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Introducciéon

1. CIRROSIS HEPATICA:

1.1.  Definicidn. Clasificacidén segun etiologia. Aspectos Generales.

La cirrosis hepatica es el estadio final de una hepatopatia cronica que se
caracteriza por la aparicion de un proceso difuso de fibrosis y por la conversion de la
arquitectura normal del higado en noédulos estructuralmente anomalos.' Esta
enfermedad es una de las que posee mayor prevalencia e incidencia en Espafia. De
hecho representa el 20% de ingresos hospitalarios y es la quinta causa de muerte en el
adulto en nuestro pais.

La etiologia de la cirrosis es diversa. La causa mas habitual en la actualidad es,
sin duda, de origen virico. La infeccion cronica por el virus de la hepatitis C y B
representa alrededor del 40 y el 10% de los pacientes afectados por cirrosis,
respectivamente. Mas del 3% de la poblacion espafiola se encuentra infectada por
alguna de las especies de estos virus hepaticos y, a medida que pasan los afios, esta cifra
va aumentando como consecuencia de la deteccion del genoma virico en individuos que
permanecieron durante afios asintomaticos y, con el paso del tiempo, han terminado por
desarrollar la enfermedad. Este hecho es debido a que fueron infectados en una época en
que no se habian descrito todavia dichos virus ni existia ningin sistema de deteccion
eficaz de los mismos. La ingesta abusiva y cronica de alcohol todavia sigue siendo el
origen del 40% de los casos de cirrosis. El 60% de la poblacion consume alcohol
habitualmente y el 4% lo hace en exceso. Otras causas menos frecuentes de cirrosis
hepatica son la esteatohepatitis no alcoholica, desordenes metabdlicos (enfermedad de
Wilson, hemocromatosis, deficiencia de alfa-l-antitripsina, galactosemia),
enfermedades biliares intra y extrahepaticas, obstrucciones del flujo venoso

(enfermedad veno-oclusiva y sindrome de Budd-Chiari) o las producidas por toxinas o
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farmacos de uso terapéutico.' Entre dichas etiologias de menor incidencia, la
esteatohepatitis no alcohdlica estd experimentando un crecimiento muy rapido debido,
fundamentalmente, al cambio de habitos alimenticios y al sedentarismo. De hecho, el
36% de la poblacién espaiiola tiene sobrepeso y un 13% obesidad.’

La cirrosis hepatica es la consecucion final de una serie de procesos de
adaptacion en respuesta a un insulto o dafio hepatocelular sostenido que, con el tiempo,
evoluciona hasta la formacioén de nédulos de regeneracion y contraccion del 6rgano. La
primera fase del proceso es consecuencia del dafio hepatico persistente. El agente
causante del dafio conduce a la necrosis de las células hepaticas, y dicha necrosis
desencadena un proceso inflamatorio y, posteriormente, la regeneracion tisular. Si el
dafio persiste, el proceso de regeneracion deriva en cambios en la formacion,
composicion y degradacion de la matriz extracelular del higado que resultan en una
excesiva formacion de matriz extracelular. Dicho fendmeno se denomina fibrosis. El
exceso de matriz se acumula en la zona perisinusoidal, formandose de este modo una
barrera que impide la correcta difusién de oxigeno y nutrientes y, por tanto, provocando
la muerte celular de los hepatocitos. Es un proceso que se retroalimenta y en ultimo
término conduce a la distorsion de la arquitectura lobular normal del parénquima y de la
red vascular, derivando en la formacién de nodulos hepaticos separados por fibras,
conocidos como nodulos de regeneracion. Esta fase final del proceso es la que se
€ONoce Como Cirrosis.

Una de las dificultades que se plantean a la hora de diagnosticar correctamente la
enfermedad es que puede ser clinicamente latente y asintomadtica. Se habla de cirrosis
compensada cuando se desarrolla sin originar ningun sintoma. En este caso, puede ser
descubierta mediante un examen clinico o bioquimico rutinario, diagnosticada en

exploraciones por sintomas inespecificos como anorexia, astenia o adelgazamiento o
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durante alguna operacion quirtrgica en el abdomen. Se estima que del 30 al 40% de los
pacientes con cirrosis son asintomaticos.” Las complicaciones més frecuentes asociadas
a cirrosis hepatica son la aparicion de ascitis, hemorragia digestiva, ictericia o
encefalopatia. Se denomina cirrosis descompensada cuando aparece alguna de las
complicaciones mencionadas. La posibilidad de que aparezca alguna de las susodichas
alteraciones aumenta con el tiempo y con la gravedad de los trastornos hemodindmicos
o renales derivados tanto de la alteracion vascular intrahepatica como de la reduccion
del parénquima hepatico funcional.

El tratamiento de la cirrosis hepatica estd encaminado a combatir el agente
causante de la enfermedad y paliar las complicaciones derivadas de la misma. En el
caso de las hepatitis viricas se realiza un tratamiento cronico combinado de un antiviral
(normalmente ribavirina) con un estimulador linfocitario como interferon gamma
(actualmente se utiliza el interferon gamma pegilado). En términos generales,
independientemente del causante de la hepatopatia, se recomienda a los pacientes
cirrdticos reducir la ingesta de sodio, y se prohibe completamente la ingestion de
alcohol. En muchos casos, el tratamiento se complementa con diuréticos que ayudan a
atenuar la retencion de sodio. La derivacion portosistémica intrahepdtica transyugular
(DPIT) también ha sido utilizada con éxito para reducir la presion portal y el sindrome
hepatorenal. En aquellos pacientes que desarrollan ascitis, la profilaxis con antibidticos
(para prevenir peritonitis bacteriana espontanea) y la paracentesis con administracion de
albumina son métodos de eleccion. Sin embargo, a dia de hoy, la unica cura para la
cirrosis muy avanzada sigue siendo el transplante de higado que posee un alto éxito de
supervivencia a los 5 afios (75%).* Desgraciadamente, los pacientes cirréticos por virus
C recidivan después del transplante dando lugar a una hepatitis crénica que puede

volver a ocasionar cirrosis. Ademas de este hecho, la poca disponibilidad de 6rganos, la
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elevada cantidad de peticiones de transplante y las largas listas de espera reflejan la
enorme necesidad de explorar nuevas dianas terapéuticas que puedan ayudar a mejorar
el tratamiento de la enfermedad hepatica asi como paliar las complicaciones originadas
por la misma.

1.2. Alteraciones intrahepaticas:

1.2.1. Fibrosis. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona y endotelina-1.

La fibrosis hepatica es un proceso dinamico de reparacion tisular en respuesta a
un dafio hepatico cronico. La fibrosis es el resultado de un complejo sistema de
interacciones entre los distintos tipos celulares residentes del higado (Figura 1), las
células del infiltrado inflamatorio y diversos mediadores peptidicos (o citoquinas)

liberados de manera local.’

Hepatocito

Célula estrellada hepatica

CE sinusoidal

Célula de Kupffer

Lumen sinusoidal
(resistencia normal
al paso de sangre)

Higado normal

%

Daio hepatico

Linfocito infiltrante

crénico
Proteinas de la MEC
Hepatocito en apoptosis
x Célula de Kupffer
Higado con Lumen sinusoidal

fibrosis avanzada (incremento de resistencia)

Figura 1. Proceso proinflamatorio sinusoidal durante la fibrosis hepatica.
(Figura adaptada de Bataller y Brenner 2005).
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En las enfermedades virales cronicas, los hepatocitos infectados y los linfocitos
infiltrados liberan especies reactivas de oxigeno (ROS), quimoquinas inflamatorias y
mediadores fibrogénicos. Dichas sustancias son los responsables del inicio de las
alteraciones estructurales y funcionales del parénquima. En la enfermedad hepatica
alcohdlica, ademas de los hepatocitos, las células de Kupffer y los neutréfilos infiltrados
secretan grandes cantidades de ROS y citoquinas tales como TNFa e interleukina-8§,
favoreciendo la muerte celular y la acumulacion de miofibroblastos. Asimismo,
recientes estudios indican que ciertas adipoquinas producidas por las CEH también
pueden jugar un importante papel en la fibrogénesis hepatica amplificando las senales

. . , . . . . 6.7
inflamatorias y fibrogénicas sobre los mismos miofibroblastos activados.™

Angiotensinégeno

Renina
Angiotensina |

ECA-1

| All | |::> Angiotensina 1-7

ECA-2

[ ]e=—g
Sodio

Retencion de Desarrollo

Vaso_co_nstricc_ién Apoptc_)sis -
Crecimiento Tisular Vasodialtacion

Estrés oxidativo Retencién de Sodio Inhibicion del
Fibrogénesis Fibrogénesis crecimiento
Inflamacion

Figura 2. Sistema Renina Angiotensina. ECA, enzima conversor de angiotensina; AT1-R, receptor
de angiotensina de tipo 1; AT2-R, receptor de angiotensina de tipo 2; MC-R, Receptor de
mineralocorticoides. Figura adaptada de Moreno et al. 2008
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Este hecho ha originado que en los ultimos afios haya habido un gran aumento
de estudios con farmacos interfiriendo las vias de sefializacion implicadas en el aumento
de la produccion de coldgeno como potencial via terapéutica para la fibrosis hepatica.
Numerosas evidencias indican que el sistema renina-angiotensina (RAS, Figura 2) es un
mediador clave en la fibrogénesis hepatica’.

Los componentes claves del RAS se encuentran expresados en los higados
dafiados cronicamente. Las CEH activadas generan angiotensina II (AIl) de novo, el
péptido efector principal de dicho sistema. La AIl induce un amplio abanico de efectos
profibrogénicos en las CEH incluyendo proliferacion celular, migracion, secrecion de
citoquinas proinflamatorias y sintesis de colageno.®” Ademas se encuentra bien descrito
que la atenuacion farmacoldgica o ablacion genética del RAS atentia la fibrosis hepatica
experimental.’

La endotelina-1 (ET-1), al igual que la AIl, ademas de ser un importante agente
vasoconstrictor se encuentra implicada en la fibrosis hepatica. Se conocen tres
isoformas de la endotelina que actian a través de dos receptores (ETA y ETB).'"” La
ET-1 y sus receptores se encuentran sobreexpresados en el higado fibrotico y su
expresion se correlaciona con la severidad de la enfermedad.'' Mientras que la
activacion del receptor ETA estimula el aumento de la concentracién de calcio libre
intracelular en las CEH, y por tanto potencia la contraccion y la proliferacion celular, la
activacion del receptor ETB produce un efecto mayoritariamente antiproliferativo. En
etapas tempranas de estimulacion profibrogénica, el receptor mayoritario en las CEH es
ETA y su activacion tiene como consecuencia la estimulacion de la fibrogénesis. Sin
embargo, en etapas tardias, es el receptor ETB el que resulta mas abundante en las CEH.

Por ello el uso de antagonistas inespecificos de ambos receptores ETA/ETB en ratas con
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cirrosis experimental y ascitis ha tenido como resultado un aumento de la produccion de

colageno hepatico y por tanto de la fibrogénesis. '*
1.2.2. Angiogénesis e inflamacion:

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos capilares a partir de una
red vascular preexistente sin la participacion de CEs precursoras. Este proceso es
fundamental en el adulto, tanto para el proceso reproductivo como para la reparacion
tisular, y se encuentra altamente regulado en condiciones fisioldgicas. Sin embargo,
cuando se altera el balance entre factores angiogénicos y antiangiogénicos, la
angiogénesis se convierte en un importante agente etiopatogénico de un gran niimero de
enfermedades. En este sentido, existen patologias que se caracterizan por excesiva
angiogénesis (el cancer, la artritis reumatoide, la psoriasis, y retinopatias derivadas de
diabetes, la obesidad, el asma y el SIDA) y otras por insuficiente formacion capilar
(fibrosis pulmonar y enfermedad de Crohn, entre otras).”> Hasta el momento se han
descrito dos tipos de mecanismos de formaciéon de nuevos capilares para formar una

nueva red vascular:

El primero se refiere a angiogénesis generada a partir de una pequefia zona
concreta de un vaso preexistente. Este proceso requiere la acciéon de enzimas
proteoliticas tales como metaloproteinasas, plasmina, colagenasa o el activador del
plasmindgeno para catalizar la degradacion de la matriz extracelular y la membrana
basal localizada entre el vaso preexistente y el tejido adyacente (Figura 3a). Tras
debilitar la estructura matricial que contiene la expansion del vaso, las CEs inician la
proliferacion, adhesion y migracion que dard lugar a una nueva extension capilar. En
fases posteriores, necesitara reclutar células murales para estabilizar dicha estructura
inmadura e iniciar la formacion de nueva matriz extracelular que generara la membrana

basal altamente especifica caracteristica del endotelio.'*
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El segundo mecanismo es la invaginacion longitudinal de un capilar en dos o
mas capilares (Figura 3b). Este tipo de angiogénesis tiene lugar por division interna de
un vaso preexistente a través de la formacion de pilares transcapilares dando lugar a dos
nuevas entidades vasculares. En este proceso, la estabilizacion del tejido que divide el
vaso en dos es debida a la invaginacion de la matriz extracelular y de los pericitos que
lo rodean. La repeticion de esta serie de procesos contribuye a la expansion de la red

. 1
capilar."

a)

el

- e

| . <

MEC

Figura 3. Mecanismos de formacion de nuevos capilares; a) Modelo de angiogénesis a partir de una
region puntual. b) Modelo de angiogénesis a partir de la invaginacion longitudinal de un capilar. Figura
inspirada en el articulo de Carmeliet et al. 2000.

La angiogénesis y las alteraciones estructurales en los vasos sanguineos en el
adulto son claves en circunstancias de reparacion tisular, isquemia cardiaca o

enfermedad vascular periférica, crecimiento tumoral o metéstasis. '®
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En la cirrosis hepatica conviven los procesos de reparacion tisular e inflamacion
cronica. Muchos tipos celulares liberan diversos mediadores inflamatorios como TNFa,
TGF-B, IL-1, IL-6, IL-8 o IL-18 que estimulan la angiogénesis de manera directa
actuando sobre las CEs o indirectamente estimulando la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular tipo A (VEGF-A) u otros factores proangiogénicos'’. El
infiltrado inflamatorio hepatico se hace patente desde etapas muy tempranas, incluso
anteriores a las manifestaciones clinicas. Esto sucede especialmente en la hepatitis viral
crénica.'® Dicha inflamacion sostenida contribuye a la progresion de la fibrogénesis y la
cirrosis.” A su vez, la angiogénesis es un elemento esencial para la persistencia y
cronicidad del proceso inflamatorio. Numerosas evidencias in vivo demuestran la
existencia de un intenso proceso de angiogénesis hepatica y esplacnica durante la
cirrosis.”” En este contexto, la angiogénesis en el higado cirrdtico es una reaccion
compensatoria para combatir la falta de oxigeno y nutrientes de las células presentes en
el lugar de la inflamacién. Los vasos sanguineos que se desarrollan en dicho contexto
proinflamatorio son inmaduros y, por tanto, inestables. EI hecho de que sean vasos
inmaduros, con mayor plasticidad, por un lado favorece la elongacion de los capilares
pero, como contrapartida, los convierte en mas susceptibles a sustancias que alteren la

permeabilidad vascular.

1.3. Alteraciones hemodindmicas en la cirrosis. Hipertension portal v circulacién

hiperdinamica.

La hipertension portal es la manifestacion clinica mas frecuente en la cirrosis
hepatica como consecuencia del aumento de la resistencia intrahepatica. Se caracteriza
por un incremento patologico de la presion hidrostética en el interior de la vena porta
por encima de sus valores estandares de normalidad. Dicho fendmeno origina, como

reaccion compensatoria, la formacion de un plexo vascular colateral para derivar parte
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de ese incremento de flujo sanguineo a la circulacion sistémica. Este sindrome es un
componente importante del origen de algunas de las complicaciones asociadas a la
cirrosis como la aparicion de varices gastroesofagicas o la ascitis.”!

Como en cualquier sistema hidrodinamico, la presion portal (PP) viene
determinada por la relacion entre el flujo sanguineo portal y la resistencia que se opone
a dicho flujo (intrahepatica).

La relacion entre la presion, el flujo y la resistencia se define por la ley de Ohm

en la siguiente ecuacion:
P1-P2=QxR

P1 y P2 corresponden al gradiente de presion portal de perfusion hepatica, esto es, la
diferencia entre presion sanguinea de la vena porta y la de la vena cava inferior; Q se
corresponde con el flujo sanguineo de todo el sistema venoso portal y R es la resistencia
vascular que supone el sistema venoso portal, las posibles venas colaterales y el mismo
sinusoide hepatico. Por tanto, un aumento de la presion portal puede ser consecuencia
de dos fenomenos: aumento de la resistencia vascular hepatica o incremento del flujo
sanguineo portal (proveniente del arbol vascular esplacnico). Normalmente, el
mantenimiento de una presion portal alta es consecuencia de una combinacién de ambos
fenémenos. A medida que la cirrosis se cronifica, esta situacion da lugar a derivaciones
vasculares portosistémicas que originan varices gastroesofagicas, lo que aumenta el
riesgo de posibles hemorragias gastrointestinales.”> Debido a la importancia de la
regulacion dindmica de este sistema, existe un estricto control de la secrecion de
sustancias vasoconstrictoras (ET-1, AIl, noradrenalina, AVP, etc) y vasodilatadoras
(NO, CO y adrenomedulina, entre otros) para mantener el equilibrio hidrodinamico.
Después del dano hepatico este equilibrio se desplaza. Se potencia la sintesis de agentes

vasoconstrictores como la ET-1 y la All y, paralelamente, se reduce la produccion de

10
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sustancias vasodilatadoras como el NO hepatico. La disminucién del NO es debida a la
menor actividad de vias de sefalizacion reguladoras de la sintasa endotelial del 6xido
nitrico (eNOS) como lo es Akt.” Ademas de afectar al componente hemodinamico de
la ecuacion, ciertas sustancias como la ET-1 y la AIl aumentan también la resistencia
intrahepatica debido a su actividad como estimulantes de la CEH. De este modo, dichas
sustancias incrementan la formacion de MEC. La acumulacion patologica de MEC
provoca, con el tiempo, la desestructuracion de la arquitectura normal de Ia
microcirculacion hepatica. La distorsion acinar provoca, en ultimo término, la
formacion de nodulos de regeneracion y trombosis vascular. La influencia que ejerce la
acumulacion de MEC en la resistencia intrahepéatica contribuye a agravar las
alteraciones hemodinamicas en la enfermedad hepatica.

En 1953 Kowalski y Abelman describieron por primera vez el sindrome de
circulacion hiperdindmica en pacientes con cirrosis hepatica. Este sindrome se
caracteriza por una marcada reduccion de las resistencias vasculares sistémicas,
hipotension arterial, hipervolemia y aumento del gasto cardiaco (GC). Todas estas
alteraciones dan lugar a un aumento del flujo sanguineo total. El sindrome de la
circulacion hiperdindmica es consecuencia de la conjuncion de dos fendmenos
fisiopatologicos: la vasodilatacion de la circulacion periférica y esplacnica, y la
expansion del volumen plasmatico. La vasodilatacion periférica provoca la activacion
de los sistemas neurohumorales enddgenos como el sistema renina-angiotensina-
aldosterona, lo que estimula la liberacion de la hormona antidiurética (ADH). La ADH
promueve la retencion de sal y agua a nivel renal incrementando, de este modo, el
volumen plasmatico. A pesar de ese intento de compensar la hipotension, si la
enfermedad progresa, la vasodilatacion empeora y acaba por afectar también a la

perfusion renal y pulmonar, lo que provoca, una alteracion en la filtracion glomerular y

11



Introduccion

el intercambio de gases, respectivamente. Dichos fendmenos se conocen como
sindrome hepatorenal y sindrome hepatopulmonar, y son dos de las principales causas de
muerte en pacientes cirréticos. >

1.4. Edema y Ascitis:

Una de las principales complicaciones de la cirrosis hepatica avanzada es la
produccion de elevadas cantidades de liquido ascitico en el interior de la cavidad
peritoneal. Aproximadamente el 50% de pacientes con cirrosis compensada desarrollan
ascitis en un periodo de diez afos desde el inicio de la cirrosis. Este suceso es un
aspecto muy relevante en la historia natural de la enfermedad hepatica en su fase final
porque solamente un 40% de pacientes sobreviven al cabo de 2 afios después de su
inicio (dependiendo de la causa de la cirrosis). La restriccion de la sal y la diuresis son
los apoyos principales de la terapia, y estas medidas son eficaces en aproximadamente
el 90% de los pacientes. La paracentesis de gran capacidad o la desviacion
portosistémica intrahepatica transyugular se pueden utilizar en pacientes con ascitis

refractarias como puente o medida paliativa frente a un futuro transplante.

Un prerequisito basico para la formacion de ascitis en pacientes con enfermedad
hepatica es el aumento de las resistencias vasculares en el higado y la hipertension portal.>
La descompensacion de los sistemas neurohumorales con propiedades antinatriuréticas y la
disfuncién en la hemodinamica sistémica son los principales factores que colaboran en la
acumulacion de ascitis intraperitoneal.”® Sin embargo, en los ultimos afios se ha
descubierto que el endotelio vascular no es una mera barrera fisica de separacion entre el
riego sanguineo y el resto de tejidos sino que posee un papel activo muy importante tanto
en procesos de transcitosis y sefalizacion celular como en la secrecion de sustancias

: 2
vasoactivas. 7
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La ascitis en los pacientes cirroticos estd formada principalmente por sal, agua,
cantidades variables de albimina y globulinas, y un relativamente bajo numero de células
mesoteliales y leucocitos. Debido a su relativamente simple composicion, cldsicamente se
consideraba que la presencia de ascitis tenia poca o ninguna influencia en la red vascular
peritoneal. Sin embargo, dicha afirmacion ha sido puesta en duda en los tltimos afios ya
que se ha demostrado que la ascitis posee actividad proangiogénica en modelos in vivo y
contiene gran nimero de citoquinas proinflamatorias, agentes vasoactivos y proteinas de
la matriz extracelular.”® De hecho, algunos de dichos factores convierten a la ascitis en
un fluido con propiedades vasodilatadoras, proinflamatorias y proangiogénicas.”’** Esa
actividad convierte, por tanto, a la ascitis en un fluido bioactivo que puede contribuir a
cronificar el proceso de extravasacion vascular una vez que €ste se ha iniciado.

Puesto que la ascitis se encuentra localizada en la cavidad peritoneal del paciente
cirrdtico, tradicionalmente se ha culpado directamente al higado como causante de su
formacion. De hecho se demostré en un modelo experimental canino que el higado
cirrtico deja escapar exudado a su entorno.”’ Sin embargo, no quedaba claro si podia
ser el Gnico 6rgano abdominal implicado en su formacidn, ni tampoco los mecanismos

moleculares que gobernaban dicho suceso en la cirrosis hepatica.

2. PERMEABILIDAD VASCULAR:

2.1 Aspectos Generales. Tipos de uniones célula-célula. Uniones endoteliales.

La permeabilidad vascular puede ser definida como el movimiento de fluidos y
moléculas entre el compartimiento vascular y el extravascular. El proceso de
permeabilidad vascular es muy complejo y depende de un gran nimero de variables
como, por ejemplo, las propiedades fisicas del fluido o las moléculas que son transportadas
(tamafio, carga o configuracion), gradientes entre compartimentos (presion o

concentracion) y el modo de transporte (a través de canales o vesiculas dentro de una
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célula individual o a través de las uniones interendoteliales entre células adyacentes).”* La
integridad de la unidon endotelial célula-célula y la funcion de la barrera vascular se
encuentran reguladas por una serie de moléculas de adhesion que reciben el nombre de
uniones celulares. Las uniones celulares son regiones especializadas de la membrana
plasmatica en las que se concentran proteinas transmembrana especiales, mediante las
cuales se establecen conexiones entre dos células o entre una célula y la matriz
extracelular. Existen diversos tipos de uniones celulares:
A- Uniones de oclusion (o estrechas):

Separan medios de composicion muy diferente. Estdn compuestas por las
proteinas claudinas y ocludinas que se disponen en cadenas a lo largo de la linea de union
para formar una barrera (Figura 4). Su funcion es impedir la libre difusion de los solutos o
moléculas hidrosolubles. Ademas, mantienen la polaridad de los epitelios impidiendo que
las proteinas transportadoras puedan difundir de un dominio a otro de la célula. Se

localizan en gran cantidad entre las células epiteliales intestinales.

Membrana plasmética Célula 1

A
Espacio v | » ‘ - " l
intercelular 0.6 um N
Zona de Célula 2 Claudina Ocludina
sellado de
uniones de Y

oclusion

Region citoplasmatica
de membrana lipidica

Célula 2

Figura 4. Uniones de oclusion. Figura adaptada de Alberts et al. 2002
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B- Uniones de comunicacion o de hendidura (tipo GAP)

Se componen de canales entre dos membranas plasmaticas de tal manera que se
produce una comunicacién directa entre los citoplasmas de dos células vecinas. Este
fendmeno permite el paso de iones inorganicos y pequefias moléculas hidrosolubles. Un
canal es un conexon formado por 6 subunidades denominadas conexinas (Figura 5). Su
funcién es la de permitir el acoplamiento eléctrico y metabdlico entre células vecinas.

Son importantes en el sistema nervioso, el musculo cardiaco y el musculo liso.

membranas
plasmaticas

canal de 1.5 nm
de diametro

dos conexones en conﬁnuidd <
formando un canal abierto entre

Lcelulas advacentes
l homomérico
heteromérico homotipico heterotipico
Conexinas Conexones Canales intercelulares

Figura 5. Uniones de hendidura. Figura adaptada de Alberts et al. 2002.
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C- Uniones de anclaje:

Son uniones que conectan los citoesqueletos de dos células vecinas o el
citosqueleto a la matriz extracelular dando resistencia a los epitelios. Son especialmente
importantes en los tejidos sometidos a tension mecanica como el endotelio vascular.
Clasificacion:

C1. Unién de filamentos de actina:

. , , Membranas
- Uniones adherentes (célula-célula): Son ”
plasmaticas
uniones estables célula-célula que se extienden a lo a3 1 / \ célula 2

largo de todo el perimetro celular. Las caderinas de
ambas células se unen directamente por su region

extracelular. Por su dominio citosolico se unen a

i ; ‘ ; actina roteinas
filamentos de actina a través de proteinas de anclaje dimeros de <110e anclaje

(catenina,
vinculina,
a-actinina)

caderina
(Figura 6). La polimerizacion de las caderinas se

regula sobretodo a través de la modificacion de los
Figura 6. Uniones adherentes. Figura

niveles de calcio intracelular. adaptada Alberts et al. 2002.
- Contactos focales (célula-matriz proteina de la matriz extracelular
X
|==r=—==z

. N

extracelular): Son uniones estables entre la '

subunidades _

r . . de inteqgrina

célula y la MEC. Las integrinas se unen por ¢
membrana

plasmatica ESPACIO

su dominio extracelular a una proteina de la EXTRACELULAR

CITOPLASMA
w-actinina, talina
o filamina

MEC y a través de su region intracelular a

los filamentos de actina mediante un vinculina

filamento —

complejo proteico formado por diferentes e aciing

. . Figura 7. Contactos focales. Figura adaptada
proteinas acopladoras (Figura 7). de Alberts et al. 2002.
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C2. Unién a filamentos intermedios:

- Desmosomas (célula-célula): Son contactos puntuales célula-célula. Proteinas

de la familia de las caderinas que se unen directamente a través de su dominio
extracelular. Por su region citosolica se unen a los filamentos intermedios o queratinas

mediante proteinas de union (Figura 8). Proporciona a la célula fuerza de traccion.

