen en pg/mL.

116



Annex

Determinacié de TGF-f

Per la determinacio dels nivells de TGF- a plasma i a sobrenedant es van utilitzar els kit

ELISA de Diaclone seguents:

Rat TGF-1 ELISA kit (Diaclone 670020096) per mostres de plasma

Reactius

Wash Buffer
Afegir els 50mL de Wash Buffer Concentrate a 950mL d’H20 destil-lada.

Assay Buffer
Afegir els 5SmL d’Assay Buffer Concentrate a 95mL d’H20 destil-lada.

TGF-B1 Standard

Diluir amb Assay Buffer en el volum indicat al vial.

Adicié de colorants
Per 'HRP-Conjugate: Afegir 60L de Green-Dye a 6mL d’Assay Buffer.
Per la resta d’Assay Buffer. Afegir 200uL de Blue-Dye per cada 50mL d’Assay Buffer.

HRP-Conjugate

Afegir 60uL de HRP-Conjugate en 5940uL d’Assay Buffer tenyit de verd. S’ha d'utilitzar
en els 30 minuts seglents a la seva preparacio.
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Protocol

1. Descongelar les mostres.

Afegir 190uL d’Assay Buffer (blau) a tants eppendorf com mostres vulguem analitzar.
Afegir 10uL de mostra (plasma) al eppendorf corresponent (dilucié 1:20).

Afegir 20uL de HCI 1N a cada eppendorf (per activar el TGF1 latent).

Vortejar i incubar 1h a temperatura ambient.

Neutralitzar afegint 20uL de NaOH 1N a cada eppendorf.

Vortejar suaument i muntar la placa.

© N oo g kDD

Rentar els pous 3 vegades amb 300uL de Wash Buffer (transparent), aspirant. Després de

I'ultim rentat colpejar contra paper per extreure I'excés de Wash Buffer.

9. Afegir 100uL d’Assay Buffer (blau) a cada pou de la corba estandard. Com la fem per
duplicat, posar 100uL als pous de les dues primeres fileres.

10.Per fer els estandards, afegir 100uL del TGF-B1 Standard als pous 1A i 2A. Barrejar
pipetejant.

11.Transferir 100uL dels pous A, als pous 1B i 2B respectivament.

12.Continuar fins a I'tltim pou dels estandards, el G, el penultim de la filera.

13.Descartar 100uL dels pous 1G i 2G. Hi haura 100uL de cada estandard.

14.Els pous 1H i 2H sbn els blancs i només porten els 100uL d’Assay Buffer que ja hem afegit
abans.

15.Afegir 100uL de cada mostra.

16.Preparar en aquest moment el HRP-Conjugate.

17.Afegir 50uL d’HRP-Conjugate (verd) a cada pou.

18.Cobrir la placa i incubar 4h a temperatura ambient en un agitador orbital a 100rpm.

19.Buidar els pous i rentar-los 3 vegades amb 300uL de Wash Buffer (transparent), aspirant.
Després de I'Ultim rentat colpejar contra paper.

20.Afegir 100uL de TMB Substrate Solution a cada pou.

21.Incubar aproximadament 15 minuts a temperatura ambient en un agitador orbital a 100rpm.

22.Aturar la reaccié enzimatica afegint 100uL d’Stop Solution a cada pou.

23.Llegir immediatament a 450nm (absorbancia de referéncia 620nm) al lector de plaques

(Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher Scientific) o si no dins de la hora segient

si s'emmagatzema la placa a 4°C en foscor.
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Rat TGF-B1 ELISA Kit (Diaclone 670020192) per mostres de sobrenedants

Reactius

Wash Buffer
Afegir els 50mL de Wash Buffer Concentrate a 950mL d’H20 destil-lada
Assay Buffer
Afegir els 5SmL d’Assay Buffer Concentrate a 95mL d'H20 destil-lada
TGF-31 Standard
Diluir amb Assay Buffer en el volum indicat al vial.
Biotin-Conjugate
Afegir 120 pL de Biotin-Conjugate a 11880 pL d’Assay Buffer tenyit de verd. S’ha
d’utilitzar en els 30 minuts seguents a la seva preparacid.
Streptavidin-HRP
Afegir 120 uL de Stretavidin-HRP a 11880 uL d’Assay Buffer tenyit de vermell. S’ha d

‘'utilitzar en els 30 minuts segients a la seva preparaci6

Adicio de colorants

Buffer Assay Buffer Tincié
Biotin Conjugate 12mL 120uL de Green-Dye
Streptavidin-HRP 12mL 481L de Red-Dye
Diluent 50mL 200uL de Blue-Dye

Protocol

Descongelar les mostres..