Proteinas de la familia de las
caderinas

Placa citoplasmica formada por
proteinas de anclaje

Filamenfos___
— intermedios-=

Proteinas
de unién

i".l: !’__

Filamentos de queratina
anclados en la placa W
citoplasmice

Espacio intercelular

Membranas de células
adyacentes

Figura 8. Desmosomas. Figura adaptada de Alberts et al. 2002.

- Hemidesmosomas (célula-MEC): Son uniones célula-matriz extracelular. Las

integrinas se unen por su region extracelular a la laminina de la ldmina basal y por su

dominio citosoélico a los filamentos de queratina mediante proteinas de union (Figura 9).

‘ Filamentos Intermedios ‘

Proteinas de
Union.

Léamina Basal A
Ay
. N A
AY
Y
‘\ MerlLbrana l-Integrina
Plasmatica

Lamina Basal —rLaminina

Figura 9. Hemidesmosomas. Figura adaptada Alberts et al. 2002.
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Uniones celulares endoteliales: En el endotelio vascular conviven diversos tipos
de uniones intercelulares de las mencionadas para mantener la homeostasis hidrosalina de

la sangre (Figura 10).

(- _-_-—f——_*_.__+___
_ el AN Uniones oclusivas N
_ Claudina \'
Ocludina o MM
\ V4
ESAM \?O' ¢

| | R
=l

Nectina™" "-.\"}\) b

Célula endotelial

<

VE-cadherina

: 4 VEPTP|
.\ 7-"“, 3

Célula endotelial PCAM/

__ " Eac.*“e””a’ ﬂ%

" Pericito

Figura 10. Uniones interendoteliales. Figura adaptada de Dejana et al. 2004.

Ademas del importante papel de las uniones celulares, el flujo sanguineo es un
componente que ejerce una notable influencia como fuerza impulsora del movimiento de
fluidos a través de los vasos sanguineos. Pero ademds de dichos componentes
fisicoquimicos, existen diversos factores sintetizados y liberados por diversos tipos
celulares en respuesta a diferentes estimulos fisicos o quimicos que pueden afectar al
proceso de permeabilidad vascular. Dichas sustancias constituyen un amplio abanico de
mediadores inflamatorios o proangiogénicos. Por ejemplo, la Histamina, VEGF-A o la
Angiopoyetina 2 (Ang-2) pueden actuar a diferentes niveles de regulacion de la
extravasacion por diferentes vias de sefializacion, o colaborar sinérgicamente en un mismo

proceso fisiologico o fisiopatologico. Por todas estas razones, los mecanismos de
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permeabilidad vascular se pueden clasificar, a grandes rasgos, en dos grandes grupos:
Mecanismos fisicos y mecanismos mediados por sustancias vasoactivas.

2.2. Mecanismos que regulan la permeabilidad vascular:

2.2.1. Mecanismos fisicos.

Un vaso sanguineo puede ser considerado como un conducto semipermeable por
el que circula un fluido con una determinada concentracidon proteica (presion oncdtica),
a un determinado flujo y, por tanto, es posible aplicar a este sistema la ley de Fick. La
ley de Fick es una ley cuantitativa formulada como ecuacion diferencial que describe
diversos casos de difusion de materia o energia en un medio en el que inicialmente no
existe equilibrio quimico o térmico. En situaciones en las que existen gradientes de
concentracion de una sustancia, se origina un flujo que tiende a homogenizar la
disolucion y uniformizar la concentraciéon. El flujo homogenizador seria una
consecuencia estadistica del movimiento azaroso de las particulas que da lugar al
segundo principio de la termodindmica. Asi que los procesos fisicos de difusion pueden
ser analizados como procesos fisicos o termodindmicos irreversibles. El enunciado
general para membranas semipermeables de la ley de Fick reza que, en el caso de existir
diferencia de concentracion de cualquier especie (concentracion de sustancia o
temperatura) entre ambos lados de la membrana, el paso aleatorio de moléculas a través
de la misma tendra lugar desde las regiones con mayor concentracion hacia las regiones
de menor concentracion (Figura 11). El flujo de sustancia ird en sentido opuesto al
gradiente de concentracion y, si éste es débil, podra aproximarse por el primer término

de la serie de Taylor, resultando la ley de Fick:

J=-DVC
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Siendo D el coeficiente de difusion de la especie de concentracion C. D es
caracteristica tanto del soluto como de la especie en que se disuelve. J es el flujo de
sustancia.

Por lo general, los procesos de difusion de solutos estan sujetos a la ley de Fick
permitiendo el paso de particulas y disolvente siempre a favor de gradiente de
concentracion (Figura 11). La difusion es un proceso que no requiere aporte energético
y es el método mas habitual como forma de intercambio celular de solutos. Aunque se
han realizado aproximaciones matematicas mucho mas complejas que las mencionadas
utilizando vasos sanguineos aislados,”” resulta practicamente imposible cuantificar con
un modelo matemadtico estatico la enorme dindmica que suponen los cambios de
sefalizacion en la membrana celular endotelial. También suma dificultades a este
respecto el diferente comportamiento de las distintas regiones que forman la membrana
endotelial (luminal, interendotelial, vasolateral) en respuesta a sustancias vasoactivas o

cambios hemodinamicos in Vvivo.

.:....: .. ® e ® ®
*2® g o0 P @ q®
.:.a... . ® o
Membrana |ml|l'i'ﬂ Htlu'l HI “: I]I]'mﬂ

ipidica | (L IIH U

Espacio Intracelular

TEVFO I

Figura 11. Esquema de difusion pasiva de soluto a través de membrana celular
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2.2.2. Sustancias vasoactivas.

En los ultimos afos se ha puesto de manifiesto que el endotelio vascular posee un
papel activo muy importante en la regulacion de la permeabilidad vascular, sobretodo en
procesos tumorales,** pero también en todas aquellas enfermedades que cursan con edema
y/o ascitis. Contrariamente a los mecanismos fisicos o pasivos, la mediacion de vias de
sefializacion para estimular la circulacion de sustancias a través de la membrana endotelial
€s un proceso activo y, por tanto, requiere gasto energético en forma de ATP.
Determinadas sustancias vasoactivas como VEGF y Angiopoyetina-2 pueden inducir
extravasacion de solutos de diferentes tamaios a través del endotelio por medio de un gran
numero de mecanismos como son las fenestraciones (o fenestrae), caveolas (o caveolae),
organelas vesiculo-vacuolares (VVOs), a través del paso de las uniones interendoteliales o
por difusion simple (Figura 12). La hiperpermeabilidad, en ultima instancia, depende de
los gradientes de presion relativa entre el compartimento vascular y el extravascular. Por
tanto, no se contempla que un vaso pueda ser hiperpermeable si no existe una presion

intersticial superior a la del interior del vaso sanguineo.

Célula endotelial

Fenestrae

AlbUmina

Presion
intravascular

Uniones
Cel-cel

MEC

Edema local y
dafio tisular

Presion
intersticial

Figura 12. Mecanismos de transporte activo de sustancias. Figura inspirada en Weiss et al. 2005.
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2.3. Neovascularizacion v permeabilidad vascular:

2.3.1. Factores proangiogénicos:

El higado cirrotico experimenta un intenso proceso de angiogénesis en respuesta
a la hipoxia tisular y al aumento de la resistencia intrahepatica. Como en cualquier otro
proceso fisiopatologico, existe un estrecho equilibrio entre todos los agentes que
colaboran para llevar a cabo la generacion de un vaso sanguineo a partir de uno ya
existente. Algunos de dichos agentes se comportan como desestabilizadores de la
estructura basal, volviéndola mas elastica, para permitir la proliferacion y migracion de
las CEs de manera direccionada, o polarizada, hacia aquellas regiones que necesiten
riego sanguineo. Dichos agentes proangiogénicos, junto con otros factores, reclutaran
finalmente células alrededor del vaso sanguineo (pericitos) para estabilizar la estructura
formada. En aquellos procesos donde la angiogénesis concurre con la inflamacion
dichos vasos inmaduros son especialmente susceptibles de sufrir pérdidas de plasma
hacia el entorno perivascular (edema).

2.3.1.1. Familia del factor de crecimiento endotelial vascular.

VEGF fue purificado en el afio 1989 por Napoleone Ferrara que lo describid
como un potente mitdgeno proveniente de las células foliculares de la pituitaria bovina.
Dicho polipéptido ya habia sido previamente aislado por Harold Dvorak quien lo
bautizé en 1983 como factor de permeabilidad vascular (VPF) debido a su gran
capacidad de inducir extravasacion plasmatica.

La familia del VEGF es esencial para los procesos de diferenciacion,
proliferacioén y quimiotaxis en la vasculogénesis, angiogénesis fisiologica y patologica y
en la linfoangiogénesis. La importancia de la funcion de este sistema en el organismo se
ejemplifica en que la pérdida de un alelo de VEGF causa defectos vasculares

embrionarios letales.>’
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La familia del VEGF esta formada por 7 genes que dan lugar a glicoproteinas
diméricas estructuralmente relacionadas:

- VEGF-A (conocido como VEGF)

- VEGF-B

- VEGF-C

- VEGF-D

- VEGF-E (del virus huérfano parapox)

- VEGF-F (del veneno de serpiente)

- PIGF (Factor de crecimiento Placentario)

El gen de VEGF-A genera 5 isoformas a partir de un splicing alternativo dando
lugar a péptidos de 121, 145, 165, 189 o0 206 aminoacidos (las formas murinas tienen un
aminoacido menos). Las isoformas 121, 165 y 189 son las que se encuentran con mayor
frecuencia tanto a nivel circulante como en los tejidos y, por tanto, son las que

desempeinian las funciones principales caracteristicas de dicha familia (Figura 13).

unién TGA
, ATG  secuencia lugar unién heparina )
5UTR sefial dimerizacién VEGFR2 4 3J’UTR
—:_ | VEGFxs
unién proteolisis N-glicosilacion Unién
VEGFR1 plasmina neuropilina

—:“ | VEGFs
_:E/i | VEGF
—:!/\— | VEGFs

—:D/\l | VEGFus
—:i/\T | VEGF:,

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 EXx5 Ex6 Ex7 Ex8

Figura 13. Estructura exénica del mRNA de VEGF. Figura adaptada de Bates DO et al. 2002.
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Aunque muchas de las acciones “in vitro” de dichas isoformas de VEGF-A son
comunes, su comportamiento es divergente cuando se trata de sistemas “in vivo”. Esto
es debido a las diferentes propiedades fisicoquimicas de cada fragmento.*® Por ejemplo,
VEGF 45 es la isoforma mas abundante y estudiada. Es una molécula con carga positiva
que se une a dominios de heparina, y se puede encontrar tanto en forma soluble como
unida a membrana a través de la MEC. Tanto esta isoforma como VEGF g9 y VEGF¢6
(que también se unen a dominios heparina) tras unirse a la MEC pueden ser liberadas
mediante la accion de proteasas (como la uroquinasa) secretadas en el entorno de
manera autocrina o paracrina. VEGF,; es un polipéptido acido que no se une a heparina
y, por tanto, se encuentra de manera soluble pudiendo difundir, de este modo, con
mucha mas facilidad. Sin embargo, la pérdida del dominio de unidén con heparina
produce una disminucion de la actividad mitogénica de VEGF-A. Esto significa que
VEGF¢s posee las caracteristicas Optimas en cuanto a disponibilidad y actividad
biologica.*”-**

La expresion de VEGF se encuentra altamente regulada principalmente a nivel
transcripcional. En este sentido, la hipoxia es uno de los principales estimulantes de la
sintesis de VEGF, tanto por estimulacion directa del promotor del gen como por
estabilizacion del mRNA. Diversos factores de crecimiento pueden promover su sintesis
(EGF, PDGFBB, IGF-1, FGF, TNF, HGF, TGFa, TGFB y otras interleuquinas
proinflamatorias como IL1a, IL1f, IL-6, IL-10 e IL-13). También pueden inducir su
trascripcion algunas hormonas como la TSH, ACTH, gonadotropinas, estradiol y las
progestinas.

No solamente incrementando la expresion de VEGF se puede potenciar su
accion vascular sino también aumentando la actividad de la proteina encargada de

liberarlo de la membrana, esto es, el activador de la uroquinasa de plasmindégeno y su
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receptor (UPA/uPAR).* De hecho, este sistema de activacion permite un aumento

sostenido de actividad de forma localizada en aquella region del tejido afectado sin

perturbar la red periférica vascular. En ultima instancia, el control de su liberacion

permite llevar a cabo una mejor regulacién de la actividad de VEGF tanto para realizar

de manera continua y progresiva el complejo proceso de angiogénesis como para

cronificar procesos inflamatorios localizados.

2.3.1.2. Receptores de VEGF. Funciones.

La familia de VEGF se une y activa tres receptores tirosina quinasa

transmembrana (Figura 14):

VEGFR; 0 FIt-1. Posee afinidad por los
factores VEGF-A, VEGF-B y PIGF-1 y 2.
Este receptor se expresa en las CEs, células
musculares lisas y monocitos, entre otras.
VEGFR;, KDR o0 Flk-1. Posee afinidad por
los factores VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D y
VEGF-E. Este receptor se expresa
predominantemente en las CEs vasculares
sanguineas.

VEGFR; 0 Flt-4. Posee gran afinidad por los
factores VEGF-C y VEGF-D. Este receptor se

localiza principalmente en las CEs linfaticas.

PIGF | VEGF-A | VEGF-B VEGF-C VEGF-D

\KM

0000

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(Fit-1) (KDR/Flk-1) (Fit-4)

Figura 14. Receptores de la familia
de VEGF
Yancopoulos GD et al. 2000

Ademas de los mencionados receptores de membrana existen tres receptores mas

en esta familia pero sin dominio tirosina quinasa: Una forma soluble del VEGFR;

(sVEGFR;), NP1 y NP2. La forma sVEGFR, podria funcionar como un secuestrador

natural de VEGF ya que competiria por la union del polipéptido sin posibilidad de
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realizar un efecto intracelular. Respecto a NP1, dicho receptor es capaz de unir PIGF,
VEGF-B y VEGFA 45 pero no VEGFA ;. Dicho receptor funciona como co-receptor
sinérgico de la interaccion de VEGF con VEGFR, y VEGFR; incrementando la
angiogénesis tumoral “in vivo”. En cambio, NP2 se une a VEGFA 145, VEGFA 45, PIGF
y VEGF-C y se encuentra mas relacionado con formacion de vasos linfaticos.*'

La mayoria de las sefiales angiogénicas y promotoras de permeabilidad vascular
inducidas por la molécula VEGF-A en las CEs estdn mediadas por el receptor 2 de
VEGF. VEGFR; estd formado por una region extracelular de 7 dominios tipo
immunoglobulina, una region transmembrana y un dominio tirosina quinasa de 70
aminoacidos. Ademdas de expresarse en las CEs, también se expresa en células
neuronales, osteoblastos, megacariocitos y células progenitoras hematopoyéticas. La
expresion del receptor se encuentra regulada por sus mismos ligandos. Al igual que
sucedia con su ligando, la expresion de este receptor resulta esencial para el desarrollo
vascular. Los ratones deficientes en VEGFR, mueren por deficiencias en el proceso de
vasculogénesis y en la formacién de células hematopoyéticas.**

Las células endoteliales expuestas a VEGF permiten el paso de sustancias de
diferentes tamanos por una gran variedad de mecanismos moleculares. VEGF puede
inducir la formacién de fenestraciones o de pequefios poros permitiendo el paso de
solutos de bajo peso molecular.” VEGF también induce la formacién de caveolas,
(pequenas invaginaciones del plasmalema) y organelas vesiculo vacuolares (VVO,
fusién de vesiculas para formar un canal a través del citoplasma de la célula endotelial)
que permiten el transporte vesicular de pequefias proteinas a través del citoplasma de
una célula endotelial singular. El paso de proteinas de alto peso molecular, en cambio,
ocurre muy probablemente a través de las uniones entre células endoteliales adyacentes.

Se han descrito como limites funcionales del transporte transvascular los valores de
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corte de tamafio de poro entre 200 nm y 1,2 um en vasos asociados a tumores
subcutaneos. **

El tamafio y el nimero de uniones celulares y poros se ven afectados por VEGF
de manera dosis-dependiente y varia entre lechos vasculares. Esto sugiere que existen
diferentes umbrales de dosis para VEGF en diferentes tejidos o tipos de tumores.
Diversos estudios han demostrado que concentraciones muy concretas de VEGF
exdgeno podrian ser utilizadas para manipular la barrera vascular y aumentar la
liberacion de agentes antitumorales.*> Cuando la integridad de las uniones entre CEs se
deteriora in vivo, la consecuencia es la extravasacion de proteinas del plasma y células
sanguineas.

La union de VEGF al receptor VEGFR; bloquea la comunicacién entre uniones
de células endoteliales adyacentes, en gran medida a través de la activacion de las
quinasa Src y Yes*' y de la fosforilacion de la protéina conexina-43 (Figura 15). VEGF
también es capaz de alterar la estabilidad de las uniones estrechas por medio de la
fosforilacion de la proteina zonula ocludens (ZO-1) y ocludina, también en gran parte a
través de la via de Src.*® Muchas proteinas de las uniones adherentes (VE-caderina, -
catenina, y-catenina/placoglobulina y p120 catenina) son también fosforiladas por el
dominio tirosina quinasa del propio VEGFR,, tras la activacion del mismo,"’
conduciendo al debilitamiento de los contactos célula-célula entre CEs in vitro. In vivo,
se ha comprobado que el bloqueo de la actividad de la VE-caderina (mediante un
anticuerpo) es suficiente para provocar extravasaciéon vascular y hemorragia.*®

Una gran variedad de otras vias de sefializacion iniciadas por VEGF y VEGFR;
pueden actuar contribuyendo a la extravasacion. Por ejemplo, la fosforilacion de eNOS,
PLC-y, la proteina quinasa C o la via clésica de proliferacion celular RAS-Raf-1-MEK-

MAPK, entre otras. A parte de estas vias, VEGF activa la quinasa p21 (PAK) que se
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localiza en las uniones interendoteliales y se requiere para la fosforilacion de la cadena
ligera de la miosina y la contractibilidad celular.* En ausencia de VEGF, la activacion
del VEGFR; debida a estrés de cizalla es suficiente para inducir una respuesta de
permeabilidad vascular mediada por integrinas (Figura 15). Dicha activacion resulta en
la reorganizacion de las proteinas de las uniones adherentes.’! Incluso la proteina de
adhesion focal (FAK) de la via de sefializacion mediada por integrinas es efectiva en el
proceso de hiperpermeabilidad inducido por VEGF.”> Aunque la transduccion de
sefales de quinasas, fosfatasas, moléculas de adhesion célula-célula o célula-matriz, y
las fuerzas fisicas son todas requeridas para estimular la extravasacion vascular,
continua siendo poco comprendido como estas vias de sefializacion tan dispares pueden

converger para crear un estimulo tinico de hiperpermeabilidad en respuesta a VEGF.
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Figura 15. Vias de sefializacion implicadas en la permeabilidad vascular inducida por VEGF y
VEGFR,. Figura adaptada de Weiss SM et al. 2005.
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El edema es la acumulacion de fluidos en el espacio extravascular y se asocia
con hinchazén local y aumento de la presion intersticial. Los lugares de extravasacion
donde la membrana basal queda expuesta pueden atraer plaquetas™ o incluso células
tumorales™® para utilizar esa zona como lugar de adhesion o de migracién
transendotelial. Las propias plaquetas adheridas a la obertura entre células endoteliales
pueden, a menudo, liberar grandes cantidades de VEGF, por tanto induciendo mas
extravasacion y atrayendo mas plaquetas. Ademas, pueden rapidamente ocluir un vaso
pequeio y causar isquemia local, lo que puede inducir todavia mucha mas expresion de
VEGF y por tanto estimular la aparicion de mas oberturas interendoteliales.

VEGFR; también esta formado por un dominio extracelular con siete dominios
de tipo inmunoglobulina, una regidon transmembrana y un dominio intracelular tirosina
quinasa. Tal como sucede con VEGF-A, la expresion de VEGFR; se estimula también
directamente por hipoxia. Aunque su dominio quinasa tiene una actividad muy baja,
algunos estudios sugieren que VEGFR; es critico en el proceso de angiogénesis en
adultos, mayoritariamente en condiciones patologicas.” La importancia de este receptor
queda patente en que los ratones deficientes en VEGFR; mueren a causa de una
desorganizacion vascular causada por el crecimiento exagerado de las CEs. Por tanto,
VEGFR| podria funcionar como un secuestrador de VEGF-A durante la embriogénesis
regulando la actividad de VEGFR, por competicion con el sustrato en los vasos
sanguineos en desarrollo.”

2.3.1.3. Familia de las angiopoyetinas.

Otro sistema de sefializacion involucrado en el mantenimiento, crecimiento y
estabilizacion de los vasos sanguineos es el formado por las angiopoyetinas y sus
receptores. Este sistema consta de dos receptores tirosina quinasa (Tie-1 y Tie-2) y

cuatro ligandos: Ang-1, Ang-2, Ang-3 y Ang-4. Los ligandos mas conocidos y mejor
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caracterizados de Tie-2 son Ang-1 y Ang-2. Sorprendentemente, de momento no se ha
identificado ningin ligando para Tie-1. De todos modos, a concentraciones muy
elevadas, Ang-1 es capaz de unirse a Tie-1 a través de integrinas. ®>’

Ang-1 se expresa de manera constitutiva en diferentes tipos celulares: pericitos,
células de musculo liso, fibroblastos y algunas células tumorales. La expresion
constitutiva de Ang-1 y los bajos niveles de fosforilacion de Tie-2 en la red vascular
adulta sugieren que la sefializacion de Tie-2 mediada por Ang-1 se encarga de controlar
la quiescencia vascular.

Ang-2 se une a Tie-2 pero no induce la fosforilacion del receptor, sugiriendo que
Ang-2 actiia como antagonista de dicho receptor.”® Los ratones deficientes para Ang-2
se desarrollan con normalidad salvo que algunos de ellos mueren al cabo de 14 dias a
causa de la aparicion de ascitis quilosa y edema subcutaneo caracteristicos de una
malformacién de los vasos linfaticos.”” La liberacién de Ang-2 da lugar a una
desestabilizacion rapida del endotelio, sugiriendo que Ang-2 funciona como un
regulador negativo del endotelio en estado quiescente. Ademas, Ang-2 desencadena una
respuesta inflamatoria por medio de la activaciéon del endotelio y la induccion de
permeabilidad vascular.®’ La localizacion de la Ang-2, en condiciones normales, es casi
exclusiva de las CEs aunque también se ha detectado en otros tipos celulares.

La expresion de Ang-2 esta altamente regulada tanto por hipoxia como por
diversas citoquinas como el FGF-2, VEGF y TNFa o por los niveles elevados de
glucosa o superdxido.®! Contrariamente a la expresion relativamente estable de Ang-1,
Ang-2 se expresa principalmente en regiones de remodelado vascular, incluyendo el
aparato reproductor femenino y algunos tumores.*” En estos tejidos, Ang-2 se encuentra
sobreexpresada conjuntamente con VEGF-A especificamente en los lugares de

angiogénesis activa, mientras que en zonas de regresion vascular, la expresion de
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VEGF-A en relacion con Ang.-2 esta disminuida. Estas observaciones sugieren un
modelo donde la unidon de Ang-2 a Tie-2 no induzca ninguna funcion especifica, sino
que interfiera con el efecto estabilizador de Ang-1 aumentando la sensibilidad de los
vasos a la accion de otros factores proangiogénicos. En consistencia con este modelo,
diversos laboratorios han demostrado que Ang-2 es capaz de potenciar la capacidad de
respuesta a VEGF en diferentes territorios vasculares.®

Otros estudios han demostrado que Ang-1 y Ang-2 tienen funciones similares.
Por ejemplo, la estimulacion sostenida de CEs con Ang-2 es capaz de inducir la
fosforilacion de Tie-2, asi como la sefializacion de Akt que promueve supervivencia y
migracion celular. Ademas, Ang-2 puede estimular la quimiotaxis y la formacion
tubular de CEs en geles de colageno o en esferoides. En este contexto, estudios in vivo
han demostrado que Ang-2 puede actuar como factor proangiogénico.**

2.3.1.4. Receptores de las angiopoyetinas. Funciones.

Tanto Ang-1 como Ang-2 se unen al mismo

Ang3 Angd

lugar del dominio extracelular de Tie-2 con afinidades

similares (Figura 16). La unién de Ang-1 a Tie-2

provoca la autofosforilacion del receptor lo que
promueve migracion y supervivencia endotelial. Este
concepto se refuerza en que los ratones deficientes en

Ang-1 y Tie-2 muestran fenotipos similares, ya que
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sugiere que la activacion de Tie-2 por parte de Ang-1 Figura 16. Receptores de la familia de
las angiopoyetinas.
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interacciones célula-célula y célula-MEC, desempefiando un papel importante en el
reclutamiento de células periendoteliales en los vasos sanguineos. Los ratones
deficientes en Ang-1 presentan un fenotipo menos severo que los carentes de Tie-2,
sugiriendo que otras angiopoyetinas pueden participar en la sefalizacion de Tie-2
durante el desarrollo vascular.®

Ambos receptores se expresan casi de manera exclusiva en las CEs y en células
progenitoras hematopoyéticas, aunque la expresion de Tie-2 también se ha encontrado
en monocitos y eosindfilos asociados a tumores. Tie-1 y Tie-2 tienen una estructura
similar que consiste en un dominio extracelular con un 33% de similitud y un dominio
tirosina quinasa intracelular que muestra una similitud del 67 %.

El hecho de que las células musculares lisas no expresen Tie-2 ha llevado a la
hipotesis de que las CEs regulan el recubrimiento de las células musculares de manera
paracrina mediante la activacion de Tie-2. De esta manera Ang-1, derivada de células
mesenquimales, activa Tie-2 en CEs en aquellos vasos que se encuentran en desarrollo.
Estas CEs, por su parte, producen y secretan sustancias quimiotacticas como serotonina,
PDGFBB, TGFp o EGF, que se encargan de reclutar las células murales para estabilizar
los nuevos vasos sanguineos formados.*®

La fosforilacion de Tie-2 por parte de Ang-1 activa diferentes cascadas de
sefalizacion celular que activan diferentes proteinas efectoras. Entre esas vias se
destacan la via PI3K/Akt, que parece ser esencial para la supervivencia, migracion y
formacion tubular inducida por Ang-1; la via Dok-R-PAK y las GTPasas RhoA y Rac-
1, involucradas en el efecto migratorio inducido por Ang-1 o la via Ras-Raf-1-MEK-
MAPK, entre otras.’”®® La unién de PI3K a Tie-2 activa Akt y media los efectos
antiapoptoticos de Ang-1 asi como la activacion de eNOS.” Ademas, Akt fosforila e

inactiva el factor de transcripcion forkhead que a su vez es un potente inductor de
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expresion de Ang-2. La activacion de Tie-2 también da lugar al reclutamiento del
inhibidor del factor nuclear NF-kB ABIN-2, que inhibe la via de NF-kB protegiendo las
CEs de la apoptosis mediante la inhibicién de respuestas inflamatorias. "

Ang-1 también posee efectos protectores sobre el endotelio vascular mediante su

7172 En este contexto, Ang-1 induce la

accion antipermeabilizante y antiinflamatoria.

expresion y fosforilacion de PECAM-1 asi como la fosforilaciéon de VE-Caderina en las

uniones interendoteliales. Por otro lado, Ang-1 estabiliza los vasos mediante el

reclutamiento de pericitos y la estimulacion de sintesis de PDGFBB por parte de las

CEs para contribuir a la sinergia de ese efecto.”” La mayoria de estas acciones son

mediadas por la activacion de la via de PI3K y la consiguiente activacion de Akt.”™
2.3.1.5. Apelina. Caracteristicas generales.

La apelina es un péptido que fue aislado por primera vez en 1998. Es el unico
ligando enddgeno conocido del receptor huérfano angiotensin like receptor 1 (AGTRL-
1) también conocido como APJ. Las isoformas principales de la apelina son: apelina-13,
apelina-17 y apelina-36, respectivamente de 13, 17 y 36 aminoacidos.”” Dichas
isoformas derivan de su precursor preproapelina que ha sido clonado tanto en el hombre
como en diversas especies de animales. El espectro de eficacia de las diversas isoformas
varia con el peso molecular: cuanto menor es el tamafo, mayor es la afinidad del
péptido por el receptor.™

La apelina fue descrita, en un principio, como un neuropéptido producido por el
nucleo supradptico capaz de inhibir la secrecion de vasopresina a nivel hipotalamico.”
Ademas de estar presente en el sistema nervioso central, la amplia localizacion del

receptor en otros tejidos ha abierto nuevas vias de investigacion y sugiere nuevas

posibles interacciones fisiopatoldgicas.
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La apelina y su receptor se encuentran ampliamente expresados en el sistema
nervioso central y sus tejidos periféricos, especialmente en las CEs, leucocitos,
enterocitos, adipocitos y cardiomiocitos.’”*’®

La apelina parece que también puede estar involucrada en la fisiopatologia de la
diabetes puesto que estimula la utilizacion de glucosa por parte de los tejidos.”” Ademas
los pacientes diabéticos presentan unos bajos niveles circulantes de dicho péptido.™

La regulacion de esta hormona no ha sido completamente definida todavia.
Diversos estudios han demostrado que el aumento de la expresion de apelina se
encuentra asociado con la activacion de vias de sefializacion estimuladas por
glucocorticoides, insulina® y somatotropina.® En el tejido adiposo, su regulacion
parece estar bajo el control del TNFa.* Otro dato que sugiere algin tipo de relacion de
la apelina con el proceso inflamatorio es la elevada expresion de su receptor APJ en
macrofagos y en células de Kupffer.”* Recientes investigaciones también demostraron
que la apelina puede estimular la neovascularizacién en ausencia de VEGF.* Aunque
en algunos estudios la sobreexpresion de apelina se relaciona con un proceso
inflamatorio,”> en otros se describe exactamente lo contrario,”® por lo que la
implicacion de dicho péptido en inflamacion continua resultando controvertida. Por
tanto, sus efectos han de ser cuidadosamente analizados dependiendo del érgano y de la
estirpe celular a la que se haga referencia.

2.3.1.6. Receptor de la apelina. Funciones.

El receptor APJ (Figura 17) consta de siete

dominios transmembrana y pertenece a la familia de

los receptores acoplados a proteina G.*’ La
secuencia de aminoacidos del receptor APJ posee APJ

un 31% de homologia con la del receptor 1 de  Figura 17. Receptor de la apelina (APJ).
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angiotensina (AT1), de ahi su denominacién como receptor relacionado con
angiotensina 0 AGTRL-1. Sin embargo, se ha demostrado que AIl no tiene ninguna
afinidad por APJ. De hecho, la activacion del sistema de la apelina vascular parece
actuar como contraregulador del efecto vasoconstrictor de la AIl. Mediante analisis de
expresion génica se ha determinado que el tejido pulmonar y el bazo producen, en
condiciones normales, la mayor cantidad de APJ.*® El gen del APJ es una secuencia que
carece de intrones por lo que se considera evolutivamente reciente. Su regulacion
transcripcional, a dia de hoy, todavia esté siendo analizada.

APJ se encuentra acoplado a una proteina G de tipo inhibitoria o Gi cuya
activacion se encuentra involucrada en un abanico de efectos fisiologicos tales como la
regulacion del equilibrio hidrosalino, la regulacion del tono vascular,” asi como el
desarrollo y la contractibilidad cardiaca.’**

La activacion de APJ provoca la inhibicion de la produccion de AMP ciclico
(AMPc) y la activacion de un intercambiador de tipo I de Na+/H+. A través de la
primera via mencionada, la apelina produce vasodilatacion arterial. Dicho efecto
vascular es consecuencia directa de la induccion de la sintasa endotelial del 6xido
nitrico (eNOS) que sintetiza el vasodilatador NO. La activaciéon de eNOS también
estimula una cascada de quinasas reguladas por via de sefalizacion extracelular.” Por
otro lado, la activacion del intercambiador de Na+/H+ en cardiomiocitos produce un
incremento de la contractibilidad miocardica in vitro e in vivo.”*

Los ratones deficientes en APJ no presentan ningin cambio fenotipico relevante,
excepto una elevada respuesta vasoconstrictora a la AIL”> Ademas, la infusion de
apelina disminuye transitoriamente la presion arterial en animales wild-type e

hipertensos. Es posible antagonizar dicha hipotension tratando los animales con L-

35



Introduccion

NAME, un inhibidor de la produccion de NO, lo que indica que la activacion de eNOS
media los efectos vasodilatadores provocados por la apelina.”

La infusion de apelina en corazones aislados y perfundidos de rata produce un
efecto inotropico positivo dosis-dependiente. De hecho, la apelina es uno de los
indtropos positivos mas potentes que se conocen.’ Este efecto, conjuntamente con la
vasodilatacion, ha sido observado en un modelo de insuficiencia cardiaca post-infarto y
en otros modelos.”” En este sentido, en humanos, se ha demostrado que los niveles de
apelina se encuentran aumentados en los pacientes con insuficiencia cardiaca cronica.”®

El efecto de la apelina sobre la angiogénesis ha sido ampliamente descrito. La
union de la apelina a APJ estimula la proliferacion de las células endoteliales
principalmente a través de la activacion de las proteinas ERK.” Ademas de este efecto
sobre las células endoteliales, la apelina estimula la fosforilacion de la cadena ligera de
la miosina en las células de musculo liso vascular. Esta activacion se ha descrito que se
encuentra asociada a un aumento de la permeabilidad vascular en vénulas coronarias
aisladas.

2.3.2. Vasos inmaduros y extravasacion vascular.

En todas las alteraciones hemodinamicas sistémicas e intrahepaticas que se
producen en la cirrosis el endotelio vascular juega un papel clave tanto en la recepcion de
estimulos como en la mediacion de la respuesta a los mismos.

El endotelio vascular es un 6rgano altamente especializado y metabdlicamente
muy activo que desempefa un papel fundamental no s6lo en el mantenimiento del tono
y de la permeabilidad vascular sino también en el trafico de los leucocitos y en la
modulacién de la homeostasis y la trombosis. La CE produce mediadores de la
vasodilatacion como el 6xido nitrico (NO). El NO se sintetiza como consecuencia de la

activacion de la eNOS en respuesta a diversos estimulos. Tanto la concentracion sérica
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de NO como la activacion por fosforilacion de la eNOS en los vasos arteriales y
esplacnicos se encuentran incrementadas en ratas cirroticas con ascitis.'*'" Dicho
aumento de NO es responsable, en parte, de la vasodilatacion arterial que se produce en
la cirrosis hepatica. A su vez, eso provoca distintas aportaciones de flujo sanguineo a
los 6rganos de la cavidad abdominal asi como un remodelado funcional y estructural en
los vasos sanguineos'® que puede alterar la permeabilidad de los mismos
contribuyendo a la formacion progresiva de edema.

Durante el desarrollo vascular, VEGF es el factor que juega el papel mas
relevante. Se requiere VEGF para iniciar la formaciéon de nuevos vasos tanto en el
proceso de vasculogénesis como en el de angiogénesis a partir de invaginaciones
microvasculares (Figura 18), y tanto durante el desarrollo embrionario como en la edad
adulta. Ang-1 es, posteriormente, necesaria para continuar el remodelado y la
maduracion de dicha red vascular inmadura inicial (Figura 18). Ang-1 parece ser un
factor clave en el mantenimiento de la quiescencia y la estabilidad de la red vascular
madura. La disrupcion de esta sefal estabilizante coincide con el reinicio del
remodelado vascular en el adulto. Tal desestabilizacion parece involucrar la induccion
autocrina (por parte del endotelio a ser remodelado) del antagonista natural de Ang-1, la
Ang-2. VEGF vy las angiopoyetinas también son capaces de ejercer su actividad en el
desarrollo de los vasos sanguineos durante el remodelado vascular en el adulto. La
liberacion local de alguno de estos factores permite reproducir el proceso de
angiogénesis de manera similar a la vasculogénesis embrionaria pero sin poder
estimular el proceso al completo por si mismos. En este sentido, VEGF puede iniciar el
proceso de formacién vascular en animales adultos, pero pos si solo promueve
solamente la formacidén de vasos permeables, inmaduros e inestables. Sin embargo,

VEGF trabajando en cooperacion con las angiopoyetinas puede llevar a cabo el proceso
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completo de angiogénesis en el adulto (Figura 18). La Ang-1, a través de la activacion
de Tie-2, es necesaria para favorecer la quiescencia de la red vascular mientras que
Ang-2 bloquea esa estabilizacion constitutiva de la membrana endotelial, volviendo los
vasos en desarrollo mas plésticos. Dichos vasos, una vez alterados, pueden seguir dos
caminos distintos: pueden regresionar en ausencia de factores de crecimiento asociados,
como ocurre con los vasos primitivos durante el desarrollo, o ser mas sensibles al
crecimiento vascular por accion simultanea de factores angiogénicos liberados
localmente, tales como VEGF (Figura 18). Finalmente, actuaria de nuevo la Ang-1 para
estabilizar el nuevo vaso resultante. De hecho, Ang-1 ha demostrado estabilizar y
proteger la red vascular adulta, haciéndola resistente al dafio y permeabilizacion

inducida por VEGF o moléculas proinflamatorias.
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Figura 18. Esquema de neovascularizacion y regulacion de vasos inmaduros.
Figura adaptada de Yancopoules GD et al. 2000
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La formacion de ascitis es el trastorno mds importante que presentan los
pacientes cirroticos y constituye un fendémeno extraordinariamente complejo en el que
se ha implicado a diversos sistemas neurohormonales y sustancias endogenas capaces
de regular el metabolismo renal de sodio y agua o la reactividad vascular.'®
Actualmente, se considera que la disfuncion renal y el desarrollo de ascitis es el
resultado de una vasodilatacion arterial en el territorio esplacnico, promovida por la
hipertension portal y que da lugar a dos secuencias de acontecimientos bien
diferenciados. En primer lugar, la vasodilatacion esplacnica aumenta el aflujo sanguineo
en este territorio dando lugar a un incremento de la presion capilar y de la
permeabilidad vascular, asi como una mayor formacion de linfa. En segundo lugar, la
disminucién de la presion arterial, como respuesta homeostatica compensatoria, activa
los sistemas vasoconstrictores enddgenos. Estos sistemas, sin embargo, tienen
propiedades antidiuréticas y antinatriuréticas, por lo que la activacion de los mismos
también produce retencion renal de sodio y agua. La concurrencia simultanea de estas
dos perturbaciones es lo que estimula el acumulo de liquido en la cavidad peritoneal.

La probabilidad de fallecimiento a los 2 afios en pacientes cirrdticos, una vez
que desarrollan ascitis, es del 40 %. A pesar de la enorme relevancia clinica de este
suceso, en el momento actual no se conocen con precision los mecanismos moleculares
que regulan las alteraciones en la permeabilidad vascular que presentan estos pacientes.

El higado cirrotico experimenta, a lo largo de todo el desarrollo de la
enfermedad, una serie de cambios estructurales debidos a la acumulacion de MEC
(fibrosis) y a la inflamacién crénica. La hipoxia tisular provoca la liberacion de agentes
proangiogénicos como VEGF-A y las angiopoyetinas que aumentan la irrigacion del
tejido para compensar esa alteracion. En este proceso conviven agentes proinflamatorios

y proangiogénicos que vuelven especialmente susceptibles los vasos sanguineos a la
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transcitosis y a la permeabilidad vascular. Sin embargo, todavia se desconocen
los territorios vasculares implicados en la formacién de ascitis ni los factores que
regulan la fisiopatologia de ese desorden. En ese sentido, el primer objetivo de la
presente tesis doctoral fue investigar cuales son las areas vasculares que presentan una
permeabilidad vascular alterada en las ratas cirroticas con ascitis y, por otra parte, el
efecto sobre dicha alteracion que ejerce el bloqueo agudo de las vias que regulan las
uniones interendoteliales. Especificamente, este objetivo se alcanz6 por medio de los
siguientes estudios:
I. Averiguar cuales son los territorios vasculares que presentan una permeabilidad
vascular alterada en la cavidad abdominal de las las ratas cirréticas con ascitis.
II. Investigar la expresion y localizacion de los principales factores involucrados en
la regulaciéon de la permeabilidad vascular en ratas con cirrosis hepatica
descompensada.
III. Analizar el efecto sobre la permeabilidad vascular del bloqueo agudo de la
principal molécula implicada en la regulacion de las uniones interendoteliales en

ratas cirrdticas con ascitis.

La familia de las sustancias vasoactivas con propiedades reguladoras de la
angiogénesis se ha visto recientemente incrementada con un nuevo miembro, la apelina.
Esta sustancia es un péptido de 36 aminodcidos derivado de un precursor de 77
aminoacidos denominado prepoapelina, que ha sido clonado en humanos y ratas. Este
péptido ha sido recientemente identificado como el ligando enddgeno del receptor
anteriormente huérfano, apelin-angiotensin receptor-like 1, conocido también como

J90

receptor APJ.” La apelina es un potente neuropéptido diurético que contrarresta las

acciones de la vasopresina mediante la inhibicion de la actividad neuronal de la misma y
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que promueve efectos inotropicos in vivo en corazones sanos y en corazones con
disfuncién cardiaca.® La coexistencia de apelina y AVP en las neuronas
magnocelulares, sus efectos biologicos opuestos y su regulacion indican que tienen una
funcién clave en el mantenimiento de la homeostasis del fluido celular.”® Esto sugiere
que la apelina podria estar implicada en la patogénesis de la homeostasis del liquido
extracelular en la cirrosis. De hecho, esta sustancia también podria jugar un papel muy
importante en el mantenimiento de la circulacion hiperdindmica como consecuencia de
su poderoso efecto como inotropico cardiaco. Ademas, se desconoce si la apelina es
capaz de intervenir directamente en la regulacion de la excrecion renal de sodio.

En el higado cirrético, ademéds de la presencia de reconocidos factores
reguladores de la permeabilidad vascular, otras sustancias vasoactivas como la apelina
pueden estimular la formacion de capilares inmaduros que permitan la extravasacion
plasmatica. En este contexto, el segundo objetivo de esta tesis doctoral se enfoca a
investigar el papel de la apelina en la angiogénesis hepatica y en las alteraciones
hemodindmicas y renales que conducen a la formacion de ascitis en las ratas cirrdticas.
Especificamente, este objetivo se alcanzd por medio de los siguientes estudios:

L. Investigar la expresion y localizacion de la apelina y su receptor especifico
en los diferentes tejidos de las ratas con cirrosis y ascitis.

II. Analizar la funcion fisiopatoldgica del sistema hepatico de la apelina en la
angiogénesis y la fibrosis hepatica asi como en las alteraciones
hemodindmicas y renales que tienen lugar en las ratas cirroticas con ascitis.

III.  Evaluar el efecto del bloqueo cronico de la angiogénesis sobre la formacion
de ascitis, en ratas con cirrosis hepatica, utilizando un antagonista del

receptor de la apelina.
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Ademas de averiguar la funcion fisiopatologica de la apelina en la cirrosis
experimental, es importante trasladar los hallazgos a la enfermedad hepatica humana. El
conocimiento de los agentes que regulan la expresion de la apelina en el higado cirrético
podria mejorar las perspectivas terapéuticas en esta enfermedad. Es ampliamente
conocido que muchos factores proangiogéncos presentan una funcion dual, actuando no
so6lo sobre las células endoteliales, sino también sobre las CEHs y, por tanto,
estimulando la fibrogénesis. En este sentido, el tercer objetivo de la presente tesis
doctoral esta dirigido a investigar los factores que regulan la expresion de la apelina y
analizar si este péptido también presenta actividad profibrogénica interacturando con las

CEHs humanas. Especificamente, este objetivo se alcanz6 por medio de los siguientes

estudios:
L. Investigar la expresion y localizacion de la apelina en el higado cirrdtico
humano.
II. Identificar los factores que regulan la expresion de la apelina en la
enfermedad hepética humana.
III.  Averiguar el papel que desempeiia el sistema hepatico de la apelina en los

procesos de fibrogénesis hepatica.

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

los cuales se corresponden con un articulo cada uno.
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Articulo 1: El factor de crecimiento endotelial vascular y la angiopoyetina-2 juegan
un papel clave en la patogénesis de la extravasacién vascular en las ratas
cirrdticas.

Diversas evidencias circunstanciales apuntaban a que el higado cirrético era un
importante foco de exudado plasmatico que da origen a la formacion de ascitis.'™ Sin
embargo, todavia existia una gran controversia sobre la contribucion relativa de otros
organos de la cavidad abdominal a dicho proceso. Como ya se ha comentado, la
permeabilidad vascular depende de un gran numero de variables entre las que se
incluyen las propiedades fisicas del fluido sanguineo, el flujo y el gradiente entre
compartimiento intra y extravascular, y el efecto de sustancias vasoactivas sobre la
continuidad de la barrera endotelial. Entre las sustancias que influyen sobre la
integridad endotelial se encuentra como principal exponente, el VEGF-A. De hecho,
dicho péptido dimérico es unas 50000 veces mas potente que la Histamina a la hora de
inducir hiperpermeabilidad vascular.'® Recientemente se ha descubierto que las
angiopoyetinas también son factores que tienen una importante influencia sobre la

regulacion de la permeabilidad endotelial.'®

En este sentido, Ang-2 actia
sinérgicamente para aumentar la extravasacion en aquellas regiones donde es
simultaneamente liberado junto a VEGF-A.'” Ademas, puesto que Ang-2 es
especialmente efectiva en los vasos sanguineos en formacion, y el higado cirrético
padece un intenso proceso de angiogénesis, esto hace suponer que su presencia en este
tejido pueda alterar la estabilidad de la membrana microvascular. En cambio, Ang-1
realiza el proceso inverso, esto es, recluta células murales y estabiliza los vasos
sanguineos impidiendo de este modo la extravasacion plasmatica.'*®

En este primer trabajo realizado en el modelo de inducciéon de cirrosis por

inhalacion de CCly en ratas (tal como se indica en el apartado material y métodos del
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articulo 1), se analiz6 la participacion de factores fisicos y sustancias vasoactivas en los
desordenes de permeabilidad de dichos animales respecto a animales control. Los
resultados de este estudio se resumen a continuacion:

1. La permeabilidad vascular hepatica v mesentérica se encuentra muy incrementada en

las ratas cirroticas con ascitis.

En primer lugar, se analiz6 cuantitativamente con azul de Evans (AE) la
permeabildad vascular en higado, mesenterio, pancreas, bazo, intestino delgado y rifion
en ratas control, cirrdticas y cirroticas con ascitis. Estos experimentos demostraron que
los unicos territorios vasculares que presentaban una extravasacion significativamente
aumentada eran el higado y el lecho mesentérico y que estas diferencias eran
significativas unicamente en las ratas que desarrollaban ascitis (Figura 1, articulo 1).
Sorprendentemente el pancreas de los animales cirroticos experimentd un descenso en
los valores de AE extravasado.

Para establecer la localizacion vascular de dicho aumento de permeabilidad, se
inyecto carbono coloidal (CC) por via endovenosa y se recogieron muestras de higado,
mesenterio y pancreas para ser analizadas por técnicas de microscopia (Figura 2,
articulo 1). E1 CC en el higado cirrotico se localizo en el interior de los septos fibrosos a
lo largo de todo el tejido cicatricial, precisamente donde el proceso de angiogénesis e
inflamacion es mas acentuado'®. La salida de CC desde los vasos hacia el espacio
extracelular en el lecho mesentérico fue claramente mayor en las ratas cirroticas con
ascitis que en los animales control. Dicha fuga de plasma quedaba limitada por la
lamina basal de los vasos sanguineos que permanecia intacta (en contraste con lo que
sucede en procesos tumorales). Nuevamente, el plexo vascular del pancreas de las ratas
cirrdticas practicamente perdid el marcaje con CC que denotaba una estructura en

racimo en las ratas control (Figura 2, articulo 1).
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2. La sintesis de VEGF-A, Ang-2 v Ang-1 en higado v mesenterio asi como el flujo

arterial hepatico y mesentérico se encuentran significativamente aumentados en las ratas

cirrdticas con ascitis.

Tanto la expresion génica (por PCR a tiempo real, tabla 2, articulo 1) como la
proteica (por Western Blot, Figuras 3, 4 y 5, articulo 1) de VEGF-A, Ang-2 y Ang-1
fue significativamente superior en el higado y el mesenterio de las ratas cirréticas con
ascitis en comparacion con los animales control. Tanto el incremento de VEGF-A como
de Ang-2 se localiz6 mayoritariamente en todo el parénquima hepatico de las ratas
cirrdticas con ascitis (Figuras 6 y 7, articulo 1).

El flujo sanguineo arterial fue analizado por una técnica colorimetrica tras
inyectar una suspension de microesferas. Los valores de flujo sanguineo hepatico total
se encuentran aumentados debido al flujo portal, aunque el flujo arterial hepatico no
experimenta cambios. Como cabia esperar, el flujo arterial mesentérico experimentd un

incremento significativo en las ratas cirrdticas con ascitis (Tabla 1, articulo 1).

3. El bloqueo agudo del VEGFR, disminuye significativamente la permeabilidad

vascular en el higado v el mesenterio de las ratas cirrdticas con ascitis.

SU11248 es un potente inhibidor de la actividad tirosina quinasa de VEGFR,. El
bloqueo de los efectos vasculares unicamente de VEGF-A fue suficiente para disminuir
significativamente la permeabilidad hepatica y mesentérica en los animales cirroticos

con ascitis (Tabla 3, articulo 1).
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Vascular endothelial growth factor and angiopoietin-2
play a major role in the pathogenesis of vascular

leakage In cirrhotic rats

P Melgar-Lesmes," S Tugues," J Ros," G Fernandez-Varo,' M Morales-Ruiz," J Rodés,?

W Jiménez'?

ABSTRACT

Background and aims: The extent and molecular
mechanisms governing plasma extravasation and forma-
tion of ascites in cirrhosis are unknown. Vascular
endothelial growth factor-A (VEGF-A) and angiopoietin-2
(Ang-2) are endogenous substances with powerful
vascular permeability effects. We assessed regional blood
flow, vascular leakage, mRNA and tissular expression of
VEGF-A and Ang-2 and vascular permeability following
VEGF receptor 2 blockade in control and cirrhatic rats to
define the vascular territories showing altered vascular
permeability in cirrhosis and to determine whether VEGF-
A and Ang-2 are involved in this phenomenon.
Methods: Arterial blood flow was analysed with the
coloured microsphere method. Vascular leakage was
measured and visualised with the dye Evan’'s Blue and
colloidal carbon techniques, respectively. VEGF-A and
Ang-2 expression were determined by real-time poly-
merase chain reaction (RT-PCR), immunochistochemistry
and western blot. The effect on vascular permeability
induced by VEGFR, blockade was assessed by adminis-
tration of the receptor inhibitor SU11248.

Results: Arterial blood flow was increased in the
mesentery, pancreas and small intestine but not in the
kidney and spleen of cirrhotic rats as compared to
controls. Increased vascular leakage was observed in the
mesentery and liver, where colloidal carbon spread from
microvessels to the adjacent fibrotic tracts. Increased
hepatic and mesenteric expression of VEGF-A and Ang-2
was found in cirrhotic rats as compared to controls.
Blockade of VEGFR, markedly reduced hepatic and
mesenteric vascular leakage in cirrhotic rats.
Conclusions: Enhanced endothelial permeability is
restricted to the hepatic and mesenteric vascular beds in
cirrhotic rats with ascites and VEGF-A and Ang-2 are key
factors in the signalling pathways regulating this
dysfunction.

Ascites, the most common complication in
patients with advanced liver disease, is invariably
associated with portal hypertension and consists of
the accumulation of liquid in the peritoneal cavity.'
Ascites in cirrhotic patients is mainly formed by
salt and water, variable amounts of albumin and
globulins, and a relatively low number of mesothe-
lial cells and leucocytes. Because of this relatively
simple composition the presence of ascites was
classically considered to have little or no influence
on the homeostasis of the peritoneal vasculature.
Nevertheless, this has recently been challenged by
several studies demonstrating that this liquid
may possess vasodilator, proinflammatory and

Gut 2009;58:285-292. doi:10.1136/gut.2008.155028

proangiogenic properties.”” However, whereas it
is well documented that ascites in cirrhosis may
behave as a bioactive fluid, the source of this liquid
and the molecular gates regulating fluid extravasa-
tion in cirrhosis are less clear. Several pieces of
circumstantial evidence point to the cirrhotic liver
as an important source of ascites®’ but discussion
still exists concerning the relative contribution of
other organs located in the abdominal cavity, such
as the intestine, spleen, pancreas or the mesenteric
vasculature. On the other hand, vascular leakage
depends on a number of variables including the
physical properties of the fluid or the molecule
being transported and the gradients between the
intra- and the extravascular compartments.'
Moreover, transvascular transport may occur
through channels or vesicles within individual cells
or through inter-endothelial junctions between
adjacent cells." Endothelial cells are the primary
barrier to vascular extravasation, thus regulating
the passage of molecules by a variety of mechan-
isms that are chiefly regulated by the initially
called vascular permeability factor and now better
known as the vascular endothelial growth factor
type A (VEGE-A). This peptide belongs to the
VEGF family which comprises five additional
known members of structurally related dimeric
glycoproteins: VEGF-B, VEGF-C, VEGEF-D, VEGE-E
and placental growth factor (PIGF). In addition,
alternative exon splicing of the VEGF-A gene
generates at least five VEGF isoforms, with 121,
145, 165, 189 or 206 amino acid residues with
different bioavailability and with VEGE-Aj,; and
VEGE-A65 being the most frequently expressed
forms.” This family of growth factors binds and
activates three VEGF transmembrane tyrosine
kinase receptors: VEGEFR; (vascular endothelial
growth factor receptor 1), VEGFR; and VEGEFRg,
which differ in their ligand specificities.”” By
interacting with the VEGFR;, VEGF-A not only
induces angiogenesis but also disrupts vascular
barrier function in diseased tissues.'” ' The list of
angiogenic substances that increase vascular per-
meability in vivo has recently been enlarged by
angiopoietin-2 (Ang-2), a member of the angio-
poietin family of proteins that dose-dependently
induces oedema formation in the mouse paw
assay.” Angiopoietin-1 (Ang-1) is a Tie-2 receptor
agonist that induces pericyte recruitment and
maturation of blood capillaries. Then, capillary
endothelial cells become quiescent and unrespon-
sive to VEGEF-A action unless Ang-2 is also secreted.
Therefore, Ang-2 is a natural Ang-1 antagonist
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which displaces Ang-1 from its receptor, thereby disrupting Tie-
2 signalling.” However, the contributory role of VEGF-A and
Ang-2 to vascular leakage and oedema formation in cirrhosis is
unknown. Identification of the source and molecular mechan-
isms governing vascular hyperpermeability in cirrhosis may
potentially favour future strategies to reduce tissue injury in
these patients.