Afegir 190uL d’Assay Buffer (blau) a tants eppendorf com mostres vulguem analitzar.

Afegir 10uL de mostra (sobrenedant) al eppendorf corresponent (dilucié 1:20).

Afegir 20uL de HCI 1N a cada eppendorf (per activar el TGFR1 latent).

Vortejar i incubar 1h a temperatura ambient.

Neutralitzar afegint 20uL de NaOH 1N a cada eppendorf i vortejar suau.

Muntar la placa. Rentar els pous 3 vegades amb 300uL de Wash Buffer (transparent), aspirant.

Després de I'tltim rentat colpejar contra paper per extreure I'excés de Wash Buffer.
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Afegir 100uL d’Assay Buffer (blau) a cada pou de la corba estandard. Com la fem per duplicat,
posar 100uL als pous de les dues primeres fileres.

Per fer els estandards, afegir 100uL del TGF-B1 Standard als pous 1A i 2A. Barrejar pipetejant.
Transferir 100uL dels pous A, als pous 1B i 2B respectivament.

Continuar fins a I'GItim pou dels estandards, el G, el pendltim de la filera.

Descartar 100uL dels pous 1G i 2G. Hi haura 100uL de cada estandard.

Els pous 1H i 2H son els blancs i només porten els 100uL d’Assay Buffer que ja hem afegit
abans.

Afegir 100uL de cada mostra i 100uL de medi amb 10%FBS com a control (ja que el sérum
animal pot contenir nivells elevats de TGF[1 latent).

Cobrir la placa i incubar 2h a temperatura ambient en un agitador orbital a 100rpm.

Preparar en aquest moment el Biotin-Conjugate.

Buidar els pous i rentar-los 5 vegades amb 300uL de Wash Buffer (transparent), aspirant.
Despreés de I'ultim rentat colpejar contra paper.

Afegir 100uL de Biotin-Conjugate (verd) a cada pou.

Cobrir la placa i incubar 1h a TA a temperatura ambient en un agitador orbital a 100rpm.
Preparar en aquest moment el Streptavidin-HRP.

Buidar els pous i rentar-los 5 vegades amb 300uL de Wash Buffer (transparent), aspirant.
Després de I'tltim rentat colpejar contra paper.

Afegir 100uL del Streptavidin-HRP (vermell) a cada pou.

Cobrir la placa i incubar 1h a temperatura ambient en un agitador orbital a 100rpm.

Buidar els pous i rentar-los 5 vegades amb 300uL de Wash Buffer (transparent), aspirant.
Després de I'tltim rentat colpejar contra paper.

Afegir 100uL de TMB Substrate Solution a cada pou.

Incubar aproximadament 30 minuts a temperatura ambient en un agitador orbital a 100rpm.
Aturar la reacci6 enzimatica afegint 100uL d’Stop Solution a cada pou.

Llegir immediatament a 450nm (absorbancia de referéncia 620nm) al lector de plaques
(Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher Scientific) o si no dins de la hora segiient si
s’emmagatzema la placa a 4°C en foscor.

La concentracié calculada s’ha de multiplicar pel factor de dilucié de les mostres, 1:20.
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Determinacio de TNF

Rat TNF-a ELISA Kit (Invitrogen KRC3011)

Reactius

Rt TNF-a Standard

Standard Diluent Buffer.

Incubation Buffer.

Rt TNF-a High and Low Controls

Antibody Coated Wells (1 placa)

Rt TNF-a Biotin Conjugate, (Biotin-labeled anti-Rt TNF-a).
Streptavidin-HRP Concentrate (100X)
Streptavidin-HRP Diluent.

Wash Buffer Concentrate (25X).

Stabilized Chromogen, Tetramethylbenzidine (TMB)
Stop Solution

Preparacié de les mostres

En el cas de les mostres de teixit hepatic es va homogeneitzar 50mg de teixit en TmL d’aigua
bidestil-lada (Bio-Gen Pro200, Pro Scientific Inc.).