MATERIALS AND METHODS

Animals

This study was performed in 38 male adult cirrhotic Wistar rats
and in 23 control Wistar rats (Charles—River, Saint Aubin les
Elseuf, France). Both groups were fed ad libitum with standard
chow and distilled water containing phenobarbital. Cirrhosis
was induced as described elsewhere.”” Cirrhotic rats without
ascites were studied between 12 and 14 weeks and cirrhotic rats
with ascites between 13 and 18 weeks. When present, ascites
was tested for bacterial culture and was negative in all cirrhotic
rats included in the study. Control rats were studied following a
similar period of phenobarbital administration.

Measurement of vascular permeability

The dye Evan’s Blue (EB; Sigma Chemical, St Louis, Missouri,
USA) technique was used to measure capillary permeability to
albumin. This technique is based on the principle that this dye
binds avidly to the negatively charged intravascular albumin,
therefore being a reliable estimate of transvascular fluxes of
macromolecules.'® The dye was quantified by spectrophotome-
try at 620 nm and the results were calculated from a standard
curve of Evan’s Blue (0.05-25 pg/ml) and expressed as pug EB/g
dry weight of tissue.

Identification of hyperpermeable blood vessels of tissues and
organs with colloidal carbon

Colloidal carbon is a tracer that can be visualised in tissues by
both macroscopy and high-resolution light microscopy."”
Control and cirrhotic rats with ascites were anaesthetised with
ketamine (50 mg/kg) and injected intravenously (i.v.) with
2 ml/kg body weight of a 1:5 dilution (in PBS) of colloidal

carbon (C11/1431A, Guenther Wagner, Hannover, Germany).
One hour later, animals were killed by CO, narcosis and liver
specimens obtained from the middle lobe, the mesentery with
the attached bowel, pancreas, spleen and right kidney were
fixed in 4% formaldehyde. Liver, spleen and kidney were
embedded in paraffin and processed for Giemsa staining.
Tissue slides were visualised by high-resolution light microscopy
(Olympus Bx51, Tokyo, Japan). Mesentery—bowel and pancreas
were mounted under PBS immersion for viewing in a macro-
scope (MZ6; Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland).

Measurement of haemodynamic parameters
See supplementary data.

mBNA expression of VEGF-A and Ang-2 in abdominal organs of
cirrhotic rats
See supplementary data.

Western blot of VEGF-A, Ang-1, Ang-2 and phosphorylated
VEGFR, and immunohistochemistry of VEGF-A and Ang-2
See supplementary data.

Effect of VEGFR, blockade on vascular permeability

To test whether VEGFR, mediates vascular hyperpermeability
in cirrhotic animals, 10 rats with cirrhosis and ascites were
anaesthetised with inactine (100 mg/kg) and randomly received
an oral administration of the VEGFR, antagonist SU11248
(n=25; 20 mg/kg body weight) or vehicle (n=295; citrate-
buffered solution, pH 3.5). After 2.5 h, vascular permeability
was assessed in both groups of animals as described above and
liver samples were frozen at —80°C to further analyse VEGFR,
phosphorylation.

Statistical analysis

Data are expressed as mean with the SE. Statistical analysis of
the results was performed by one-way analysis of variance
(ANOVA) the Newman-Keuls test, and the unpaired Student t
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Figure 1

Measurement of vascular leakage in abdominal tissues with the Evan’s Blue (EB) dye method. Animals were anaesthetised with ketamine

(50 mg/kg) and injected in the penile vein with Evan’s Blue (30 mg/kg) which was allowed to circulate for 30 min. The dye was washed out by
perfusing the vascular tree with phosphate-buffered saline (PBS) containing heparin (50 U/ml) for 5 min and then the vasculature was perfusion-fixed
(1% paraformaldehyde in 50 mmol/l citrate buffer, pH 3.5) for 2 min at a constant flow of 100 ml/min. The liver, mesentery, right kidney, spleen, small
intestine and pancreas were obtained from control rats (CT, n = 8) cirrhotic rats without ascites (CH, n = 5) and cirrhotic rats with ascites (CH-+A,
n = 8) to assess the degree of vascular extravasation. The amount of the extracted dye was expressed as micrograms of Evan’s Blue per gram of dry
weight of each tissue. ***p<<0.001; **p<<0.01 and *p<<0.05 vs control rats (one-way ANOVA and Newman—Keuls tests).
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Figure 2 Giemsa-stained sections
illustrating microvascular permeability in
the liver of control and cirrhotic rats
(upper panels). Low-power macrographs
of leaky blood vessels of mesentery and
pancreas of control and cirrhotic rats are
also shown in the middle and lower
panels, respectively. Colloidal carbon was
injected intravenously and used as a
tracer of local extravasation. Original
magnifications: liver, x200; mesentery,
x10; and pancreas, x20.

Mesentery |

Pancreas

test when appropriate. Differences were considered to be
significant at a p value of 0.05 or less.

RESULTS

Vascular permeability in intra-abdominal tissues

Basal leakage of Evan’s Blue varied from one organ to other,
ranging between 235.8 (SE 61.5) ug EB/g tissue in the spleen and
8.3 (SE 0.8) ng EB/g tissue in the mesentery. These fluctuations

Table 1
included in the haemodynamic protocol

Ascites

Control

in basal permeability among the different organs are not
uncommon and have been shown to depend on the degree of
vascularisation of these organs.' It is important to stress that
the albumin-bound Evan’s Blue remaining within the vascular
compartment after tissue washout is considered to be negli-
gible.” Figure 1 shows plasma extravasation in the liver,
mesentery, kidney, spleen, small intestine and pancreas of
control and cirrhotic rats, without and with ascites. A marked
increase in plasma permeability was found in the liver and

Systemic haemodynamics and arterial blood flow in the different organs in control and cirrhotic rats

Control rats (n=7) Cirrhotic rats (n=17)

Systemic haemodynamics

Mean arterial pressure (mm Hg)

Heart rate (beats/min)

Cardiac index (ml/min/100 g)

Systemic vascular resistance (mm Hg min/ml)

Regional blood flow (ml/min/100 g)
Liver

Mesentery

Pancreas

Spleen

Small intestine

Kidney

125 (1) 102 (1)*
371 (5) 374 (9)
21.9 (0.5) 40.8 (2.9)**
5.72 (0.16) 2.59 (0.20)**
34.5 (5.2) 31.4 (5.4)
18.2 (2.8) 53.3 (10.6)*
59.3 (5.3) 160.3 (13.)**
123.5 (18.4) 123.4 (16.6)
81.8 (13.5) 235.7 (40.0)*
340.5 (43.6) 455.6 (36.4)

Results are given as mean (standard error).
*p<<0.01 and **p<<0.001 vs control rats.
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mesentery of cirrhotic rats with ascites as compared to controls,
with the differences between the two groups being 7-fold and
more than 2-fold higher, respectively. No differences in this
parameter were observed between the kidneys of cirrhotic and
control animals. In contrast, spleen, small intestine and
pancreas of rats with cirrhosis and ascites showed a tendency
towards decreased capillary permeability in comparison to
control rats, although differences only reached statistical
significance in the pancreas. In fact, extravasation of Evan’s
Blue in the pancreas of cirrhotic rats was around four times
lower than that in controls (fig 1). No differences were found in
vessel permeability between control animals and cirrhotic rats
without ascites in any of the organs in which this parameter
was assessed, with the exception of the pancreas in which vessel
permeability was reduced in comparison to control rats.

Identification of hyperpermeable blood vessels using colloidal
carbon

Colloidal carbon is a precise marker for identifying leaky blood
vessels at the ultrastructural level.” Colloidal carbon particles
are able to penetrate hyperpermeable endothelium but are
retained by the underlying basal lamina if it is intact and
continuous. Therefore, vascular leakage can be identified by
deposits of colloidal carbon in the vascular basal lamina. No
significant differences were found in the labelling pattern of the
spleen, small intestine and right kidney between control and
cirrhotic animals (data not shown). In contrast, cirrhotic
animals displayed an altered distribution pattern of the tracer
in the liver, mesentery and pancreas as compared to control rats.
Figure 2 shows representative hepatic sections from a control rat
and a cirrhotic rat with ascites. Whereas in control rats colloidal
carbon was uniformly distributed over the liver parenchyma
and spread from the portal space towards the hepatic sinusoids,
in cirrhotic animals the presence of the tracer was more
abundant and its distribution did not follow a regular pattern.
It is of note that colloidal carbon was extensively located close
to or within the fibrous septa.

Paralleling the results obtained at quantifying the mesenteric
permeability, mesenteric vessels of cirrhotic rats became
markedly leaky to colloidal carbon. In these animals the tracer
escaped to the basal lamina, while in normal rats carbon
particles were practically all retained in the interior of the
mesenteric vasculature (fig 2). Thus, hepatic dysfunction is also
associated with increased endothelial fenestration in the
mesenteric vascular bed.

A final remarkable observation of this protocol was that the
abnormal colloidal carbon distribution pattern found in the
pancreas of cirrhotic rats followed an opposite direction to that
observed in the liver and mesentery of these animals. As shown
in fig 2, pancreatic vessels of control rats are highly permeable to

the tracer, which results in the identification of a dense vascular
network of capillaries. By contrast, this almost disappears on
analysing the pancreatic tissue of cirrhotic animals.

Systemic haemodynamics and arterial blood flow
Since changes in blood flow may modulate vascular perme-
ability,” we next assessed systemic haemodynamics and arterial
blood flow in cirrhotic and control rats. As anticipated, cirrhotic
rats displayed an important hypercirculatory syndrome char-
acterised by arterial hypotension, high cardiac index and
markedly reduced systemic vascular resistance (table 1).
Moreover, cirrhotic rats also showed a significantly increased
arterial blood flow in the mesentery, pancreas and small
intestine while no differences were registered in the spleen,
kidney and liver. It should be noted, however, that total liver
blood flow has a dual component: the arterial blood flow and
the portal venous inflow, this latter parameter not being
measured when using the microsphere method to assess blood
flow. Since several studies have previously demonstrated an
enhanced portal venous inflow in humans and rats with
advanced liver disease,”" it is very likely that the total hepatic
blood flow was increased in our cirrhotic animals.

mBNA expression of VEGF-A and Ang-2 in intra-abdominal
tissues

Since VEGF-A and Ang-2 are two major regulators of micro-
vessel permeability, we next assessed whether organ perme-
ability dysregulations are associated with altered expression of
these messengers. As shown in table 2, changes in mRNA
expression of VEGF-A and Ang-2 followed a parallel pattern to
that observed in the analysis of regional alterations of vascular
permeability.

These transcripts were significantly enhanced in the liver and
mesentery of cirrhotic animals as compared to controls. In
contrast, a marked reduction in VEGF-A and Ang-2 mRNAs was
found in the pancreas of cirrhotic rats as compared to controls.
Interestingly, a highly significant increase in Ang-2 mRNA, but
not VEGE-A mRNA, was observed in the small intestine of
cirrhotic animals compared to control animals. Finally, no
differences in mRNA levels were observed between spleen and
kidney of cirrhotic and control animals.

VEGF-A and Ang-2 protein expression in the organs with altered
vascular permeability

Western blot analysis for VEGF-A in the liver showed two
bands at 38 kDa and 45 kDa corresponding to the VEGF;5; and
VEGEF 65 isoforms, respectively (fig 3). Densitometric analysis
revealed increased VEGF-A protein content in cirrhotic livers as
compared to controls, which was due to a rise in the VEGF g5

Table 2 Quantitative real-time polymerase chain reaction of vascular endothelial growth factor-A and
angiopoietin-2 in abdominal tissues of control and cirrhotic rats with ascites

Vascular endothelial growth factor-A

Angiopoietin-2

Tissue Control (n=5) Cirrhosis (n = 5) Control (n = 5) Cirrhosis (n = 5)
Liver 1.14 (0.2) 1.91 (0.2)* 1.17 (0.2) 2.41 (0.4)*
Mesentery 1.09 (0.2) 5.59 (0.8)* 1.09 (0.1) 3.58 (0.6)*
Small intestine 1.07 (0.1) 1.55 (0.4) 1.17 (0.1) 4.36 (0.6)**
Pancreas 1.04 (0.2) 0.53 (0.1)* 1.17 (0.2) 0.57 (0.1)*
Spleen 1.07 (0.2) 0.89 (0.2) 1.07 (0.2) 1.49 (0.2)
Kidney 1.13 (0.1) 1.38 (0.1) 1.12 (0.2) 1.03 (0.2)

Results are given as mean (SE) for mRNA expression (fold change compared to reference controls).

*p<<0.01 and **p<<0.001 vs control rats.
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Figure 3 Representative western blots Liver Mesentery
for vascular endothelial growth factor-A
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isoform. The protein signal of the VEGF,; isoform was similar
in both groups of animals. The densitometric analysis of VEGE-
A expression in the mesentery delivers qualitatively similar
conclusions, indicating increased abundance of VEGE-A in
cirrhotic animals. Conversely, western blot analysis of VEGE-
A in pancreatic homogenates resulted in an reduced expression
of this substance, thus mirroring the results found when
vascular permeability was assessed.

As shown in fig 4, the protein content of Ang-2 in the
different organs yielded very similar results to those obtained
with VEGF-A. Actually, the liver and mesentery of cirrhotic rats
showed enhanced abundance of Ang-2, whereas an acute
reduction of this peptide was noted in the pancreas of these
animals in comparison to controls. Moreover, and in agreement
with the results obtained on assessing mRNA expression, the
protein abundance of Ang-2 was significantly higher in the
small intestine than in controls. The protein content of Ang-1
was also assessed in the liver, mesentery, small intestine and
pancreas of control and cirrhotic rats. In agreement with
previous findings obtained in our laboratory,” all these organs,
except the pancreas, showed increased abundance of Ang-1 in
cirrhotic rats with ascites compared with control animals (fig 5).

In an attempt to identify the cellular source of the altered
expression of vascular permeability factors, we performed
histological immunolocalisation of VEGF-A and Ang-2 in liver
and pancreas of cirrhotic and control rats. VEGF-A and Ang-2
immunolabelling was only detected in the first row of
perivenular hepatocytes of control rats. In cirrhotic animals,
most hepatocytes appeared as VEGEF-A and Ang-2 positive cells
and no signal was detected in bile duct epithelial cells and

myofibroblasts (figs 6 and 7, respectively). Expression of VEGE-
A and Ang-2 in the pancreas of control rats was restricted to
cells located in the pancreatic islets of control animals and this
signal almost disappeared on examining pancreatic sections
from cirrhotic rats (figs 6 and 7, respectively).

Effect of VEGFR, blockade on vascular leakage in cirrhotic rats
In a further attempt to establish a direct relationship between
the increased expression of vascular permeability factors and
altered tissue leakage in liver disease we assessed the effect of
acutely blocking VEGFR, on vascular permeability in cirrhotic
rats with ascites. In vivo efficacy of SU11248 was assessed by
comparing hepatic VEGFR, phosphorylation between treated
and untreated cirrhotic animals. As shown in supplementary
fig 1, VEGFR, blockade almost suppressed the presence of the
phosphorylated form of this receptor in the liver of cirrhotic
rats. The administration of the VEGFR, inhibitor markedly
reduced vascular hyperpermeability in the liver and mesentery
of these animals. In fact, extravasation of Evan’s Blue in these
organs was 3- and 2-fold lower in cirrhotic rats receiving
SU11248 than in those treated with vehicle (table 3).

DISCUSSION

The results of the current investigation indicate that hyperper-
meabilty selectively occurs in the liver and the mesenteric
vasculature, but not in the spleen, pancreas, small intestine or
kidney of cirrhotic rats. This is accompanied by a strong positive
signal for VEGF-A and Ang-2 in hepatic parenchymal cells and
paralleled by enhanced messenger and protein expression of

Figure 4 Representative western blots Liver Mesentery
for angiopoietin-2 (Ang-2) in the liver, o
small intestine, pancreas and mesentery ~ Ang-2— = = == 55kDa  Ang-2— —
of three control (CT) and three cirrhotic c | e Comtral Cirhosis
rats with ascites (CH + A). Densitometric ontro rrhosts "
analysis of all samples is shown in the Small intestine =
H =}
bottom right panel. Ang-2— . 0 Wl ssips Z |P<001 4-p<0.01 5 p<001 3 p<001
' 2 ‘aE‘: 6 5 4
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Figure 5 Representative western blots Liver
for angiopoietin-1 (Ang-1) in the liver,

Mesentery
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these vascular permeability factors in both, liver and mesentery
of cirrhotic animals. Moreover, acute VEGER, blockade reduces
hepatic and mesenteric vascular permeability to nearly normal
values in cirrhotic rats. Altogether, these results indicate that
both VEGF-A and Ang-2 are involved in vascular hyperpermea-
biliy and the formation of ascites in experimental cirrhosis.
Histological examination of local leakage using colloidal
carbon confirmed that the cirrhotic liver and the mesentery
are hyperpermeable to macromolecules. In normal livers, the ink
was only found within the sinusoids, thus reflecting the
architectural integrity of the hepatic tissue. Narrowing and
collagenisation of the hepatic sinusoids were associated with a
strong presence of the marker close to the fibrous septa.
Previous studies have demonstrated that these areas are
surrounded by a dense and relatively immature vasculature,” *
thus our results indicate that the increased vascular leakage in
the cirrhotic liver is a consequence of the previously described
angiogenic processes associated with fibrogenesis.*® Accordingly,
it is very likely that our observation of enhanced vascular

Figure 6 Representative images
corresponding to the
immunohistochemistry for vascular
endothelial growth factor-A (VEGF-A) in
the liver and pancreas of control rats and
cirrhotic rats with ascites.

Liver

Pancreas
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permeability in the mesenteric vasculature is also related to the
existence of ongoing angiogenesis in this territory. This would
be consistent with recent investigations demonstrating
increased abundance of CD31, a marker of endothelial cells, in
the mesentery of rats with portal hypertension as compared to
control rats.*® Conversely, the pancreas of cirrhotic animals
showed markedly decreased vascular permeability in compar-
ison to control rats. This finding was associated with impaired
vascularisation and decreased expression of VEGE-A and Ang-2.
As far we know, this is the first study describing diminished
pancreatic vessel density in experimental cirrhosis. Since
vascularisation of the pancreatic tissue is highly dependent on
proangiogenic signalling pathways,” it is possible that disrup-
tion of these regulatory mechanisms by inflammatory sub-
stances produced in response to the hepatic injury® result in the
islet vascularisation and permeability abnormalities observed in
cirthotic rats. Furthermore, this could be a new mechanism
involved in the frequent impaired islet insulin output of patients
with liver disease.

Cirrhosis
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Figure 7 Representative images
corresponding to the
immunohistochemistry for angiopoietin-2
(Ang-2) in the liver and pancreas of
control rats and cirrhotic rats with
ascites.

Liver

Pancreas

It is widely accepted that alterations in blood flow exert a
direct influence on microvascular permeability.” Since cirrhotic
animals displayed increased total blood flow in the organs that
showed enhanced vascular permeability, the contributory role
of the hepatic and mesenteric hyperperfusion to the excessive
leakage observed in these territories cannot be excluded.
However, this is not the sole factor explaining this phenom-
enon. In fact, pancreas and small intestine of cirrhotic animals
showed enhanced total blood flow but reduced, or unaltered
vascular extravasation, respectively.

We found that mRNA and protein expression of the
permeability factors VEGEF-A and Ang-2 rose in the liver and
the mesentery, but not in the spleen, pancreas, small intestine
and kidney of cirrhotic rats. Indeed, the former were those
showing  significantly  increased  permeability  values.
Immunolocalisation experiments revealed a strong positive
signal for both factors throughout the hepatic parenchyma of
cirrhotic animals. This probably results from the extensive
hypoxic areas previously described in the cirrhotic liver.” *
Interestingly, we also found VEGF-A and Ang-2 expression in
normal hepatic tissue albeit restricted to the perivenular
hepatocytes, thus reflecting the lower partial pressure of oxygen
(Po,) surrounding these cells.

Table 3 Effect of vascular endothelial growth factor receptor 2
(VEGFR,) blockade on vascular leakage in cirrhotic rats with ascites

Tissue Cirrhotic rats (n =5) Cirrhotic rats + SU11248 (n = 5)
Liver 148.2 (20.9) 59.7 (5.3)**

Mesentery 13.4 (2.2) 6.0 (1.0)*

Pancreas 10.1 (2.9) 17.9 (3.6)

Spleen 120.4 (12.4) 155.0 (21.2)

Small intestine 17.1 (2.9) 14.9 (2.5)

Kidney 118.3 (27.9) 65.3 (23.0)

Results (mean (SE)) are given for the regional vascular permeability (g Evan’'s Blue
per g tissue).
*p<<0.01 and **p<<0.001 vs control rats.
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These data suggest a cooperative and dependent role for both,
VEGEF-A and Ang-2, in the regulation of vascular permeability in
the liver and mesentery of cirrhotic animals. These two factors
are critical to explain vascular leakage in the cirrhotic tissues.
Both are expressed in response to hypoxia and VEGE-A
possesses a potent ability to permeate capillaries to a level
50 000-fold higher than histamine.”” Ang-2 is a receptor ligand
acting on endothelial cells which allows vascular remodelling by
antagonising angiopoietin-1 (Ang-1), a member of the same
family of molecules.” Ang-1 induces capillary maturation which
then becomes quiescent and unresponsive to VEGE-A action
unless Ang-2 is also secreted.” Hence, Ang-2 is an endogenous
Ang-1 antagonist that displaces Ang-1 from its receptor and
induces vessel destabilisation.” Consequently, in a scenario in
which Ang-1 is activated, as occurs in the liver and mesentery of
cirrhotic rats, the concomitant activation of Ang-2 is a critical
event allowing vessel remodelling upon VEGEF-A action. This is
in line with our findings showing that upregulation of Ang-1
and Ang-2, but not VEGF, does not result in vascular
hyperpermeability in the intestine of cirrhotic animals.

Endothelial cells exposed to VEGE-A allow passage of small
solutes by inducing the formation of fenestration and/or
caveolae.” ** Leakage of larger proteins likely occurs between
adjacent endothelial cells."” Disruption of cell-to-cell junctional
integrity results in extravasation of serum/plasma proteins,
leading to accumulation of fluids in the extracellular space.
VEGFR, mediates regulation of junctional integrity and
constitutes a major mechanism for localised disruption by
VEGEF-A." SU11248 is an indolinone molecule which has been
shown to possess potent antiangiogenic properties owing to its
selective inhibition of VEGFR, and platelet derived growth
factor receptor-f (PDGFR-B) phosphorylation.** This tyrosine
kinase inhibitor appears to be a powerful tool for elucidating the
contribution of VEGF-A activation to the increased vascular
permeability in cirrhosis since PDGFR-B is related to functions
other than regulation of vascular extravasation, including
pericyte recruitment and maturation of blood capillaries.” In
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fact, acute inhibition of VEGFR, phosphorylation markedly
reduced vessel permeability in the liver and mesentery of
cirrhotic rats with ascites, further emphasising the importance
of this signalling pathway in the pathogenesis of vascular
leakage in experimental cirrhosis.
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Resultados

Supplementary Data:

Western Blotting and inmunohistochemistry:

Tissue samples from liver, mesentery, small intestine and pancreas of five cirrhotic and
five control rats were individually homogenized (PT 10-35, Polytron Kinematica,
Kriens-Luzern, Switzerland) in a buffer Tris—HC1 20 mM, ph 7.4, containing 1% Triton
X-100, 0.1% SDS, 50 mM NacCl, 2.5 mM EDTA, 1 mM Na4P207 10 H20, 20 mM
NaF, 1 mM Na3VO04 2 mM Pefabloc and a cocktail of protease inhibitors (Complete
Mini, Roche). VEGF-A and Ang-2 were separated on a 10% SDS-polyacrilamide gel
(Mini Protean III, Bio-Rad, Hercules, Ca) and transferred for 2 h at 4 °C to
nitrocellulose membranes (Transblot Transfer Medium, Bio-Rad), which were stained
with Pounceau-S red as a control for protein loading. Membranes were incubated at 4°C
with rabbit polyclonal anti-VEGF-A and Ang-2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) overnight in a 1:200 dilution. Thereafter, membranes were blocked with 2 %
powdered defatted milk in TTBS buffer for 2 h. Membranes were incubated at room
temperature with horseradish peroxidase-conjugated antibody against rabbit IgG (ECL
Western blotting analysis system; GE Healthcare) in a 1:2000 TTBS buffer containing 2
% powdered defatted milk. The bands for VEGF-A and Ang-2 were visualized by
chemiluminescence (LAS3000, Fujifilm, Tokyo, Japan). Quantification of protein
signals was performed using computer-assisted densitometry (Quantify One, Bio-Rad
Laboratories).

Liver and pancreatic samples were fixed in 4% buffered formalin, paraffin-embedded,
and sectioned at 5 ['m. Before immunostaining, the tissue slides underwent microwave
antigen retrieval (750 W 1 minute, 350 W 9 minutes in citrate buffer 0.01 mol/L, pH 6).
Endogenous peroxidase activity was inhibited for 10 minutes and the tissue sections

were incubated overnight at 4°C with rabbit polyclonal monospecific antibodies anti-
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VEGF-A and Ang-2 1:50 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). The samples
were revealed with the Dako LSAB2 System, HRP (Dako Denmark A/S, Glostrup,
Denmark) following the manufacturers’ instruction. Controls were performed by
omitting the first antibody. Immunoreactivity was visualized by light microscope

(Olympus Bx51, Tokyo, Japan).
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Articulo 2: El sistema hepatico de la apelina: Una nueva diana terapéutica para la
enfermedad hepatica.

Durante la ultima década se ha producido un auge de investigaciones para
intentar averiguar la funcion fisiologica y fisiopatologica de la apelina y su receptor
especifico APJ. Aunque todas las evidencias iniciales apuntaban a que la apelina era
solamente esencial para la funcién y el desarrollo cardiaco, recientes estudios han
abierto el abanico conceptual de posibilidades a otros tipos celulares y tejidos como
origen y diana de dicho péptido. De hecho, el receptor de la apelina se expresa en un
gran numero de estirpes celulares, desde cardiomiocitos y CEs hasta leucocitos,
enterocitos, y adipocitos. Es de especial importancia el papel que desempeia la apelina
en la neovascularizacion, en la regulacion del tono vascular y en la contractibilidad
cardiaca. Esta bien demostrado que la apelina tiene un papel activo en el desarrollo
vascular incluso en ausencia de VEGF. Asimismo la activacion de APJ en la red
vascular produce una vasodilatacion mediada por la activacion de eNOS y la produccioén
de NO. Paralelamente, la apelina provoca un aumento de la contractibilidad cardiaca.
De hecho, es una de las sustancias inotropicas positivas mas potentes que se conocen.

En este segundo trabajo se analiz6 el papel de la apelina en las alteraciones
hemodindmicas y renales asi como en los procesos de angiogénesis y fibrosis hepatica
que conducen a la formacion de ascitis en la cirrosis. Los resultados de este estudio se
resumen a continuacion:

1. Los niveles circulantes de apelina se encuentran incrementados en las ratas cirréticas.

Las alteraciones bioquimicas tipicas de los animales con cirrosis hepatica
(descenso de la concentracion sérica de albumina, incremento de la actividad

transaminasa ALT y bilirrubina sérica elevada) se vieron acompafiadas por un aumento,
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del orden del triple, de la concentracién sérica de apelina respecto a los animales control
(tabla 3, articulo 2).

2. La apelina se encuentra involucrada en la disfuncién cardiocirculatoria en las ratas

cirrdticas con ascitis.

La administracion de apelina por via endovenosa a ratas control produjo, como
cabia esperar, un marcado efecto vasodilatador con una reduccion del 30% de las
resistencias periféricas totales (RPT). Dicho efecto se vio acompanado por un
incremento del indice cardiaco (IC) sin hacer variar, como consecuencia, la presion
arterial media (PAM, tabla 1, articulo 2). En cambio, esta respuesta a la apelina no se
observo en las ratas cirrdticas. Por otro parte, mientras que la apelina disminuyd la
excrecion de agua y sodio en las ratas normales, dicho péptido no modifico la reducida
excrecion en los animales cirrdticos tras administrar una sobrecarga de agua. Los
efectos hemodindmicos y renales observados tras el bloqueo de APJ fueron exactamente
los contrarios, esto es, invariabilidad en el resultado de los parametros analizados en
animales control y mejora cardiovascular (disminucion del IC), incremento de las RPT
y un aumento de la excrecion renal de agua y sodio (tabla 2, articulo 2).

3. El sistema de la apelina se encuentra hiperactivado en el higado de las ratas cirroticas.

No se observaron diferencias significativas en la abundancia de RNA mensajero
de apelina o APJ en corazdn o rifidén entre animales cirroticos y control. Sin embargo se
observé una disminucién tanto en la expresion génica de apelina como de su receptor en
el pulmon de las ratas cirrdticas respecto a los animales control, siendo solamente
significativa para la apelina. En cambio, se observd una intensa sobreexpresion del
sistema de apelina-receptor en el higado de los animales cirroticos respecto a los

animales control (Figura 1, articulo 2).
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4. La apelina se produce en las células estrelladas hepaticas activadas.

La tincion positiva para apelina y APJ fue casi indetectable en el higado de las
ratas control. En cambio, se observo una clara expresion de apelina en los septos
fibrosos y los tractos portales hepaticos de las ratas cirréticas (Figura 3, articulo 2). La
expresion de APJ experimentd un patron de distribucion inverso a la de su ligando, es
decir, se localiz6 extendido a lo largo de todo el parénquima hepatico y en menos
intensidad en algunas células de las areas fibroticas (Figura 3). Puesto que la apelina
colocalizaba con a-SMA, la activacion de la produccion de apelina en el higado de las
ratas con cirrosis tiene lugar selectivamente en las células miofibroblasticas localizadas
en el margen de los septos fibrosos.

5. El bloqueo cronico de APJ mejora la hemodinamica sistémica, la fibrosis y la

angiogénesis hepatica en las ratas cirroticas.

La administracion de F13A para antagonizar los efectos de la apelina supuso una
mejora tanto en la PAM como en el CI y las RPT en los animales cirrdticos respecto a
los vehiculo. La PP no se vio afectada debido al aumento de la presion de perfusion
esplacnica (calculada como MAP-PP). El tratamiento también produjo un descenso del
25% y 50% de la fibrosis y angiogénesis hepatica, respectivamente. El descenso del
plexo vascular inmaduro del higado cirrético se tradujo en un descenso del 60% del
volumen de ascitis. De hecho ese espectacular descenso de permeabilidad vascular
provoco que fuera indetectable la presencia de liquido ascitico en 4 de los 8 animales

tratados con el antagonista del receptor de apelina.
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The Hepatic Apelin System: A New Therapeutic Target
for Liver Disease

Alessandro Principe,' Pedro Melgar-Lesmes,' Guillermo Ferndndez-Varo,' Luis Ruiz del Arbol,* Josefa Ros,!
Manuel Morales-Ruiz,! Mauro Bernardi, Vicente Arroyo,> and Wladimiro Jiménez'>

Apelin is a peptide that plays an important role in heart physiology and pathophysiology,
inflammation, and angiogenesis. We evaluated whether the endogenous apelin system is
involved in the pathogenesis of the hepatic remodeling and cardiovascular and renal com-
plications occurring in advanced liver disease. The circulating levels of apelin, the messenger
RNA (mRNA) and protein expression of apelin and apelin receptor, the immunohistological
detection of apelin and apelin receptor, and the effects induced by the chronic administra-
tion of an apelin receptor antagonist on fibrosis and vessel density were evaluated in rats with
cirrhosis and ascites and in control rats. The serum levels of apelin in patients with cirrhosis
were also measured. Apelin levels were higher in rats with cirrhosis than in controls. Apelin
mRNA showed a four-fold rise only in hepatic tissue, but not in the lung, heart, or kidney of
rats with cirrhosis. These animals also showed hepatic apelin receptor mRNA levels 300
times higher than controls. Apelin was highly expressed by stellate cells, whereas apelin
receptor was overexpressed in the hepatic parenchyma of animals with cirrhosis. Rats with
cirrhosis treated with the apelin receptor antagonist showed diminished hepatic fibrosis and
vessel density, improved cardiovascular performance, and renal function and lost ascites.
Human patients also showed a marked increase in apelin levels. Conclusion: The selective
hepatic activation of the apelin system, together with the drop in fibrosis and neoangiogen-
esis and the improvement in cardiovascular and excretory function resulting from apelin
receptor blockade, points to the hepatic apelin system as a novel therapeutic target in liver
disease. (HEPATOLOGY 2008;48:1193-1201.)

pelin is the endogenous ligand of the angiotensin-
like-receptor 1 (AGTRL1), a G-protein-coupled re-
ceptor that has been found to be involved in an array
of physiologic events, such as water homeostasis,' regulation
of the cardiovascular tone,? and cardiac contractility.> Apelin
and its receptor are widely expressed in the central nervous
system and in peripheral tissues, especially in endothelial cells

but also in leukocytes, enterocytes, adipocytes, and cardio-
myocytes.*8 AGTRLI activation leads to inhibition of cyclic
adenosine monophosphate production and activation of the
Na*/H* exchanger type 1.2 Through the former pathway,
apelin enhances the vascular dilatation after the induction of
endothelial nitric oxide (NO) synthase, in a molecular cas-
cade leading to extracellular-signal regulated kinases and

Abbreviations: AGTRLI, angiotensin-like-receptor 1; ALDO, aldosterone; bw, body weight; CI, cardiac index; CO, cardiac output; MAP, mean arterial pressure; mRINA,
messenger RNA; NO, nitric oxide; PP, portal pressure; SPP, splanchnic perfusion pressure; TPR, total peripheral resistance; VEGE, vascular endothelial growth factor
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P70S6K activation.!®! On the other hand, the burst of
Na*/H* exchanger type 1 activity in cardiomyocytes leads
to a dose-dependent increase in 7 vivo and in vitro myocar-
dial contractility.>!> Recent studies also suggest a role for
apelin in inflammation and angiogenesis since its expression
is regulated by tumor necrosis factor—a,° and it has been
demonstrated that apelin could trigger vascular sprouting in
absence of vascular endothelial growth factor (VEGF).13

Hepatic cirrhosis is among the most prevalent diseases
in Western countries. The prognosis of these patients is
grim, except for those who may benefit from liver trans-
plantation. This is due to the multiple organic derange-
ments, including renal failure, variceal bleeding, or
bacterial peritonitis, developed by these individuals.'4
Several clinical and experimental studies have demon-
strated that the trigger for these disturbances is the exis-
tence of an important and progressively accentuated
cardiocirculatory dysfunction, of which portal hyperten-
sion, arterial hypotension, high cardiac output (CO), and
diminished systemic vascular resistance are the most rele-
vant features.’> Thus, during the last decade the mecha-
nisms leading to decreased arterial pressure and
concomitant arterial vasodilation in cirrhosis have been a
subject of major interest. Although it is generally believed
that increased endothelial production of NO is of major
importance in the pathogenesis of this phenomenon,'>
the contribution of other recently identified endogenous
systems has also been considered.!®

In the current investigation, we assessed the circulating
levels of apelin, the hemodynamic and renal effects in-
duced by either the administration of apelin or the acute
blockade of the apelin receptor, and the tissue expression
of these peptides in rats with cirrhosis and ascites. Fur-
thermore, we assessed whether chronic blockade of
AGTRLI may influence hepatic remodeling, fibrosis, and
neoangiogenesis in rats with cirrhosis. Finally, the rela-
tionship between the degree of activation of the renin-
angiotensin-aldosterone  (ALDO) and sympathetic
nervous systems and the circulating levels of apelin in
patients with cirrhosis and ascites was also evaluated. The
hypothesis of the investigation was that the endogenous
apelin system is involved in the pathogenesis of the he-
patic remodeling and cardiovascular and renal complica-
tions occurring in advanced liver disease.

Patients and Methods

Induction of Cirrhosis in Rats. Studies were per-
formed in male adult Wistar rats (Charles River, Saint
Aubin les Elseuf, France). Rats with cirrhosis and control
rats were fed ad libitum with standard chow and distilled
water containing phenobarbital (0.3 gm.L™!) as drinking
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fluid. Cirrhosis was induced by CCly as described else-
where.!” Rats with cirrhosis and ascites were studied be-
tween 16 and 21 weeks when ascites had fully developed.
Control rats were studied following a similar period of
phenobarbital administration.

Hemodynamic and Renal Effects of Apelin Admin-
istration in Rats with Cirrhosis. To assess the systemic
and renal effects of apelin, 12 control rats and 12 rats with
cirrhosis and ascites were randomly assigned to a hemo-
dynamic (six rats with cirrhosis and six control rats) or a
renal excretory function study (six rats with cirrhosis and
six control rats) as described below. Thereafter, hemody-
namic or renal parameters were measured in basal condi-
tions and following the intravenous injection of
Apelin-13 (15 pg/kg of body weight [kg.bw]; Sigma-Al-
drich Chemie Gmbh, Steinherim, Germany).

Hemodynamic and Renal Effects of Apelin Receptor
Blockade in Rats with Cirrbosis. The systemic and
renal effects of apelin receptor blockade were assessed in
12 control rats and 12 rats with cirrhosis and ascites.
Animals were randomly assigned to a hemodynamic (six
rats with cirrhosis and six control rats) or renal excretory
function study (six rats with cirrhosis and six control rats)
as described below. Thereafter, hemodynamic or renal
parameters were measured in basal conditions and follow-
ing the intravenous injection of the specific antagonist of
apelin receptor F13A'8 (15 ug/kg.bw, Phoenix Pharma-
ceuticals, Burlingame, CA).

Circulating Levels and Tissue Expression of Apelin
and Apelin Receptor in Rats with Cirrbosis. Serum
concentration of apelin was measured in 24 control and
24 rats with cirrhosis and ascites. Blood samples were
collected from the femoral vein; following centrifugation
(1,800 ¢ for 10 minutes, 4°C), plasma was frozen at
—20°C in aliquots until further analysis. Liver, kidney,
lung, and heart specimens were collected from 10 control
and 10 rats with cirrhosis, washed in diethyl pyrocarbon-
ate (0.1%)-treated phosphate buffered saline salt solution
(in mM: NaCl 140, Na,HPO4 8.5, Na,HPO4.H,O 1.84,
pH 7.4), immediately frozen in dry ice, and stored in
liquid nitrogen to evaluate messenger expression of apelin
and messenger RNA (mRNA) and protein abundance of
AGTRLI.

Chronic Blockade of the Apelin Receptor, AGTRLI,
in Rats with Cirrbosis. Rats with cirrhosis and ascites
were included in the protocol after developing stable as-
cites. Thereafter, CCly treatment was discontinued and
animals were randomly assigned to one of the following
groups: group A (n = 8), daily subcutaneous injection of
the AGTRLI antagonist, F13A'® (75 ug/kg.bw; Phoenix
Pharmaceuticals) for 9 days beginning the second week
after the detection of sustained ascites and group B (n =
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8), daily subcutaneous injection of saline solution (1 mL/
kg.bw). At the end of the treatment animals were anesthe-
tized and mean arterial pressure (MAP), CO, and portal
pressure (PP) were recorded as described below. Splanch-
nic perfusion pressure (SPP) was defined as MAP — PP.
Thereafter, ascites volume was measured by laparotomy
and liver samples from treated and untreated animals were
fixed in 10% buffered formalin for further hematoxylin-
eosin and immunostaining analysis.

Hemodynamic Studies. Rats with cirrhosis and
control rats were anesthetized with Inactin (100 mg/
kg.bw; Sigma-Aldrich Chemie Gmbh) and prepared
with a polyvinyl-50 catheter in the left femoral artery.
A blood sample (2 mL) was taken to measure standard
parameters of hepatic and renal function and plasma
concentration of apelin. Packed cells were reconsti-
tuted to an equal volume with Ringer solution and
reinfused over 3 minutes. Animals were prepared for
measurements of hemodynamic parameters as de-
scribed.’® Total peripheral resistance (TPR) was ob-
tained using the formula TPR = MAP/CO.
Hemodynamic parameters were allowed to equilibrate
for 30 minutes and values of MAP, heart rate, CO, and
TPR were recorded in basal conditions and 15 minutes
after the intravenous administration of Apelin-13 or
F13A. The cardiac index (CI) was calculated as CO/
bw. Each value represents the average of two measure-
ments.

Renal Excretory Function. Rats with cirrhosis and
ascites and control rats were placed in metabolic cages and
the excretion of free water was determined once weekly
(Tuesday) as described.?® When a moderate impairment
in the renal ability to excrete free water was detected (% of
water load excreted <85%) animals with cirrhosis were
included in the protocol. After 24 hours, animals received
an intravenous administration of Apelin-13 (15 ug/
kg.bw) or F13A (15 pg/kg.bw) through the tail vein.
Thereafter, animals were submitted to a second water
overload, as previously described, and % of water excreted
was determined in the 3-hour urine collection. After 24
hours, the animals were killed by isoflurane overdose and
trunk blood was obtained by decapitation to measure
standard parameters of hepatic and renal function and
plasma concentration of apelin.

Messenger Expression of Apelin and AGTRLI in
Different Organs of Rats with Cirrhosis. See online
expanded experimental procedures in the Supplementary
Materials.

AGTRLI Protein Expression in Hepatic Tissue of
Control and Rats with Cirrhosis. See online expanded
experimental procedures in the Supplementary Mate-
rials.
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Immunodetection of Apelin, AGTRLI, and Von
Willebrand Factor. See online expanded experimental
procedures in the Supplementary Materials.

Immunofluorescence. Sce online expanded experi-
mental procedures in the Supplementary Materials.

Fibrosis Quantification. See online expanded exper-
imental procedures in the Supplementary Materials.

Human Studies. A total of 59 patients with cirrhosis
and ascites and 10 healthy subjects were included in the
study. After admission, patients were given a 50-70
mmol/day sodium diet without diuretics. At 8 AM of the
fifth day, after overnight fasting and following 1 hour of
bed rest, samples were obtained to measure liver and renal
function, plasma renin activity, and plasma concentra-
tions of ALDO, norepinephrine, and apelin. An antecu-
bital vein was catheterized and blood samples were
obtained under ice and centrifuged at 4°C and the serum
was stored at —80°C until assayed.

Measurements and Statistical Analysis. See online
expanded experimental procedures in the Supplementary
Materials.

Ethical Approval. The study was performed accord-
ing to the criteria of the Investigation and Ethics Com-
mittees of the Hospital Clinic Universitari and the
Hospital Ramén y Cajal. Patients gave written informed
consent to participate in the study, which was conducted
according to the guidelines of Good Clinical Practice.

Results

Liver histology of all the animals treated with CCly
included in the study had a finely granulated surface and
histological examination showed the characteristic fea-
tures of cirrhosis. Ascites volume ranged between 5 and 60
mL. Control rats showed no appreciable alterations in
liver histology.

Increased Circulating Levels of Apelin in Cirrhotic
Rats. Cirrhotic rats were investigated after they had de-
veloped marked abnormalities in liver function tests. As
anticipated, rats submitted to the cirrhosis induction pro-
tocol showed decreased serum albumin (25.3 * 6.6 g/L,
P < 0.001) increased activity of alanine aminotransferase
(49.5 £ 6.2 U/L, P < 0.01), and enhanced serum con-
centration of bilirubin (1.48 = 0.20 mg/dL, P < 0.001)
in comparison to control rats (37.7 = 1.2 g/L, 17.8 = 7.1
U/L, and 0.18 = 0.02 mg/dL, respectively). This marked
hepatic dysfunction was associated with a significant in-
crease in the circulating levels of apelin in comparison to
healthy animals (1,235 = 49 versus 930 * 42 pg/mL,
P < 0.001). In fact, only three out of the 24 rats with
cirthosis analyzed showed values of apelin within the
range of control rats. No differences in serum creatinine
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Table 1. Hemodynamic and Renal Effects Induced by the Intravenous Administration of Apelin-13

Control Rats (n = 12)

Cirrhotic Rats (n = 12)

Basal Posttreatment Basal Posttreatment

Hemodynamic study (n = 12)

Mean arterial pressure (mmHg) 117 £ 3 116 £ 4 96 = 71 91+7

Cardiac index (mL.minute~1.kg~1) 0.38 = 0.01 0.54 + 0.04*** 0.80 = 0.061 0.92 = 0.05

Total peripheral resistance (mmHg.mL~!.minute) 0.71 = 0.05 0.49 + 0.02** 0.26 + 0.021 0.21 +0.01
Renal study (n = 12)

Water excreted (%) 99 +2 79 £ 11%* 72 + 4% 73+4

Urine sodium (wEq/minute) 0.91 +£0.19 0.36 £ 0.10* 0.07 = 0.02t 0.04 +0.01

Apelin-13 dosage 15 ug/kg of body weight. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, in comparison to basal values (paired Student t test). TP < 0.001 in

comparison to control rats (unpaired Student ¢ test).

were found between rats with cirrhosis and control rats
(0.39 = 0.01 versus 0.43 = 0.03 mg/dL).

Apelin Is Involved in the Cardiocirculatory Dys-
Junction in Cirrhotic Rats. To investigate the patho-
physiological significance of the increased production of
apelin in cirrhosis, we next assessed the hemodynamic and
renal effects resulting from stimulating or inhibiting the
apelin receptor in control and rats with cirrhosis. The
results obtained in 12 control and 12 animals with cirrho-
sis following the intravenous administration of Apelin-13
are shown in Table 1. Rats were randomly assigned to
either the hemodynamic or the renal response group. As
expected, apelin administration to control rats resulted in
a marked vasodilator effect as reflected by an approxi-
mately 30% reduction in TPR. This was associated with a
concomitant increase in CI, thus resulting in no signifi-
cant changes in MAP. By contrast, this characteristic he-
modynamic response to the intravenous administration
of apelin in healthy animals was not seen in cirrhotic rats.
In fact, neither CI nor TPR experienced any noticeable
change following the administration of the peptide. The
renal response to a water load in basal conditions and after
the administration of apelin is also shown in Table 1.
Whereas apelin administration decreased water and so-
dium excretion in normal rats, the peptide did not further
modify the already impaired ability to excrete a water load
in cirrhotic animals.

The hemodynamic and renal effects observed after
AGTRLI blockade were qualitatively opposite to those
seen after the administration of Apelin-13 (Table 2). Ac-
tually, F13A administration did not modify any of the
hemodynamic parameters assessed in control animals. By
contrast, AGTRLI blockade significantly improved car-
diovascular function in cirrhotic rats, as indicated by a
marked reduction in ClI and a significant increase in TPR.
The results observed on assessing renal function were in
line with the cardiovascular findings. AGTRLI blockade
did not modify the renal ability to excrete a water load in
control rats but significantly increased water and sodium
excretion in cirrhotic rats with and ascites (Table 2).

The Apelin System Is Overactivated in the Liver of
Cirrhotic Rats. To further delineate whether the apelin
system is selectively activated in cirrhosis, we measured
mRNA expression of apelin and AGTRLI in heart, kid-
ney, lung, and liver of rats with cirrhosis and control rats
(Fig. 1). No significant differences were found in the
abundance of both messengers between hearts or kidneys
of animals with cirrhosis and control animals. A decreased
expression of apelin and apelin receptor was observed in
the lung of rats with cirrhosis in comparison to controls,
although values only reached statistical significance in the
former case. However, an intense upregulation of the en-
dogenous apelin system was observed in the liver of rats
with cirrhosis. The amount of apelin and AGTRLI tran-

Table 2. Hemodynamic and Renal Effects Induced by the Intravenous Administration of the Apelin Receptor Antagonist F13A

Control Rats (n = 12)

Cirrhotic Rats (n = 12)

Basal Posttreatment Basal Posttreatment

Hemodynamic study (n = 12)

Mean arterial pressure (mmHg) 115+ 4 120 £ 2 83 = 41 917

Cardiac index (mL.minute~1.kg~1) 0.41 £0.04 0.33 £0.03 0.80 * 0.021 0.59 * 0.02***

Total peripheral resistance (mmHg.minute.mL~1) 0.62 = 0.04 0.80 = 0.08 0.23 + 0.021 0.32 = 0.02**
Renal study (n = 12)

Water excreted (%) 96 =2 96 =1 69 * 2t 89 + 3**

Urine sodium (wEq/minute) 0.86 = 0.19 1.04 = 0.10 0.08 £ 0.041 0.29 + 0.09*

F13A dosage 15 ug/kg body weight. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005, in comparison to basal (paired Student t test) values. tP < 0.001 in comparison

to control rats (unpaired Student t test).
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Fig. 1. mRNA expression of apelin and AGTRL1 (apelin receptor) by real-time polymerase chain reaction (PCR). Liver, kidney, heart, and lung
mRNAs taken from 10 control rats and 10 rats with cirrhosis were retrotranscribed and amplified. hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) was

used as the housekeeping gene.

scripts was three-fold to four-fold and around 300-fold-
higher in the hepatic tissue of rats with cirrhosis than in
controls, respectively (Fig. 1). This overactivation of the
hepatic apelin system in cirrhosis was also noted at the
posttranslational level. AGTRLI content in protein ex-
tracts obtained from hepatic homogenates of rats with
cirthosis was markedly higher than in control animals
(Fig. 2).

Apelin Is Produced by Stellate Cells. In an attempt
to identify the cellular source of the altered expression of
apelin and AGTRLI, we performed histological immu-

AGTRLA1
4
£ 34
§
5
& 1+
CH CT
42 kD- — - -AGTRLA1
CH CH CT CT

Fig. 2. Protein expression of the apelin receptor, AGTRL1. Represen-
tative western blot of whole protein extracts taken from two cirrhotic and
two control livers. Densitometric analysis in all animals (six rats with
cirrhosis and six control rats) is shown at the top of the figure.

nolocalization of these peptides in the liver of cirrhotic
and control rats. Apelin immunolabeling was almost un-
detectable in control rats, but in animals with cirrhosis
was identified as linear staining in the portal tracts and
fibrous septa and was more intense in the severely fibrotic
tissue (Fig. 3). As occurred with the expression pattern of
apelin, hepatic AGTRLI detection was restricted to some
perivenular areas in control animals, whereas in rats with
cirrhosis, labeling-positive cells extended throughout all

CT

APELIN

AGTRL-1

Fig. 3. Protein expression of apelin and apelin receptor (AGTRL1) was
immunolocalized in liver sections of control (CT) and rats with cirrhosis
and ascites (CH). Apelin expression was restricted to perivenular areas
(arrows) in control rats, while a stronger signal was detected in rats with
cirrhosis, especially across the fibrous septa. AGTRL1 was faintly de-
tected in perivenular areas (arrow) in control rats, while a marked
increase in its expression was detectable throughout the cirrhotic paren-
chyma, but not in the scar tissue. Original magnification: X200.
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the hepatic parenchyma with the exception of the fibrotic
areas (Fig. 3). Interestingly, apelin immunostaining colo-
calized with a—smooth muscle actin (Fig. 4). These find-
ings indicate that activation of apelin production in the
liver of rats with cirrhosis selectively occurs in myofibro-
blastic cell types located in the margin of the fibrous septa.