Les mostres de teixit hepatic homogeneitzat i les mostres de sobrenedant es van diluir 1:2 en
Standard Diluent Buffer.

Preparacié de les dilucions estandard

Reconstituir el vial d’estandard amb Standard Diluent Buffer per obtenir una concentracio de
2.000 pg/mL de TNF-a de rata (depén de cada estoc). Barrejar i esperar 10 minuts abans de fer-
lo servir (s’ha d'utilitzar en I'hora seglent a la reconstitucio).

Afegir 225 L de I'estandard 2.000 pg/mL en 375 L de Standard Diluent Buffer. S'obté aixi una
concentracié de 750 pg/mL de TNF-a de rata.

Afegir 300 pL de Standard Diluent Buffer a 6 tubs i fer dilucions seriades (afegint 300 L de la

solucié anterior més concentrada als 300 L de Standard Diluent Buffer) per obtenir les seglents
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concentracions: 375, 187,5, 93,8, 46,9, 23,4 i 11,7 pg/mL de TNF-a de rata. Mantenir a 4°C fins a

la seva utilitzacio.

Preparacid de Streptavidin-HRP Working Solution

Deixar el Streptavidin-HRP Concentrate (100X) a temperatura ambient i un cop temperat diluir-ne

120 uL en 12 mL de Streptavidin-HRP Diluent. Un cop preparada utilitzar abans de 15 minuts.

Preparacié de Wash Buffer

Deixar el Wash Buffer Concentrate (25X) a temperatura ambient i un cop temperat diluir-ne 20
mL en 480mL d'aigua desionitzada (1 volum en 24 volums).

Mantenir a 4°C fins a la seva utilitzacid.
Protocol
1. Deixar temperar totes les solucions a temperatura ambient i barrejar-les bé, abans de fer-les

Servir.

2. Reservar dos pous que s'utilitzaran com a blancs del cromogen.

3

Afegir 100uL de Standard Diluent Buffer als pous cero de la corba de concentracions
estandard.

Afegir 100uL de les solucions estandard als pous adients.

Afegir 100uL de les mostres als pous adients.

Cobrir la placa i incubar 2h a temperatura ambient.

N o o &

Decantar els liquids de la placa i rentar 4 vegades, afegint 400uL de Wash Buffer a cada pou

cada vegada.

8. Pipetejar 100uL de la solucié Rat TNF-a Biotin Conjugate a cada pou, excepte als pous
reservats com a blancs del cromogen.

9. Cobrir la placa i incubar 1h a temperatura ambient.

10.Decantar els liquids de la placa i rentar 4 vegades, afegint 400uL de Wash Buffer a cada pou
cada vegada.

11.Afegir 100uL de Streptavidin-HRP Working Solution a cada pou, excepte als pous reservats

com a blancs del cromogen.

12.Cobrir la placa i incubar 30 minuts a temperatura ambient.
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13.Decantar els liquids de la placa i rentar 4 vegades, afegint 400uL de Wash Buffer a cada pou
cada vegada.

14.Afegir 100uL de Stabilized Chromogen a cada pou. El liquid dels pous comengara a convertir-
se en blau.

15.Incubar 30 minuts a temperatura ambient a la foscor (no utilitzar paper d’alumini 0 metal-litzat
per cobrir la placa).

16.Afegir 100uL de Stop Solution a cada pou i barrejar suaument. El color del liquid als pous es
tornara groc.

17.Llegir I'absorbancia a 450 nm en els 30 minuts segients a afegir la Stop Solution al lector de
plaques (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher Scientific).

18.Utilitzar els pous reservats com a valor basal i generar una corba estandard de concentracio
amb els valors d’absorbancia de les solucions estandard.

19.Calcular els valors de concentracié TNF-a a les mostres, comparant les absorbancies
obtingudes amb els valors de la corba estandard.

20.Multiplicar els valors de concentracid obtinguts per dos (donat que hem diluit les mostres
inicialment en 1:2 de Standard Diluent Buffer) i en el cas de les mostres de teixit a més
multiplicar per 20 per tal d’obtenir els valors en ng de TNF-a per gram de teixit.
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