Effect of Chronic AGTRLI1 Blockade on Systemic
Hemodynamics, Hepatic Fibrosis, and Vessel Density
in Cirrhotic Rats. As anticipated, cirrhotic rats receiving
vehicle had a marked hyperdynamic circulatory syndrome
(MAP: 82 = 3 mmHg; CI: 1.13 + 0.1 mL kg™ ".minute™;
TPR: 0.20 £ 0.01 mmHgmL ™ ".minute; PP: 14 * 1
mmHg; and SPP: 70 £ 4 mmHg). Administration of the
AGTRLI antagonist for 9 days to rats with cirrhosis signifi-
cantly improved systemic hemodynamics (MAP: 97 *= 3
mmHg, < 0.05; CL: 0.85 * 0.06 mL.kg ™ ".minute™ !, P <
0.05; TPR: 0.32 = 0.04 mmHg.mL™!.minute, 7 < 0.05)
when there were no changes in PP (13 = 1 mm Hg) buta
significant increase in SPP (84 * 4 mmHg, P < 0.05). At
the end of the study, ascites volume significantly differs be-
tween nontreated and treated cirrhotic rats (42 = 8 versus
16 = 8 mL, P < 0.05). Furthermore, ascites was undetect-
able in four out of the eight rats with cirrhosis treated with
the apelin receptor antagonist, whereas noticeable volumes
of this liquid were detected in all cirrhotic rats treated with
vehicle. No significant differences in creatinine clearance
were observed between treated and nontreated rats with cir-
rhosis (0.54 * 0.12 versus 0.59 = 0.05 mL/minute). Anti-
von Willebrand Factor antibody and Sirius red were used to
identify vascular proliferation and collagen fibrils, respec-
tively. Both groups of rats have pronounced vascular growth

Fig. 4. Immunofluorescent localization of apelin and a-smooth mus-
cle actin (SMA) in livers of cirrhotic rats with ascites. Apelin (A, green),
a-SMA (B, red), and cell nuclei (C, blue) fluorescent staining was
performed using 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and specific anti-
bodies. Colocalization of «-SMA and apelin (arrow, yellow) is shown in
the merge panel (D). b.v., blood vessel. Original magnification: X100.
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Fig. 5. Effect of apelin receptor AGTRL1 blockade on liver fibrosis and
vessel density. Top panels: Sirius red staining of representative liver
sections obtained from cirrhotic rats with ascites treated either with
vehicle (n = 8) or F13A (n = 8). Bottom panels: Immunolocalization of
von Willebrand Factor (vWF) was used to quantify vessel density in liver
sections taken from rats with cirrhosis treated either with vehicle (n = 8)
or F13A (n = 8). Bars on the right show the quantitative measurement
of relative fibrosis and vessel density in all animals. Original magnifica-
tion, X 100.

and abundant fibrosis (Fig. 5). However, liver sections ob-
tained from cirrhotic rats receiving F13A showed an approx-
imately 40% lower vessel density and 25% decrease of
fibrosis area than sections of vehicle-treated cirrhotic rats
(Fig. 5).

Patients with Cirrhosis Have Increased Circulating
Levels of Apelin. The demographic and laboratory data
in healthy subjects and patients with cirrhosis are shown
in Table 3. Marked hepatic failure was present in patients
with cirrhosis, as indicated by high serum bilirubin and
low serum albumin and prothrombin activity. Serum cre-

Table 3. Demographic Data, Liver and Renal Function Test,
and Endogenous Vasoactive Systems in Subjects with
Cirrhosis and Control Subjects

Subjects with

Healthy Subjects Cirrhosis and Ascites

(n = 10) (n = 59)

Sex (M/F) 5/5 49/10
Age (years) 43 £ 10 52 + 12
Etiology (viral/alcohol) N/A 32/27
Serum bilirrubin (mg/dL) 0.38 = 0.05 4.8 £ 0.7*
Serum albumin (g/L) 40.2 £ 0.6 314 £0.1¢
Blood urea nitrogen (mg/dL) 144+ 0.9 45.42 + 5,0*
Serum creatinine (mg/dL) 0.75 = 0.05 1.17 = 0.1
Plasma renin activity

(ng/mL.hour) 0.14 = 0.04 4.47 = 0.5t
Aldosterone (ng/dL) 10.34 = 1.4 86.48 = 11.2%
Norepinephrine (ng/mL) 196 £ 174 471 + 34.7t
Serum apelin (pg/mL) 282 + 11 855 *+ 75%

*P < 0.05; TP < 0.01; tP < 0.005; with respect to healthy subjects
(unpaired Student t test).
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atinine ranged between 0.64 and 3.26 mg/dL in patients
with cirrhosis, although no statistical differences were
found when compared with healthy subjects. As antici-
pated, patients displayed marked overactivity of the re-
nin-angiotensin and sympathetic nervous systems (Table
3). Patients with cirrhosis also presented a striking in-
crease in the circulating levels of apelin. In most patients
apelin plasma levels were at least two-fold higher than in
healthy subjects and in some individuals figures reached
values 10-fold higher than in controls. An indirect signif-
icant relationship was found between apelin levels and
serum creatinine (r = —0.351, P < 0.01), whereas no
correlation was found between apelin concentration and
plasma renin activity (r = 0.138), ALDO (r = 0.307), or
norepinephrine (r = 0.173) in patients with cirrhosis.

Discussion

Hepatic architectural disruption is a major feature of
patients with chronic liver disease. Actually, the liver of
these patients undergoes an intense process of tissue re-
modeling characterized by chronic inflammation, neoan-
giogenesis, and fibrogenesis.?’?> In end-stage liver
disease, hepatic failure occurs, with liver transplantation
being the only therapeutic alternative. Apelin is a recently
described endogenous peptide that plays an important
role in heart physiology, pathophysiology,”!? as well as
inflammation? and angiogenesis.'3

The current study evaluated whether the endogenous
apelin system is involved in the hepatic remodeling and
the cardiovascular and renal complications occurring in
advanced liver disease. First, we measured the circulating
levels of apelin, which were markedly enhanced in rats
with cirrhosis in comparison to control animals. This
represents the first circumstantial evidence linking apelin
activation to decompensated cirrhosis. The pathophysio-
logical meaning of this finding was next evaluated by as-
sessing the changes induced by either systemically
challenging or blocking the apelin system in rats with
cirrhosis.

Acute single intravenous administration of apelin to
control animals resulted in a pronounced reduction in
peripheral resistance, which is consistent with previous
investigations demonstrating that this peptide possesses
vasodilator properties, exerted through the NO signaling
pathway.?23 This effect was not associated with signifi-
cant modifications in the MAP of these animals due to the
marked rise in CO induced by the peptide. In fact, apelin
has been described as one of the most powerful endoge-
nous positive inotropic substances known so far.> Admin-
istration of this peptide also deteriorated renal excretory
function in control animals. The impaired ability to ex-
crete water and sodium observed after a water load was
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probably due to the decrease in peripheral resistance
and/or a direct renal effect induced by apelin in these
animals. This would be in line with an investigation de-
scribing the presence of AGTRLI in the renal tissue of
adult and neonate rats.” However, contrary to control
animals, cirrhotic rats with ascites exhibited marked resis-
tance to the cardiovascular and renal effects of apelin,
since this peptide did not modify the already impaired
hemodynamic and excretory function of cirrhotic rats.
Conversely, AGTRL1 blockade improved systemic he-
modynamics and significantly ameliorated the renal ex-
cretory function in cirrhotic rats with ascites. The most
interesting finding was that the administration of the an-
tagonist had a marked negative inotropic effect that re-
sulted in an almost 30% decrease in CI and a significant
rise in TPR with no evident effects on MAP. F13A did
not produce any significant change in control animals. As
far as we know, these results are the first indication that
the increased circulating levels of apelin are of pathogenic
cardiovascular significance in cirrhosis.

Studies assessing tissue distribution of apelin and
AGTRLLI in normal adult rats demonstrated that the
highest expression of both messengers was in the lung
and also found quite strong levels in the heart; how-
ever, the abundance of these transcripts was very faint
in the liver.8:2 Therefore, to establish whether cirrhosis
is associated with an altered expression pattern of ape-
lin and AGTRL1 mRNAs, we next extracted total
mRNA from liver, lung, heart, and kidney from the
two groups of animals. Only the hepatic tissue of cir-
rhotic rats showed significantly increased abundance of
both messengers with respect to control rats. This dif-
ference was markedly striking in the case of AGTRLI
mRNA and was paralleled by higher abundance of the
AGTRLI protein in the hepatic tissue of cirrhotic rats
than in controls. Our findings indicate that the hepatic
apelin system is markedly and selectively activated in
cirrhosis. These results are in line with the concept that
the increased circulating levels of apelin in cirrhotic
rats mainly result from an increased hepatic production
rather than an impaired renal catabolism of this pep-
tide. This is further supported by the absence of differ-
ences in serum creatinine between cirrhotic and
control rats. Immunolocalization experiments revealed
a strong positive signal for apelin and AGTRL1 in the
liver of cirrhotic animals. In the former case the signal
was located in stellate cells, whereas the apelin receptor
was mainly identified in hepatocytes. These results in-
dicate that, beyond its cardiotropic and vasodilator ef-
fects, apelin may also behave as a hepatic paracrine
substance in the cirrhotic liver, secreted by the acti-
vated stellate cells interacting with the nearby paren-



1200  PRINCIPE ET AL.

chymal cells, and hence triggering proinflammatory
and neoangiogenic signaling pathways. Fibrosis, there-
fore, can no longer be considered as a simple deposition
of fibrillar extracellular matrix. Rather, hepatic remod-
eling should be considered as a process in which neo-
formed vessels are embedded in an active evolving scar
tissue, where a complex interplay occurs between sev-
eral cell types and soluble substances.

Previous investigations have shown that apelin and
AGTRLLI are induced by tumor necrosis factor-a® and
VEGF,?* respectively. Activation of these peptides in the
fibrotic liver results from the chronic inflammation and
reduced oxygenation'? that takes place in the injured vis-
cera. Therefore, we speculated that the hepatic apelin sys-
tem could be an important mediator in the initiation and
maintenance of the inflammatory and fibrogenic pro-
cesses occurring in the fibrotic liver. To confirm this hy-
pothesis, we disrupted the apelin signaling pathway by
chronically blocking AGTRLI. The degree of hepatic fi-
brosis and angiogenesis of cirrhotic rats chronically
treated with the receptor antagonist dropped 25% and
40%, respectively, as compared with cirrhotic rats receiv-
ing vehicle. Moreover, these animals also showed an im-
provement in both cardiovascular performance and renal
function and consequently, lost ascites. However, no dif-
ferences in PP were observed between rats treated and not
treated with the AGTRLI antagonist. This is likely due to
the increased SPP resulting from the vasoconstrictor ef-
fect of the apelin antagonist. Thus, in cirrhotic rats receiv-
ing F13A, the reduction in fibrosis was not paralleled by
an amelioration in portal hypertension because of the
counteracting effect of the increase in SPP. These results,
therefore, indicate that selective chronic inhibition of the
apelin receptor improves recovery from cirrhosis and
causes a faster reversal of neoangiogenesis in experimental
cirrhosis.

While the mechanisms of action of the hepatic apelin
system have not been fully clarified, impaired oxygen
availability in the hepatic tissue could play a pivotal posi-
tion in upregulating both components of this system. Di-
rect regulation of apelin expression and secretion by
hypoxia has been shown in rat cardiac myocytes,?
whereas hypoxia is also a well-known inducer of VEGF,
which in turn stimulates AGTRLI expression in endothe-
lial cells of blood vessels.?* This suggests that under liver
injury—associated hypoxia, the hepatic apelin system
could play a central role in mediating inflammatory re-
sponse and fibrogenesis.

Finally, we sought to determine whether apelin activa-
tion also occurs in humans with liver disease. Patients
with cirrhosis and ascites also showed a highly significant
increase in the circulating levels of apelin, with almost no
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overlap with values of healthy subjects, thereby support-
ing the concept that the hepatic apelin system is of patho-
genic significance in cirrhosis. Moreover, the selective
hepatic activation of the apelin system in cirrhotic rats,
together with the important drop in fibrogenesis and an-
giogenesis resulting from AGTRLI blockade, suggests
that therapeutic agents interfering with this signaling
pathway might not only help to stabilize decompensated
patients waiting for transplant, but may also alter the
natural course of the disease.
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Resultados

EXPANDED EXPERIMENTAL PROCEDURES

Messenger expression of Apelin and AGTRL1 in different organs of
cirrhotic rats: Total RNA was extracted from the middle liver lobe, left kidney, left
lung and left ventricle of control and cirrhotic rats with ascites using a commercially
available kit (RNAeasy, Qiagen, Germany). One pg of total RNA was reverse
transcribed (RT) by using a complementary DNA synthesis kit (High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). Primers for Apelin
(left: 5’-CTCTGGCTCTCCTTGACTGC-3’ right: 5’-GCCTTCTTCTAGCCCTTTCC-
3’), Apelin-receptor AGTRL1 (left: 5’>-TCAACCATGACTGGGACAGA-3’ right: 5’-
GCATTCTGAAGGTGGGATG-3’) and HPRT, a constitutively expressed gene (left:
5’-GACCGGTTCTGTCATGTCG-3’ right: 5’>- ACCTGGTTCATCATCACTAATCAC-
3’) were designed according to rat Apelin, AGTRL1 and HPRT sequences (GenBank
NM 031612.2, NM 031349.2, NM 012583.2 respectively) using the ProbeFinder
software (Probefinder v 2.35, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Real time
quantitative PCR was analyzed in duplicate and performed with Opticon 2 (MJ
Research, Capital Court, Reno, NV). Twenty pl total volume reaction of diluted 1:16
cDNA, 200 nM primer dilution, 100 nM pre-validated 9-mer probe (Universal
ProbeLibrary, Roche Diagnostics) and FastStart TagMan Probe Master (Roche
Diagnostics) was used in each PCR reaction. Fluorescence signal was captured during
each of the 45 cycles (denaturizing 10 sec at 95°C, annealing 15 sec at 60°C and
extension 20 sec at 72°C). HPRT was used as reference gene for normalization and
water was used as negative control. Relative quantification was calculated using the
comparative threshold cycle (CT), which is inversely related to the abundance of
mRNA transcripts in the initial sample. The mean CT of duplicate measurements was

used to calculate ACT as the difference in CT for target and reference. Relative quantity
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of product was expressed as fold-induction of the target gene compared with the control
primers according to the formula 2-ACT. The mean CT of duplicate measurements was
used to calculate ACT as the difference in CT for target and reference. The relative
quantity of product was expressed as fold-induction of the target gene compared with
the reference gene according to the formula 2-AACT, where AACT represents ACT

values normalized with the mean ACT of control samples.

AGTRLL1 protein expression in hepatic tissue of control and cirrhotic rats:
Samples from six cirrhotic and six control rats were individually homogenized (PT 10-
35, Polytron Kinematica, Kriens-Luzern, Switzerland) in a buffer Tris—HCI 20 mM, pH
7.4, containing 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 50 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 1 mM
Na4P207 10H20, 20 mM NaF, 1 mM Na3V04, 2 mM Pefabloc and a cocktail of
protease inhibitors (Complete Mini, Roche). AGTRLI1 was separated on a 10 % SDS-
polyacrylamide gel (Mini Protean III, Bio Rad, Richmond, Ca) and transferred for 2 h at
4 °C to nitrocellulose membranes (Transblot Transfer Medium, Bio Rad), which were
stained with Ponceau-S red as a control for protein loading. Then they were incubated
overnight with a primary rabbit polyclonal antibody against AGTRL1 (1:400, Phoenix
Pharmaceuticals, Burlingame, CA), followed by incubation with horseradish peroxidase
conjugated anti-rabbit antibody (1:2000, Amersham Biosciences). Bands were
visualized by chemiluminescence (ECL Western blotting analysis system; Amersham
Biosciences). The relative expression of AGTRL1 was determined by densitometric
scanning.

Measurements and statistical analysis: Urinary osmolality was determined
from osmometric depression of the freezing point (Advanced Instruments Osmometer
3300, Needham, HTs MA, USA) and sodium concentration by flame photometry (IL

943, Instrumentation Laboratory, Lexington MA, USA). Serum albumin, ALT and
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bilirubin were measured by the ADVIA 1650 Instrument (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Tarrytown NY). PRA was determined by radioimmunoassay (GammaCoat
Plasma Renin Activity, DiaSorin, Stillwater, MN) of angiotensin I generated after 1-
hour incubation of the plasma sample at 37°C (pH 7.4) in conditions inhibiting further
conversion of angiotensin I. ALDO and NE were also measured by radioimmunoassay
(Coat-A-Count Aldosterone. Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA
and CAIBL Laboratories, Hamburg, Germany, respectively). Apelin was measured
using the Apelin-12 microplate ELISA assay kit (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame,
CA) according to the manufacturer’s instructions. The antibody cross-reacts 100% with
human and rat Apelin-12, -13 and -36.

Statistical analysis of results was performed with the paired and unpaired
Student's t tests when appropriate. Data are expressed as meant=SEM and were

considered significant at a p level of 0.05 or less.
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Articulo 3: La apelina media la induccion de genes profibrogénicos en células
estrelladas hepaticas humanas.

En el estudio anterior habia quedado demostrado que la apelina se comporta
como un potente agente proangiogénico y profibrogénico en el higado de las ratas
cirréticas favoreciendo el proceso de acumulacion de ascitis. Sin embargo, los
mecanismos que regulan la sintesis de apelina en las CEHs todavia eran un enigma. El
papel que desempenan la hipoxia y el TNFa en la induccion de la apelina y APJ en
ciertos tipos celulares resultaba una prometedora guia practica para escudrinar aquellos
estimulos que podrian ser responsables de la induccion del péptido en las CEHs. En la
cirrosis hepatica conviven también otra serie de estimulos proinflamatorios y
profibrogénicos que se han descrito como activadores de las CEHs tales como All y
ET-1, asi como LPS en estados mas avanzados de la enfermedad. Puesto que la
relevancia de la induccion del sistema hepatico de la apelina habia quedado patente en
las ratas cirroticas, se necesitaba realizar un estudio traslacional en pacientes cirréticos.
En este sentido, se debia intentar desarrollar un modelo de estudio en una linea celular
derivada de CEH humana para poder evaluar los posibles efectos de la apelina sobre la
fibrogénesis y las sustancias que participan en la regulacion de dicho péptido. Estudios
de este tipo podrian ayudar a dar un sentido clinico a los hallazgos que se obtuvieron en
el modelo animal. Ademas, puesto que el sistema de la apelina promovia el sindrome
hiperdinamico y la angiogénesis hepatica, y su bloqueo reducia la formacion de ascitis,
el estudio de los factores que regulan su expresion génica podria resultar de interés para
el tratamiento de las alteraciones de la permeabilidad vascular en la cirrosis.

Durante la ultima década, se ha estudiado ampliamente la regulacion de la
expresion de la apelina en el tejido cardiaco y adiposo. Se conoce que el tejido adiposo

tiene hiperactivada la expresion de apelina (mucha mas en individuos obesos, por tanto)
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y que esa induccidon se encuentra principalmente mediada por TNFa e insulina. Sin
embargo, existe todavia controversia en cuanto a si el sistema de la apelina puede jugar
un papel clave en el sindrome metabdlico o en la obesidad.

La polémica alcanza su punto algido en cuanto a la implicacion de la apelina en
la inflamacion. Dependiendo del contexto, del tejido o de la patologia de la que se esté
hablando, la inflamacion puede inducir o reprimir la expresion de apelina. En la cirrosis
hepatica el dafio hepatocelular promueve un potente proceso inflamatorio crénico que
convive con un fenémeno de neovascularizacion. Tanto citoquinas inflamatorias como
factores angiogénicos pueden estimulan las CEHs promoviendo fibrogénesis y
extravasacion vascular. Asi que cabia pensar que el sistema de la apelina podria jugar
un papel importante no solamente en la angiogénesis hepdatica sino también en los
procesos de fibrogénesis que tiene lugar en la enfermedad hepética.

En este tercer trabajo se analiz6 la expresion y localizacion de la apelina en el
higado cirrético humano. Asimismo, se investigaron los posibles agentes inductores de
la sobreexpresion de apelina en las CEHs, asi como la participacion de ese péptido en la
estimulacion de genes profibrogénicos en dichas células. Los resultados de este estudio

se resumen a continuacion:

1) La apelina se encuentra sobreexpresada en las CEHs de los pacientes cirrdticos.

La tincidn positiva para apelina fue casi indetectable en las muestras humanas de
higado control. En cambio, se observd una clara expresion de apelina en los septos
fibrosos y los tractos portales hepaticos de las muestras de higado cirrético humano
(Figura 1, articulo 3). Puesto que la apelina colocalizaba con a-SMA, la activacion de la
produccion de apelina en el higado de pacientes cirrdticos tiene lugar preferentemente

en las células miofibroblasticas (CEHs) localizadas en el margen de los septos fibrosos.
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2) La All y la ET-1 estimulan la expresion de apelina en las CEH humanas (LX-2).

La estimulacién de la linea celular LX-2 (derivada de CEHs) con diferentes
factores presentes en la cirrosis dio como resultado que, inesperadamente, ni la hipoxia,
ni el TNFa ni el LPS estimularon la expresion de la apelina en esas células. De hecho,
los niveles de RNA mensajero de apelina descendieron tras incubar las CEHs con TNFa
y LPS. Solamente los agentes profibrogénicos AIl y ET-1 aumentaron

significativamente la expresion de apelina en las células LX-2 (Figura 3, articulo 3).

3) La apelina hiperactiva la expresion de colageno I y PDGFRP en las células LX-2.
La incubaciéon de las células LX-2 con apelina produjo un incremento en la
expresion génica y proteica del colageno I y PDGFRp pero no en los niveles de RNA

mensajero de a-SMA ni de TGFRp, (Figura 4, articulo 3).

4) El bloqueo del receptor de la apelina previene la induccion “in vitro” de coldgeno [ y
PDGFR{ activada por All y ET-1 en las células LX-2.

Las células LX-2 fueron incubadas con AIl o ET-1 en presencia o ausencia del
antagonista especifico del receptor de la apelina (F13A) y se evalud la expresion génica
y proteica de colageno I y PDGFRP. Como cabia esperar, tanto AIl como ET-1
estimularon significativamente la expresion tanto de apelina como de coldgeno I y
PDGFRp, y dichos efectos profibrogénicos fueron drasticamente reducidos cuando se
bloqued el receptor de la apelina utilizando F13A. Estos resultados sugieren que la
apelina estd mediando de manera autocrina algunos de los efectos relacionados con

fibrogénesis que ejercen la All y la ET-1 en las CEHs (Figura 5, articulo 3).
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5) La inactivacion de la expresion de la apelina reduce la induccion de colageno I y
PDGFRp en las ratas fibroticas.

Trasladando los resultados a un modelo “in vivo”, el tratamiento en ratas
fibrdticas con un antagonista especifico del receptor de la AIl (AT1R) o un antagonista
de los receptores de la ET-1 produjo una marcada reducciéon de la expresion de apelina
hepatica en los animales tratados respecto a los animales que recibieron vehiculo, en
ambos casos. (Figura 6, articulo 3). Dicho descenso en la expresion hepatica de apelina
se vio asociado a una reduccion significativa de la expresion génica y proteica de
coldgeno I y PDGFRp en el higado de las ratas fibréticas tratadas con ambos
antagonistas, en comparacion a los animales que recibieron vehiculo (Figura 7, articulo
3). Estos resultados se corresponden con los datos obtenidos “in vitro” indicando que la
apelina se comporta como un importante mediador de algunos de los efectos

profibrogénicos que la AIl y ET-1 ejercen sobre las CEHs en la enfermedad hepatica.
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ABSTRACT

Apelin is a peptide with relevant functions in angiogenesis and inflammation.
Recent studies have demonstrated that Apelin is overexpressed in hepatic stellate
cells (HSCs) of cirrhotic rats. Moreover, patients with cirrhosis show high circulating
levels of this peptide. We evaluated whether the activation of endogenous Apelin
system plays a role in the induction of profibrogenic genes in human HSCs.
Messenger expression and immunological detection of Apelin were analyzed in
human cirrhotic liver and in control samples. Apelin expression was analyzed in a
human HSC line (LX-2) under hypoxic conditions or in the presence of
proinflammatory or profibrogenic stimuli. The expression of a selected profile of
fibrogenesis-related genes in LX-2 was measured by Real-time PCR to quantify the
profibrogenic effect of Apelin. In vivo inactivation of Apelin was analyzed in the liver
of fibrotic rats after administrating specific blockers of the molecules triggering Apelin
induction. Apelin was overexpressed in HSCs from human cirrhotic liver. Neither
hypoxia, nor proinflammatory substances induced the expression of Apelin in LX-2.
By contrast, both profibrogenic molecules angiotensin-1l (All) and endothelin-1 (ET-
1) enhanced Apelin expression in these cells. Apelin increased the synthesis of
collagen-l and platelet-derived growth factor receptor beta (PDGFRp) in LX-2. All
and ET-1 stimulated collagen-l and PDGFRp expression and this induction was
drastically reduced when AP receptor was blocked using F13A in these cells. In
accordance, All or ET-1 receptor antagonists reduced the hepatic synthesis of
Apelin, collagen-l and PDGFRp in fibrotic rats. Conclusions: Apelin is
overexpressed in HSCs from cirrhotic patients and mediates some of the fibrogenic
effects triggered by All and ET-1 thus suggesting that Apelin could be an important

mediator of fibrogenesis in human liver disease.



Fibrosis is a response of the injured liver where tissular healing results from
the activation of several cell types and in which numerous cell mediators are
involved (1). The nature of the mechanisms regulating fibrosis is overall dual: indirect
by attracting inflammatory cells and direct through binding of molecules to specific
receptors on myofibroblasts which in turn stimulate proliferation, collagen production,
and secretion of autocrine factors (2). The implication of the hepatic immune
response in the fibrogenic process is reflected by the fact that treatment with anti-
inflammatory drugs has demonstrated to be effective in reducing hepatic infiltrate
and fibrosis in experimental cirrhosis (3). Several vasoactive substances are also
locally produced in the injured liver and have an autocrine or paracrine effect on
hepatic stellate cells (HSCs). Among these substances, angiotensin II (All) and
endothelin-1 (ET-1) have attracted particular attention in the last years. Recent data
indicate that key components of the Renin-Angiotensin System (RAS) are locally
expressed in chronically injured livers and activated HSCs can de novo generate All,
the main effector peptide of this system (4). All induces an array of fibrogenic actions
in activated HSCs including cell proliferation, migration, secretion of proinflammatory
cytokines, and collagen synthesis (5). On the other hand, ET-1 appears to be an
important factor involved in the pathogenesis of hepatic fibrosis as well. Actually, ET-
1 and its receptors are up-regulated in the fibrotic liver and their expression
correlates with the severity of the disease (6,7). Moreover, ET-1 has demonstrated to
contribute to stellate cell activation and fibrogenesis in experimental hepatic fibrosis
(8).

Aside from classical proinflammatory cytokines and vasoactive substances
the list of mediators involved in liver fibrosis by direct action on HSCs includes

numerous chemokines as well as growth factors (2). The blockade of hepatic



angiogenesis also results in inhibition of fibrogenic activity thereby indicating that
angiogenic and fibrogenic processes are closely integrated phenomena (9). In this
regard, recent studies have demonstrated that Apelin (AP), the endogenous ligand of
the angiotensin-like receptor 1 (APJ), is overexpressed in activated HSCs and plays
an important role in both angiogenesis and fibrosis in cirrhotic rats (10).

AP is a peptide that has shown to be an essential molecule for embryonic and
tumor angiogenesis (11). The binding of AP to APJ stimulates endothelial cell
proliferation mainly through phosphorylation and subsequent activation of the
intracellular effectors P70S6K and Extracellular-Signal Regulated Kinases (ERK)
(12). Indeed, AP can trigger vascular sprouting in vivo even in the absence of
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (13). Among the stimuli upregulating
AP, hypoxia and tumor necrosis factor-a (TNF-a) have emerged as possible
gatekeepers of the expression for this peptide in cardiomyocytes and adipocytes,
respectively (14,15). However, the effectors implicated in AP regulation in cirrhosis

and the role of this peptide in fibrogenesis has not been clarified so far.



MATERIAL AND METHODS

Human study: Twelve liver samples from cirrhotic patients with chronic
hepatitis C and eleven healthy liver sections were collected during either liver
resection or transplantation. Proven-biopsy cirrhotic or healthy sections of liver were
used for the measurements. Tissue was collected with the required approvals from
the Institutional Review Boards and patients’ written consent. After admission,
patients were given a 50-70 mmol/day sodium diet without diuretics. At 8 a.m. of the
5th day, after overnight fasting and following one hour of bed rest, samples were
obtained to measure liver and renal function tests. An antecubital vein was
catheterized and blood samples were obtained under ice and centrifuged at 4°C and

the serum was stored at -80°C until assayed.

Immunofluorescence of AP and a-SMA: Human liver tissue was fixed in
10% buffered formaldehyde solution and embedded in paraffin. Sections underwent
microwave antigen retrieval, were blocked with 5% normal goat serum, and
incubated with rabbit anti-AP and mouse anti-a-SMA (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA and Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark, respectively). In
addition, 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Vectashield, Vector laboratories,
Burlingame Ca) was used to counterstain cell nuclei. Controls without primary
antibodies were used as negative controls. Binding sites of the primary antibodies
were revealed with Cy3-conjugated goat-anti-mouse IgG and with FITC-conjugated
goat-anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA,
USA). Samples were visualized with a fluorescence microscope (Nikon Eclipse
E600, Kawasaki, Kanagawa, Japan).

Cell culture: LX-2 cells were a generous gift from Dr. Scott L. Friedman and

were obtained from primary HSCs, as described (16). HepG2 cells were obtained



from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). These
immortalized, stable cell lines can be repeatedly frozen, thawed and propagated. LX-
2 and HepG2 cells were seeded (2x10° cells/well) in six-well plates to grown to
confluence for 24 hours in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with 50 U/ml
penicillin, 50 ug/ml streptomycin and supplemented with 2 or 10% fetal calf serum,
respectively. Thereafter, cells were switched to serum-free for 24 hours. To identify
the mechanisms governing AP induction, LX-2 cells were incubated (37°C) at
variable time intervals in DMEM under normoxic (21% Oz, 5% CO,) or hypoxic
conditions (5% O3, 5% CO,) in a controlled O, water-jacketed CO, incubator (Forma
Scientific Series Il, 3131, Marietta, OH) or treated with TNF-a (100 ng/ml), LPS (10
pg/ml), All (80 pM) or ET-1 (2 nM) for 24 hours. To assess whether AP may act as a
specific profibrogenic factor, LX-2 cells were treated with AP (1 nM) for 24 hours and
a selected profile of fibrogenesis-related genes was assessed (collagen-I, a-smooth
muscle actin, PDGFRB and Transforming Growth Factor f Receptor 1). To
investigate whether AP mediates the induction of fibrogenic signaling pathways in
response to All or ET-1, LX-2 cells were stimulated with these vasoactive factors
(80pM and 2 nM, respectively) in the presence or absence of the APJ antagonist,
F13A (200 nM, Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA) for 24 hours and the
expression of AP and fibrogenesis-related genes was determined. Total RNA and
protein were extracted using commercial kits as described below. All experiments
carried out in cell lines were reproduced six times in 2 independent assays.
Messenger RNA expression of AP, collagen-l, a-smooth muscle actin (o-
SMA), PDGFRp and Transforming Growth Factor 3 Receptor 1 (TGFBR4) from
cultured cells and liver tissue: Total RNA from cultured cells and liver tissue was

extracted using commercially available kits: TRIZOL (Gibco-Invitrogen, Paisley, UK)



and RNAeasy (Qiagen, Germany), respectively. One ng of total RNA was reverse
transcribed (RT) by using a complementary DNA synthesis kit (High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). As shown in table
1, primers for human AP, a-SMA, collagen-I, PDGFRpB. TGFBR1 and Glyceraldehide
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), used as an endogenous standard, were
designed according to human AP, o-SMA, collagen-l, PDGFRB, TGFBR; and
GAPDH sequences (GenBank NM_017413.3, NM_001613.1, NM_000088.3,
NM_002609.3, NM_004612.2, NM_002046.2 respectively) using the ProbeFinder
software (Probefinder v 2.35, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). As shown in
table 1, primers for rat AP, collagen-l, PDGFRB and HPRT, a constitutively
expressed gene, were designed according to rat AP, collagen-lI, PDGFRp and HPRT
sequences (GenBank NM_031612.2, NM_053356.1, NM_031525.1 and
NM_012583.2 respectively) using the same software as described above. Real time
quantitative PCR was analyzed in duplicate and performed with Lightcycler-480
(Roche Diagnostics). Ten pl of total volume reaction of diluted 1:16 cDNA, 200 nM
primer dilution, 100 nM of pre-validated 9-mer probe (Universal ProbeLibrary, Roche
Diagnostics) and FastStart TagMan Probe Master (Roche Diagnostics) was used in
each PCR reaction. Fluorescence signal was captured during each of the 45 cycles
(denaturizing 10 sec at 95°C, annealing 15 sec at 60°C and extension 20 sec at
72°C). GAPDH and HPRT were used as reference genes for normalization and
water was used as negative control. Relative quantification was calculated using the
comparative threshold cycle (CT), which is inversely related to the abundance of
MRNA transcripts in the initial sample. The mean CT of duplicate measurements
was used to calculate ACT as the difference in CT for target and reference. The

relative quantity of the product was expressed as fold-induction of the target gene



compared with the control primers according to the formula 2°T. The mean CT of
duplicate measurements was used to calculate ACT as the difference in CT for
target and reference. The relative quantity of product was expressed as fold-
induction of the target gene compared with the reference gene according to the
formula 222°T, where AACT represents ACT values normalized with the mean ACT
of control samples.

Western blot of AP, collagen-l, PDGFRp and B-actin from cultured cells
and liver tissue: Liver tissue from the middle liver lobe was individually
homogenized (PT 10-35, Polytron Kinematica, Kriens-Luzern, Switzerland) in a
buffer solution with Tris—HCI 20 mM, pH 7.4, containing 1% Triton X-100, 0.1% SDS,
50 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 1 mM NasP,07 10H,0, 20 mM NaF, 1 mM NazVOy, 2
mM Pefabloc and a cocktail of protease inhibitors (Complete Mini, Roche). Cultured
cells were treated with the same lysis solution. Cells were scrapped, placed in
appropriate tubes and frozen at -80°C until further analysis. Collagen-I, PDGFR}
and B-actin were separated on a 7.5 % SDS-polyacrylamide and AP on a 15 %
SDS-polyacrylamide gel (Mini Protean lll, Bio Rad, Richmond, Ca) and transferred
for 2 h at 4°C to nitrocellulose membranes (Transblot Transfer Medium, Bio Rad),
which were stained with Ponceau-S red as a control for protein loading. Thereafter,
membranes were blocked (2 h) with 5 % powdered defatted milk in TTBS buffer.
Then they were incubated overnight with rabbit polyclonal anti-collagen-I or anti-AP
(1:1000, Abcam, Cambridge, UK) or with rabbit polyclonal anti-PDGFRf or anti-B-
actin (1:1000, Cell Signaling Technology, Beverly, MA) followed by incubation with
horseradish peroxidase conjugated anti-rabbit antibody (1:2000, Amersham
Biosciences). Bands were visualized by chemiluminescence (ECL Western blotting

analysis system; Amersham Biosciences). The relative expression of these proteins
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was determined by densitometric scanning and calculating the ratios of each protein
to constitutively expressed B-actin bands.

Animal studies: This protocol was performed in 36 male adult fibrotic Wistar
rats (Charles-River, Saint Aubin les Elseuf, France). Animals were fed ad libitum
with standard chow and water containing phenobarbital. Fibrosis was induced as
described elsewhere (17). All fibrotic rats were studied between the 9th and 10th
week. The specific blockade of the All receptor of HSCs was performed in fibrotic
rats as follows: Twenty animals were randomly assigned to receive a daily
intravenous injection of losartan-M6PHSA (3.3 mg/kg/day, corresponding to 125 pg
losartan/kg) or M6PHSA alone as vehicle (3.3 mg/kg/day) at 72, 48 and 24 hours
before sacrifice as previously described (18). On the other hand, the specific
blockade of endothelin receptors was performed in fibrotic rats as follows: Sixteen
animals were randomly assigned to receive a daily intragastric administration of RO
48-5695 (30 mg/kg/day, microsuspension of 4 ml/kg in 5% gummi arabicum) or
vehicle (4 ml/kg/day of 5% gummi arabicum) for 9 days as described previously (19).

Ethical approval: The study was performed according to the criteria of the

Investigation and Ethics Committee of the Hospital Clinic Universitari.

Statistical analysis: Data are expressed as mean+SE. Statistical analysis of
the results was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) the Newman-
Keuls test, the Mann-Whitney test and the unpaired Student's t test when
appropriate. Differences were considered to be significant at a p value of 0.05 or

less.
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RESULTS

AP is overexpressed in human HSCs of cirrhotic patients: Table 2 shows
the laboratory data in control subjects and patients with cirrhosis. As anticipated,
marked hepatic failure was present in cirrhotic patients, as indicated by high serum
bilirubin and transaminases, and low serum albumin and platelet number. The amount
of AP transcripts in the hepatic tissue of cirrhotic patients was around 12 fold-higher
than in control samples (Figure 1 a). In an attempt to identify the cellular source of
the altered expression of AP in human hepatic tissue, we performed histological
immunolocalization of this peptide in human cirrhotic and control livers. AP
immunolabeling was almost undetectable in control samples (data not shown), but in
cirrhotic livers was identified as linear staining in the portal tracts and fibrous septa
and was more intense in the severely fibrotic tissue (Figure 1 b, top left panel).
Interestingly, AP immunostaining co-localized with a-SMA (Figure 1 b, merge).
These findings indicate that activation of AP production in the liver of cirrhotic
patients selectively occurs in myofibroblastic cell types located in the margin of the
fibrous septa.

Agents regulating AP activation in human HSCs: In agreement with the
results obtained at identifying HSCs as the major source of the overexprression of
AP in cirrhotic liver, we found that the HSC line LX-2 expressed much more AP than
a hepatocyte cell line such as HepG2. In fact, the amount of AP transcripts was
around 49 fold-higher in LX-2 than in HepG2 cells (Figure 2). To identify the stimuli
governing AP induction in HSCs, LX-2 cells were incubated under hypoxia (5% O3)
or treated with well-known proinflammatory stimuli (TNF-o or LPS) or with
profibrogenic substances (All or ET-1) for 24 hours. Unexpectedly, neither hypoxia,

nor TNF-a nor LPS were effective stimulators of AP expression in LX-2 cells. In fact,
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mRNA levels of AP fell after incubation with both proinflammatory agents in these
cells. Only both profibrogenic factors, All and ET-1, significantly enhanced AP mRNA
expression in LX-2 cells (Figure 3). Likewise, AP protein expression rose in a similar
fashion after incubation with All and ET-1, thereby certifying the effect of both
substances as inductors of this peptide (Figure 3).

AP activates fibrogenesis-related genes in human HSCs: To assess
whether AP may act as a specific profibrogenic factor, mMRNA and protein abundance
of collagen-I, a-SMA, PDGFRpB and TGFBR were quantified in basal conditions and
after stimulation with AP. This peptide increased mRNA expression of collagen-I
(from 1.0+0.1 to 1.6£0.2 Fold change (Fc), p<0.05) and PDGFRp (from 1.0+£0.1 to
2.310.3 Fc, p<0.01) in LX-2 but there were no effects on a-SMA or TGFBR;,
expression in these cells (Figure 4). These results were then confirmed at the protein
level since western Blot results paralleled those found on assessing mMRNA
expression (Figure 4).

AP receptor blockade prevents the in vitro induction of fibrogenesis-
related genes in LX-2 cells. LX-2 cells were incubated with All or ET-1 in the
presence or absence of the specific APJ antagonist F13A, and messenger and
protein abundance of AP, collagen-l and PDGFR[ levels was assessed. As
anticipated both All and ET-1 significantly increased AP expression in LX-2 cells; a
response that was not modified by the presence of the AP receptor antagonist F13A
(data not shown). As shown in Figure 5, both All and ET-1 significantly stimulated
the messenger and protein expression of collagen-l and PDGFRB and these
fibrogenic outcomes on HSCs were drastically reduced when AP receptor was
blocked using F13A. These results strongly suggest that the profibrogenic effects of

All and ET-1 are mediated by the autocrine effects of AP in LX-2 cells (Figure 5).
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AP inactivation suppresses the induction of fibrogenesis-related genes
in CCls-treated rats, As shown in Figure 6, treatment with the HSC-targeted
losartan-M6PHSA resulted in a marked reduction of AP messenger expression in
fibrotic rats as compared to animals receiving vehicle. These results were then
confirmed at the protein level. Densitometric analysis of AP protein content in the
liver of fibrotic rats after losartan-M6PHSA administration yielded an important
reduction in AP levels (Figure 6). This drop in hepatic AP expression was associated
with a significant reduction in mMRNA and protein levels of collagen-l and PDGFR in
the liver of treated rats in comparison to animals receiving vehicle (Figure 7). Similar
results were found when RO 48-5695 was used to antagonize endothelin receptors
in fibrotic rats. In fact, this drug promoted a significant fall in hepatic AP mRNA and
protein production as compared with animals receiving vehicle (Figure 6). This
decrease in hepatic AP expression also occurred in parallel with a significant
reduction in mMRNA and protein levels of collagen-l and PDGFR in fibrotic animals
as compared to untreated animals (Figure 7). These results are in line with the in
vitro data pointing to AP as a major player regulating the profibrogenic effects of All

and ET-1 in liver disease.



14

DISCUSSION

Hepatic architectural disruption is a major feature of patients with chronic liver
disease. Actually, the liver of these patients undergoes an intense process of tissue
remodelling characterized by chronic inflammation, neoangiogenesis and
fibrogenesis (20). In agreement with previous studies demonstrating that patients
with cirrhosis showed a significant increase in the circulating levels of AP, the
current study has demonstrated that this proangiogenic peptide is selectively
overexpressed in HSCs of cirrhotic patients. This represents the first circumstantial
evidence linking hepatic AP induction to human liver cirrhosis and is in line with a
previous investigation from our laboratory describing the presence of AP in HSCs of
cirrhotic rats (10).

Direct regulation of AP expression and secretion by hypoxia has been shown
in rat cardiac myocytes (14). In the current study, hypoxia did not stimulate AP
expression in LX-2 cells, suggesting a different regulation for this peptide in HSCs.
On the other hand, previous investigations had pointed to TNF-o as an inductor of
AP synthesis in adipocytes (15) but unexpectedly, we found that AP was
downregulated following the culture of LX-2 cells in the presence of TNF-a. This,
together with the drop in AP transcripts when LX-2 cells were treated with LPS,
suggest that AP induction in liver disease follows alternative signalling pathways
from what has been reported to date.

Among all the agents tested to induce AP synthesis, only the profibrogenic
substances All and ET-1 enhanced AP expression in human LX-2 cells. Since
hepatic activation of the AP system has demonstrated to be implicated in
fibrogenesis in cirrhotic rats (10), we speculated that AP could be an important

mediator of the profibrogenic gene induction promoted by All and ET-1 in HSCs. To
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confirm this hypothesis we first assessed whether AP in vitro induces fibrogenesis—
related genes. Multiple signaling pathways are activated by cytokines in fibrogenesis.
Most of these pathways have been identified in cultured HSCs (2). In this regard, our
results indicate that AP markedly stimulates PDGFR and collagen-| synthesis in LX-
2 cells. Activation of PDGFRPB promotes proliferation, chemotaxis and cytokine
release (21), and collagen-l, the main component of the extracellular matrix, is
mainly released by fibroblastic-like cell types such as HSCs. Therefore, AP emerges
as a major contributor to fibrogenic processes in liver disease.

Next we assessed whether AP receptor blockade is able to prevent the
induction of PDGFRB and collagen-l expression produced by the stimulation of
HSCs with All and ET-1. We disrupted the AP signaling pathway by using F13A.
This is an analogue of Apelin-13 in which the phenylalanine at the C-terminus of the
peptide is substituted by an alanine residue. Interaction of this competitive antagonist
with APJ fully abolishes the biological activity of AP (22). Moreover, our in vitro
results indicate that F13A has negligible binding affinity on both All and ET-1
receptors, since these two agents displayed similar AP-induction effects on LX-2
cells in the presence than in the absence of the competitive APJ antagonist. This is
coincident with previous investigations demonstrating that F13A did not affect the
activity of All on blood pressure in SHR rats (22). Taken together these results
indicate that F13A behaves as an AP-specific antagonist.

AP receptor blockade fully abolished the ET-1 and All-dependent induction of
profibrogenic-related genes in LX-2 cells, both at the messenger and protein level.
This finding indicates that following induction, AP autocrinally interacts with APJ in
activated HSC, thus leading to enhanced abundance of PDGFRB and increased

production of collagen-I in these cells. Therefore, our results indicate that the AP
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system is a major gatekeeper of the signaling pathway through which ET-1 and All
exert their profibrogenic effects in human HSCs. Whether these in vitro results could
be translated to an in vivo scenario was assessed in the next set of experiments by
selectively blockade ET-1 and All receptors, in CCls-treated rats. In both cases,
inactivation of these peptides normalized AP mRNA and protein expression in the
liver of rats with fibrosis, a phenomenon that was associated with a marked reduction
in PDGFRB and collagen-I overexpression. Therefore, our results in LX-2 cells were
paralleled by similar findings in fibrotic animals.

The rationale to use RAS inhibitors in human cirrhosis is that they attenuate
experimentally induced liver fibrosis and are safe and effective in preventing renal or
cardiac fibrosis in patients with type Il diabetes and arterial hypertension (23,24).
Although the experimental evidence supporting a role for the RAS in liver
fibrogenesis is overwhelming, clinical evidence is limited. Actually, RAS inhibitors
can cause arterial hypotension or renal impairment in patients who have advanced
cirrhosis and subsequent activation of the systemic RAS. In this clinical setting, the
efficacy of RAS inhibitors is probably very limited. The present study demonstrates
that All and ET-1 exert some of their profibrogenic effects in cirrhosis by activating
the AP signaling pathway. This together with the fact that AP blockade additionally
improves systemic hemodynamics and cardiac and renal excretory function in
cirrhotic rats (10) provide a rationale to investigate new drugs targeting the AP
signaling pathway to reduce fibrosis and to improve hemodynamics and renal

function in chronic liver disease.
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LEGENDS FOR FIGURES

Figure 1: A) Messenger RNA expression of AP by real-time PCR in liver from 7
control and 9 cirrhotic subjects. MRNA samples were retrotranscribed and amplified.
GAPDH was used as the housekeeping gene. B) Immunofluorescent localization of
AP and a-SMA in livers of cirrhotic patients. AP (green), a-SMA (red) and cell nuclei
(blue) fluorescent staining was performed using 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
and specific antibodies. Colocalization of a-SMA and AP (yellow) is shown in the
merge panel. Original magnification: 320x.

Figure 2: Messenger RNA expression of AP by real-time PCR in HepG2 in
comparison to LX-2 cells. mRNA samples were retrotranscribed and amplified.
GAPDH was used as the housekeeping gene.

Figure 3: Messenger RNA expression of AP by real-time PCR in LX-2 under
normoxic (21% O3, 5% CO;) or hypoxic conditions (5% O,, 5% CO,) in a controlled-
O, water jacketed CO; incubator or treated with LPS, TNF-a, All or ET-1 for 24
hours. Representative western blot for AP in LX-2 cells treated with All or ET-1 is
shown in the bottom of the panel. B-actin was used as the control protein for loading.
Figure 4: Messenger RNA expression of a-SMA, TGFBR-1, collagen-l and PDGFRf
by real-time PCR in LX-2 cells after treatment with AP (1 nM). Representative
Western blot for those genes reaching significant differences after AP incubation is
shown in the bottom of the panel. B-actin was used as the control protein for loading.
Figure 5: Messenger RNA expression of collagen-l and PDGFRp by real-time PCR
in LX2 cells treated with the AP receptor antagonist F13A, All, ET-1 or a
combination of F13A with All or ET-1. Representative Western blot for collagen-I
and PDGFRp of these samples is shown in the right of the panel. B-actin was used

as the control protein for loading.



21

** p<0.01 and *** p<0.001 with respect to vehicle incubation; % p<0.05 and %%
p<0.01 with respect to All incubation; # p<0.05 with respect to ET-1 incubation.
Figure 6: Messenger RNA expression of AP by real-time PCR in the liver of fibrotic
rats treated with losartan-M6PHSA or RO 48-5695 as compared with vehicle
animals. Representative Western blot for AP and densitometric analysis of these
samples are shown at the bottom of the panel. B-actin was used as the control
protein for loading.

Figure 7: Messenger RNA expression of collagen-l and PDGFRp by real-time PCR
in the liver of fibrotic rats treated with losartan-M6PHSA or RO 48-5695 as
compared with vehicle animals. Representative Western blot for collagen-l and
PDGFRp and densitometric analysis of these samples are shown at the bottom of

the panel. B-actin was used as the control protein for loading.



Table 1: Sequences of the primers used in the Real-Time PCR experiments

Gene analyzed

Sequence 5’->3’

Human AP

Human a-SMA

Human collagen-I

Human PDGFR-

Human TGFRf,

Human GAPDH

Rat AP

Rat collagen-I

Rat PDGFR-B

Rat HPRT

left: GCTCTGGCTCTCCTTGACC
right: CCATTCCTTGACCCTCTGG
left: CACCCAGCACCATGAAGAT
right: CGTATTCCTGTTTGCTGATCC
left: CCCCTGGAAAGAATGGAGAT
right: AATCCTCGAGCACCCTGA
left: TTCCATGAGGATGCTGAGGT
right: CAGGGTGGCTCTCACTTAGC
left: AAGGCCAAATATCCCAAACA
right: CCAACATTCTCTCATAATTTTAGCC
left: AGCCACATCGCTCAGACAC
right: CGCCCAATACGACCAAAT
left: CTCTGGCTCTCCTTGACTGC
right: GCCTTCTTCTAGCCCTTTCC
left: AGACCTGGCGAGAGAGGAGT
right: ATCCAGACCGTTGTGTCCTC
left: GCGGAAGCGCATCTATATCT
right: AATGAATAGGTCCTCAGAGTCCAT
left: GACCGGTTCTGTCATGTCG
right: ACCTGGTTCATCATCACTAATCAC




Table 2: Demographic data, liver and renal function tests in cirrhotic and control

serum samples.

CONTROL CIRRHOSIS
SAMPLES (n=12)
(n=11)

Age (yr) 60+2 595
Platelets (10°L) 169+4 106+2°
Serum creatinine (mg/dl) 0.96+0.4 1.27+0.2
Serum albumin (g/L) 36.0+0.6 30.8+1.3%
Serum bilirubin (mg/dl) 0.93+0.12 4.11+1.1°
ALT (U/L) 1843 96+19"
AST (U/L) 17+1 180702

a: p<0.05 and b: p<0.01; with respect to control samples
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Las alteraciones de la permeabilidad vascular que tienen lugar en la cirrosis
descompensada han sido tradicionalmente asociadas a un problema de dindmica de
fluidos. Tomando como base que el endotelio vascular fuera un sistema estatico (una
simple membrana semipermeable), el hecho que los pacientes cirrdticos tengan una baja
presion oncotica en el plasma (baja concentracion proteica, sobretodo de albtimina),
provocaria una extravasacion de fluido desde el interior de los vasos al espacio
extravascular a favor de gradiente. Sin embargo, durante los ultimos afios se ha
constatado que el endotelio vascular no es una simple barrera fisica entre la sangre y los
tejidos adyacentes sino que es un 6rgano altamente especializado y metabolicamente
muy activo. El endotelio vascular desempena un papel fundamental no s6lo en el
mantenimiento del tono y la permeabilidad vascular sino también en el trafico de
leucocitos y en la modulacion de la homeostasis y la trombosis. La célula endotelial
produce mediadores de la vasodilatacion como el NO que promueve la vasodilatacion
arterial periférica caracteristica de la cirrosis. La vasodilatacion arterial, asi como el
aumento de la resistencia intrahepatica contribuyen a la variacion del flujo sanguineo
que irriga los diferentes territorios vasculares esplacnicos lo que provoca un remodelado

. 102
vascular tanto a nivel estructural’®

como funcional. Este hecho puede promover
alteraciones en la permeabilidad vascular dando lugar al edema local. En el contexto del
higado cirrético, el remodelado vascular se circunscribe a las regiones cicatriciales
donde dicho fendémeno coexiste con un proceso inflamatorio crénico y con la formacion
de grandes cantidades de matriz extracelular (fibrogénesis). Por tanto, estos tres
procesos parecen estar intimamente ligados a la fisiopatologia de la cirrosis hepatica.
Cuando la fibrosis se extiende y distorsiona la arquitectura hepatica normal, la hipoxia

tisular también se convierte en un importante modulador de la expresion de factores

proinflamatorios y proangiogénicos'®*''°. Por tanto, en los septos fibrosos del higado
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cirrético tiene lugar un intenso proceso de nueva formacion de vasos sanguineos
con caracteristicas proinflamatorias que se encuentra estimulado tanto por las citoquinas
liberadas por los diferentes tipos celulares como por la hipoxia tisular.

Diversas evidencias circunstanciales apuntaban al higado cirrético como un
importante foco de edema pero existia mucha discusion sobre la contribucion relativa de
otros organos de la cavidad abdominal. El primer estudio de la presente tesis doctoral ha
demostrado que el fendémeno de hiperpermeabilidad ocurre selectivamente en la red
vascular del higado y del mesenterio de las ratas cirrdticas con ascitis. Mas
especificamente, el aumento de la permeabilidad vascular hepatica se localizod
preferentemente en los septos fibrosos, alli donde tiene lugar un intenso proceso de
angiogénesis. Ademas, las alteraciones de la permeabilidad que se hallaron en higado y
mesenterio se vieron acompanadas por una mayor expresion génica y proteica de los
mas reconocidos agentes estimulantes de la permeabilidad vascular, esto es, VEGF-A y
Ang-2. Ambos factores se expresan en respuesta a hipoxia. VEGF-A es 50.000 veces

194 Entre los

mas potente que la histamina induciendo permeabilidad vascular.
mecanismos conocidos que regulan el paso de macromoléculas a través de los vasos
sanguineos, la disociacion de las uniones interendoteliales es el fenomeno que, mas
probablemente, puede estar involucrado en la alteracion de la permeabilidad vascular
observada en la cirrosis experimental. VEGF-A media la regulacion de la integridad de
las uniones endoteliales a través de su interaccion especifica con el receptor VEGFR,.
Ang-2, por su parte, es un antagonista de la accion de Ang-1. Ang-1 se comporta como
estabilizador de la membrana endotelial e induce quiescencia del endotelio vascular. Por
tanto, Ang-2 actiia en las células endoteliales permitiendo el remodelado vascular y la

extravasacion. En este contexto, Ang-1 induce maduracion capilar e impide el efecto de

VEGF-A si Ang-2 no es también secretado'''. Por tanto, Ang-2 desplaza a Ang-1 del

66



Discusion

receptor  Tie-2  induciendo remodelado e  hiperpemeabilidad  vascular.
Consecuentemente, en un escenario donde Ang-1 esta activada como ocurre en higado y
mesenterio de las ratas cirrdticas con ascitis, la activacion de la expresion de Ang-2 es
un elemento critico para el efecto de VEGF-A. Esto concuerda con los hallazgos del
primer estudio mostrando que la sobreexpresion de Ang-1 y Ang-2 pero no de VEGF-A
en el intestino de los animales cirrdticos no suponia un aumento de la permeabilidad
vascular en ese tejido. Por otro lado, tanto la expresion de VEGF-A como la de Ang-2
se encontraron aumentadas selectivamente en el parénquima hepatico de las ratas
cirréticas con ascitis, probablemente debido a la gran extension de la hipoxia tisular.*’
Asimismo, la sobreexpresion en paralelo de VEGF-A y Ang-2 en el higado y el
mesenterio de dichos animales sugiere una relacion cooperativa y dependiente en la
regulacion de la permeabilidad vascular. Ademas, el bloqueo agudo del receptor de
VEGF-A, el VEGFR,;, redujo la hiperpermeabilidad hepatica y mesentérica
practicamente hasta niveles normales en las ratas cirroticas con ascitis. Todos estos
resultados indican que ambos factores VEGF-A y Ang-2 estan involucrados en las
alteraciones de la permeabilidad vascular que dan lugar a la formacion de ascitis en la
cirrosis experimental. Ademads, estos resultados coinciden con investigaciones previas
en modelos experimentales de angiogénesis patologica no cirrdtica, en los que se
observd que el bloqueo de la via de senalizacion de VEGF-A es suficiente para
disminuir el efecto sinérgico y cooperativo que poseen VEGF-A y Ang-2''*'1.

El examen histoldgico del edema local usando CC confirmo6 que el higado y el
mesenterio de las ratas cirréticas con ascitis son hiperpermeables a macromoléculas. En
los higados normales, el CC fue hallado solamente en el interior de los sinusoides,
reflejando la integridad del tejido hepatico. En cambio, en el higado de los animales

cirrdticos el marcador se encontré en el interior y a lo largo de los septos fibrosos.
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Estudios previos han demostrado que, precisamente esas areas, contienen una densa y
relativamente inmadura red vascular consecuencia del intenso y continuo proceso
angiogénico que tiene lugar en los septos fibrosos®™''*. Por tanto, este estudio demostrd
que la hiperpermeabilidad vascular en el higado cirrético es una consecuencia de la
accion de los agentes proangiogénicos VEGF-A y Ang-2 sobre la red vascular inmadura
que se desarrolla en el interior de los tractos fibrosos hepaticos. Estos dos factores,
ademads de ser reconocidos agentes proangiogénicos, se encuentran relacionados con el
proceso de fibrogénesis™. En este sentido, la acumulaciéon de grandes cantidades de
MEC en los septos fibrosos estaria realizando una funcion de molde o soporte a las
nuevas estructuras vasculares en crecimiento.

Es muy probable que el aumento de permeabilidad mesentérica en las ratas
cirroticas con ascitis se encuentre también asociado a la formacidon de nuevos vasos
sanguineos en ese lecho vascular. Este hecho seria coincidente con recientes
investigaciones demostrando aumento de CD31 (marcador de célula endotelial) en el
mesenterio de ratas con hipertension portal en comparacion con animales control'.

El sindrome hiperdinamico unido a los desordenes que provoca la angiogénesis
en la estabilidad de las uniones endoteliales estaria provocando, en mayor parte, la
extravasacion plasmatica en la cirrosis experimental. Asi que el enfoque terapéutico
para la cirrosis con ascitis deberia enfocarse hacia nuevas dianas terapéuticas que
puedan corregir ambos fendomenos paralelamente. En este sentido, hace unos afos se
descubrié que el sistema de la apelina presentaba propiedades funcionales tanto
relacionadas con la regulacion cardiocirculatoria como con la angiogénesis. Por una
parte, la apelina es un poderoso agente inotrépico cardiaco y una sustancia con
reconocidos efectos vasodilatadores dependientes de NO. Ademas, la apelina es un

factor proangiogénico independientemente de otros factores de crecimiento. Esto
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convierte al sistema de la apelina en una interesante diana molecular para intentar
regular las alteraciones hemodinamicas y vasculares que originan el edema y la ascitis
en la cirrosis. Por este motivo, en el segundo estudio investigamos el efecto que tendria
bloquear la angiogénesis sobre la produccion de ascitis utilizando un antagonista del
receptor de la apelina. Ademas evaluamos los efectos que podria ejercer ese bloqueo
sobre la fibrosis, la funcion cardiovascular y renal en las ratas cirroticas con ascitis. De
este modo se pretendia demostrar que el proceso de formacion de nuevos vasos
sanguineos es responsable en gran parte de las alteraciones de la permeabilidad vascular
en la cirrosis experimental y, este desorden, no estd unicamente provocado por los
factores VEGF-A y Ang-2. Ademads, en este estudio se seleccion6 esa via de
sefalizacion por estar implicada en angiogénesis y ser una via distinta a la activacion
directa sobre la permeabilidad vascular que producen VEGF-A y las angiopoyetinas. En
primer lugar, se cuantificaron los niveles circulantes de apelina en las ratas cirréticas
con ascitis. En este sentido, se observd que la concentracion sérica de apelina se
encontraba marcadamente incrementada en los animales cirrdticos en comparacion con
las ratas control. El significado fisiopatoléogico de este hallazgo se evaluo tanto
estimulando el sistema de la apelina como bloquedndolo de manera sistémica en ratas
con cirrosis. La administracion intravenosa de apelina a animales control produjo una
reduccion pronunciada en las RPT vy, ese efecto, no se vio asociado con cambios de
PAM debido al marcado aumento del GC inducido por el péptido. De hecho, la apelina
ha sido descrita como una de las sustancias endégenas con mayor potencia inotropica
positiva conocidas hasta hoy''®. La administracion de este péptido también deterioré la
funcién excretora renal en los animales control. La disminucién de la habilidad de
excretar agua y sodio que se observo tras realizar una sobrecarga de agua fue

probablemente debida a la disminucion de las RPT o un efecto directo de la apelina
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sobre el rifion de estos animales. En cambio, las ratas cirrdticas con ascitis mostraron
una marcada resistencia a los efectos cardiacos y renales de la apelina, puesto que este
péptido no modificdé las alteraciones hemodinamicas y de excrecion renal de los
animales cirroticos. Al contrario, el bloqueo del receptor de la apelina mejord la
hemodinamica sistémica y la funcién renal en las ratas cirroticas con ascitis. De hecho,
la administracion del antagonista del receptor de la apelina (F13A) redujo un 30% el CO
y aument6 las RPT sin cambios evidentes en la PAM. F13A no produjo cambios
significativos en los animales control.

Estudios que analizaron la distribucion tisular de apelina y APJ en ratas adultas
normales demostraron que la mayor expresion basal de ambos RNAm se encontraba
sobretodo en el pulmén y, en menor abundancia, en el corazén. Sin embargo, la
presencia de dichos transcritos en higado de ratas control fue apenas apreciable''’. Por
tanto, en el estudio 2 se investigd el patron de expresion de apelina y APJ en distintos
tejidos de animales control y cirrdticos con ascitis. Solamente el tejido hepatico de las
ratas cirrdticas mostré un aumento significativo de ambos RNAm respecto a las ratas
control. Esta diferencia fue especialmente importante en el caso de APJ en el higado de
las ratas cirrdticas en comparacion con los animales control. Los resultados de este
estudio muestran que los niveles circulantes de apelina son consecuencia,
principalmente, de un aumento de produccion hepatica de dicho péptido en lugar de una
alteracion en su excrecion renal. Esto queda confirmado por el hecho que no existian
diferencias en la concentracion de creatinina sérica entre animales cirréticos y control.
Los experimentos de inmunohistoquimica revelaron una potente sefial positiva para
apelina y APJ en el higado de los animales cirroticos. En estos ultimos, la tincién
positiva para apelina se localizé principalmente en las CEHs mientras que APJ fue

sobretodo localizado en los hepatocitos, aunque también se observd tincion en el
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interior de los septos fibrosos. Estos resultados indican que mas alld de sus efectos
cardiotropicos y vasodilatadores, la apelina puede también comportarse como una
sustancia paracrina en el higado cirrético, siendo secretada por las CEHs activadas,
interaccionando con las células parenquimales proximas, para a su vez estimular vias de
sefalizacion proinflamatorias y proangiogénicas. Por tanto, el remodelado hepatico
deberia ser considerado como un proceso en que los nuevos vasos formados se rodean
de un tejido cicatricial dinamico, en donde tiene lugar una compleja interaccion entre
diversos tipos celulares y sustancias solubles.

Puesto que la apelina y el APJ se inducen por accion del TNFa, se postuld que,
tal vez, el sistema hepatico de la apelina podria ser un importante mediador en la
iniciacién y el mantenimiento de los procesos proinflamatorios y profibrogénicos que
tienen lugar en el higado fibrético. Para confirmar esta hipotesis, se realizé un bloqueo
cronico de APJ. El grado de fibrosis y angiogénesis hepatica en las ratas cirroticas
tratadas 9 dias con el antagonista del receptor de la apelina (F13A) disminuyé un 25% y
un 40%, respectivamente, en comparacion con las ratas que recibieron vehiculo.
Ademas, estos animales también mostraron una mejora tanto en la funcidén
cardiovascular como en la funcién renal. La disminucion de la formacion de vasos
sanguineos en el higado de los animales cirroticos tratados con F13A se tradujo en la
desaparicion de la ascitis en el 50% de los casos, observandose una disminucion clara
en el volumen de ascitis recogido en el otro 50% de animales tratados en comparacion
con las ratas con ascitis que recibieron vehiculo.

En el segundo estudio de esta tesis doctoral también se traté de trasladar los
hallazgos a la realidad clinica. Se analizd la concentracion sérica de apelina en

individuos sanos y pacientes cirroticos. El resultado fue paralelo a lo obtenido en el
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modelo experimental, ya que los pacientes cirrdticos también presentaban un marcado
aumento en los niveles circulantes de este péptido.

El tercer estudio de la presente tesis doctoral se disefio para intentar averiguar
que estimulos son los que inducen la expresiéon de la apelina en las CEHs y para
investigar como ese péptido podria estar involucrado en los procesos fibroangiogénicos
que tienen lugar en el higado cirrdtico. En este estudio se demostré que, en
concordancia con el aumento de los niveles circulantes de apelina, este péptido se
encontraba selectivamente sobreexpresado en las CEHs de los pacientes cirréticos. Esto
ademas concordaba con los hallazgos obtenidos al analizar la expresion y localizacion
de apelina en higado ratas cirrdticas con ascitis del estudio 2.

La hipoxia y el TNFa son factores que han sido descritos como posibles
reguladores de la expresion de apelina en diversos tipos celulares. Sin embargo,
ninguno de los dos estimulos consigui6 inducir la expresion de apelina en las CEHs LX-
2. De hecho, los factores proinflamatorios TNFa y LPS redujeron significativamente la
expresion de apelina en las células LX-2, indicando que la induccion de apelina en el
higado cirrotico sigue vias alternativas a las descritas en otros modelos celulares y
animales.

De entre todos los agentes con que se incubaron las células LX-2, solamente la
All y la ET-1 indujeron significativamente la expresion génica y la sintesis proteica de
apelina en las células LX-2. Puesto que ambas sustancias son reconocidas inductoras de
fibrogénesis, especulamos que tal vez la apelina podria comportarse como un mediador
de dicha induccion. De hecho, en el tercer estudio se demuestra como la apelina
estimula marcadamente la expresion de colageno I y de PDGFRp (receptor implicado
en proliferacion, quimotaxis y liberacion de citoquinas) en las células LX-2. Para

averiguar si la accion de la apelina mediaba efectos de All o ET-1, se bloqueo la accion
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de la apelina con F13A tras estimular su expresion con All y ET-1. El resultado de ese
experimento fue que la inhibicion de la via de sefalizacion del APJ redujo la induccion
de colageno I y PDGFRp provocada por AIl y ET-1 en las células LX-2. Estos
resultados indican que la apelina es un mediador de vias de sefalizacion de All y ET-1
que promueven la sintesis de coldgeno I y PDGFRP en las CEHs humanas.
Posteriormente, y para tratar de trasladar esos resultados del modelo in vitro a un
modelo in vivo, se realizd un bloqueo selectivo de la induccion de apelina en ratas
fibréticas utilizando un antagonista especifico del receptor de la AIl (AT1) de CEH y un
antagonista de los receptores de ET-1. A continuacion, se analizo la expresion génica y
proteica de apelina, coldgeno I y PDGFRP en el higado de las ratas tratadas en
comparacion a los animales que recibieron vehiculo. En ambos casos, la inactivacion de
la actividad de ambos péptidos normaliz6 la expresion hepatica de apelina en las ratas
fibroticas. Dicho fendmeno se vio asociado a una marcada reduccion de la expresion de
colageno I y PDGFR] en el higado de los animales tratados frente a los que recibieron
vehiculo. Por tanto, los resultados in vitro se vieron reflejados en los hallazgos
obtenidos en el modelo animal.

La base racional para usar inhibidores del RAS en la cirrosis humana es que
atenuan la fibrosis hepatica. Sin embargo, las evidencias clinicas apuntan a que esta
posibilidad se encuentra muy limitada puesto que pueden causar hipotension arterial y
disfuncion renal en pacientes con cirrosis. El tercer estudio de la presente tesis doctoral
demuestra que la AIl y la ET-1 llevan a cabo algunos de sus efectos profibrogénicos en
la cirrosis a través de la activacion de la via de sefializacion de la apelina. Este hecho y
que el bloqueo del receptor de la apelina ademas mejora la hemodinamica sistémica, la
funcion cardiaca y renal, y especialmente la formacion de ascitis en las ratas cirroticas,

sugieren que la investigacion de nuevos farmacos que interfieran con la via de
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sefalizacion de la apelina puede ser potencialmente interesante para reducir el conjunto
de alteraciones que promueven la formacion de ascitis en la enfermedad hepatica

cronica.
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A partir de los resultados obtenidos en los 3 estudios que conforman esta tesis doctoral
se puede concluir que:

1. La hiperpermeabilidad vascular que promueve la formaciéon de ascitis en la cavidad
peritoneal tiene lugar en la red vascular del interior de los septos fibrosos en el higado
cirrético y en el plexo vascular mesentérico de las ratas cirroticas con ascitis.

2. El aumento de la permeabilidad vascular hepatica y mesentérica en los animales
cirrdticos con ascitis se asocia con un incremento de la expresion de los factores
proangiogénicos VEGF-A y Ang-2 en dichos tejidos y es promovido por el incremento
en el flujo sanguineo que los irriga.

3. El bloqueo agudo del VEGFR, es suficiente para reducir drésticamente la
permeabilidad vascular en el higado y el mesenterio de las ratas cirrdticas con ascitis.

4. La expresion de la Apelina se encuentra hiperactivada en las CEHs de los pacientes y
las ratas con cirrosis lo que se traduce en un aumento de los niveles circulantes en
dichos sujetos.

5. El bloqueo cronico del receptor de la Apelina disminuye la angiogénesis y la fibrosis
hepatica y mejora la funcidn cardiaca y renal en las ratas cirrdticas con ascitis.

6. La dréstica reduccion de la angiogénesis hepatica al bloquear el receptor de la
Apelina se asocia a la reduccion o la desaparicion total de la ascitis en las ratas con
cirrosis descompensada.

7. La All y la ET-1 inducen la expresion de Apelina en las CEHs humanas.

8. La Apelina es un agente profibrogenico interactuando directamente sobre las CEHs y
promoviendo la sintesis de coldgeno [ y PDGFRp.

9. La Apelina media la induccion que la AIl y la ET-1 poseen sobre la sintesis de

colageno I y PDGFRp en las CEHs humanas.
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Conclusiones

Globalmente y segiin los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, se puede
concluir que el intenso proceso de angiogénesis hepatica y mesentérica contribuye de
manera significativa al desarrollo de la ascitis en la cirrosis hepatica. Por tanto, estos
datos apoyan la hipotesis de que el bloqueo de dianas terapéuticas implicadas en
angiogénesis puede constituir un importante avance en el tratamiento de las alteraciones

de la permeabilidad vascular que dan lugar a la formacidn de ascitis en esta enfermedad.
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	MATERIAL AND METHODS
	Cell culture: LX-2 cells were a generous gift from Dr. Scott L. Friedman and were obtained from primary HSCs, as described (16). HepG2 cells were obtained from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). These immortalized, stable cell lines can be repeatedly frozen, thawed and propagated. LX-2 and HepG2 cells were seeded (2x105 cells/well) in six-well plates to grown to confluence for 24 hours in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with 50 U/ml penicillin, 50 (g/ml streptomycin and supplemented with 2 or 10% fetal calf serum, respectively. Thereafter, cells were switched to serum-free for 24 hours. To identify the mechanisms governing AP induction, LX-2 cells were incubated (37ºC) at variable time intervals in DMEM under normoxic (21% O2, 5% CO2) or hypoxic conditions (5% O2, 5% CO2) in a controlled O2 water-jacketed CO2 incubator (Forma Scientific Series II, 3131, Marietta, OH) or treated with TNF-( (100 ng/ml), LPS (10 µg/ml), AII (80 pM) or ET-1 (2 nM) for 24 hours. To assess whether AP may act as a specific profibrogenic factor, LX-2 cells were treated with AP (1 nM) for 24 hours and a selected profile of fibrogenesis-related genes was assessed (collagen-I, (-smooth muscle actin, PDGFR( and Transforming Growth Factor ( Receptor 1). To investigate whether AP mediates the induction of fibrogenic signaling pathways in response to AII or ET-1, LX-2 cells were stimulated with these vasoactive factors (80pM and 2 nM, respectively) in the presence or absence of the APJ antagonist, F13A (200 nM, Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA) for 24 hours and the expression of AP and fibrogenesis-related genes was determined. Total RNA and protein were extracted using commercial kits as described below. All experiments carried out in cell lines were reproduced six times in 2 independent assays. 
	Messenger RNA expression of AP, collagen-I, (-smooth muscle actin ((-SMA), PDGFR( and Transforming Growth Factor ( Receptor 1 (TGF(R1) from cultured cells and liver tissue: Total RNA from cultured cells and liver tissue was extracted using commercially available kits: TRIZOL (Gibco-Invitrogen, Paisley, UK) and RNAeasy (Qiagen, Germany), respectively. One (g of total RNA was reverse transcribed (RT) by using a complementary DNA synthesis kit (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). As shown in table 1, primers for human AP, (-SMA, collagen-I, PDGFR(. TGF(R1 and Glyceraldehide 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), used as an endogenous standard, were designed according to human AP, (-SMA, collagen-I, PDGFR(, TGF(R1 and GAPDH sequences (GenBank NM_017413.3, NM_001613.1, NM_000088.3, NM_002609.3, NM_004612.2, NM_002046.2 respectively) using the ProbeFinder software (Probefinder v 2.35, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). As shown in table 1, primers for rat AP, collagen-I, PDGFR( and HPRT, a constitutively expressed gene, were designed according to rat AP, collagen-I, PDGFR( and HPRT sequences (GenBank NM_031612.2, NM_053356.1, NM_031525.1 and NM_012583.2 respectively) using the same software as described above. Real time quantitative PCR was analyzed in duplicate and performed with Lightcycler-480 (Roche Diagnostics). Ten µl of total volume reaction of diluted 1:16 cDNA, 200 nM primer dilution, 100 nM of pre-validated 9-mer probe (Universal ProbeLibrary, Roche Diagnostics) and FastStart TaqMan Probe Master (Roche Diagnostics) was used in each PCR reaction. Fluorescence signal was captured during each of the 45 cycles (denaturizing 10 sec at 95ºC, annealing 15 sec at 60ºC and extension 20 sec at 72ºC). GAPDH and HPRT were used as reference genes for normalization and water was used as negative control. Relative quantification was calculated using the comparative threshold cycle (CT), which is inversely related to the abundance of mRNA transcripts in the initial sample. The mean CT of duplicate measurements was used to calculate ΔCT as the difference in CT for target and reference. The relative quantity of the product was expressed as fold-induction of the target gene compared with the control primers according to the formula 2-ΔCT. The mean CT of duplicate measurements was used to calculate ΔCT as the difference in CT for target and reference. The relative quantity of product was expressed as fold-induction of the target gene compared with the reference gene according to the formula 2-ΔΔCT, where ΔΔCT represents ΔCT values normalized with the mean ΔCT of control samples.
	Animal studies: This protocol was performed in 36 male adult fibrotic Wistar rats (Charles-River, Saint Aubin les Elseuf, France). Animals were fed ad libitum with standard chow and water containing phenobarbital. Fibrosis was induced as described elsewhere (17). All fibrotic rats were studied between the 9th and 10th week. The specific blockade of the AII receptor of HSCs was performed in fibrotic rats as follows: Twenty animals were randomly assigned to receive a daily intravenous injection of losartan-M6PHSA (3.3 mg/kg/day, corresponding to 125 µg losartan/kg) or M6PHSA alone as vehicle (3.3 mg/kg/day) at 72, 48 and 24 hours before sacrifice as previously described (18). On the other hand, the specific blockade of endothelin receptors was performed in fibrotic rats as follows: Sixteen animals were randomly assigned to receive a daily intragastric administration of RO 48-5695 (30 mg/kg/day, microsuspension of 4 ml/kg in 5% gummi arabicum) or vehicle (4 ml/kg/day of 5% gummi arabicum) for 9 days as described previously (19).
	RESULTS
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	Cell culture: LX-2 cells were a generous gift from Dr. Scott L. Friedman and were obtained from primary HSCs, as described (16). HepG2 cells were obtained from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). These immortalized, stable cell lines can be repeatedly frozen, thawed and propagated. LX-2 and HepG2 cells were seeded (2x105 cells/well) in six-well plates to grown to confluence for 24 hours in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with 50 U/ml penicillin, 50 (g/ml streptomycin and supplemented with 2 or 10% fetal calf serum, respectively. Thereafter, cells were switched to serum-free for 24 hours. To identify the mechanisms governing AP induction, LX-2 cells were incubated (37ºC) at variable time intervals in DMEM under normoxic (21% O2, 5% CO2) or hypoxic conditions (5% O2, 5% CO2) in a controlled O2 water-jacketed CO2 incubator (Forma Scientific Series II, 3131, Marietta, OH) or treated with TNF-( (100 ng/ml), LPS (10 µg/ml), AII (80 pM) or ET-1 (2 nM) for 24 hours. To assess whether AP may act as a specific profibrogenic factor, LX-2 cells were treated with AP (1 nM) for 24 hours and a selected profile of fibrogenesis-related genes was assessed (collagen-I, (-smooth muscle actin, PDGFR( and Transforming Growth Factor ( Receptor 1). To investigate whether AP mediates the induction of fibrogenic signaling pathways in response to AII or ET-1, LX-2 cells were stimulated with these vasoactive factors (80pM and 2 nM, respectively) in the presence or absence of the APJ antagonist, F13A (200 nM, Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA) for 24 hours and the expression of AP and fibrogenesis-related genes was determined. Total RNA and protein were extracted using commercial kits as described below. All experiments carried out in cell lines were reproduced six times in 2 independent assays. 
	Messenger RNA expression of AP, collagen-I, (-smooth muscle actin ((-SMA), PDGFR( and Transforming Growth Factor ( Receptor 1 (TGF(R1) from cultured cells and liver tissue: Total RNA from cultured cells and liver tissue was extracted using commercially available kits: TRIZOL (Gibco-Invitrogen, Paisley, UK) and RNAeasy (Qiagen, Germany), respectively. One (g of total RNA was reverse transcribed (RT) by using a complementary DNA synthesis kit (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). As shown in table 1, primers for human AP, (-SMA, collagen-I, PDGFR(. TGF(R1 and Glyceraldehide 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), used as an endogenous standard, were designed according to human AP, (-SMA, collagen-I, PDGFR(, TGF(R1 and GAPDH sequences (GenBank NM_017413.3, NM_001613.1, NM_000088.3, NM_002609.3, NM_004612.2, NM_002046.2 respectively) using the ProbeFinder software (Probefinder v 2.35, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). As shown in table 1, primers for rat AP, collagen-I, PDGFR( and HPRT, a constitutively expressed gene, were designed according to rat AP, collagen-I, PDGFR( and HPRT sequences (GenBank NM_031612.2, NM_053356.1, NM_031525.1 and NM_012583.2 respectively) using the same software as described above. Real time quantitative PCR was analyzed in duplicate and performed with Lightcycler-480 (Roche Diagnostics). Ten µl of total volume reaction of diluted 1:16 cDNA, 200 nM primer dilution, 100 nM of pre-validated 9-mer probe (Universal ProbeLibrary, Roche Diagnostics) and FastStart TaqMan Probe Master (Roche Diagnostics) was used in each PCR reaction. Fluorescence signal was captured during each of the 45 cycles (denaturizing 10 sec at 95ºC, annealing 15 sec at 60ºC and extension 20 sec at 72ºC). GAPDH and HPRT were used as reference genes for normalization and water was used as negative control. Relative quantification was calculated using the comparative threshold cycle (CT), which is inversely related to the abundance of mRNA transcripts in the initial sample. The mean CT of duplicate measurements was used to calculate ΔCT as the difference in CT for target and reference. The relative quantity of the product was expressed as fold-induction of the target gene compared with the control primers according to the formula 2-ΔCT. The mean CT of duplicate measurements was used to calculate ΔCT as the difference in CT for target and reference. The relative quantity of product was expressed as fold-induction of the target gene compared with the reference gene according to the formula 2-ΔΔCT, where ΔΔCT represents ΔCT values normalized with the mean ΔCT of control samples.
	Animal studies: This protocol was performed in 36 male adult fibrotic Wistar rats (Charles-River, Saint Aubin les Elseuf, France). Animals were fed ad libitum with standard chow and water containing phenobarbital. Fibrosis was induced as described elsewhere (17). All fibrotic rats were studied between the 9th and 10th week. The specific blockade of the AII receptor of HSCs was performed in fibrotic rats as follows: Twenty animals were randomly assigned to receive a daily intravenous injection of losartan-M6PHSA (3.3 mg/kg/day, corresponding to 125 µg losartan/kg) or M6PHSA alone as vehicle (3.3 mg/kg/day) at 72, 48 and 24 hours before sacrifice as previously described (18). On the other hand, the specific blockade of endothelin receptors was performed in fibrotic rats as follows: Sixteen animals were randomly assigned to receive a daily intragastric administration of RO 48-5695 (30 mg/kg/day, microsuspension of 4 ml/kg in 5% gummi arabicum) or vehicle (4 ml/kg/day of 5% gummi arabicum) for 9 days as described previously (19).
	RESULTS






