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2 ABREVIATURAS

AKT, proteina quinasa B

BDL, modelo experimental de ligadura del conducto biliar
Casp7, caspasa 7

CCl,, tetracloruro de carbono

CGRP, péptido relacionado con el gen de la calcitonina
CO, monodxido de carbono

DNA, 4acido desoxirribonucleico

eNOS, o6xido nitrico sintasa endotelial

fosfo-AKT, proteina quinasa B fosforilada

fosfo-TrkA, receptor tirosina quinasa neurotrofica de tipo 1 fosforilada
MAPK/ERK, quinasa regulada por sefiales extracelulares
JNK, quinasa c-jun N-terminal

MAP, presion arterial media

MAPK, proteina quinasa activada por mitégenos

NA, noradrenalina

NGF, factor de crecimiento neuronal
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nNOS, 6xido nitrico sintasa neuronal

NO, dxido nitrico

NOS, oxido nitrico sintasa

NPY, neuropéptido Y

Nrp1l, neuropilina 1

PARP, poli (ADP-ribosa) polimerasa-1

P75"™ receptor de neurotrofinas p75

PP, presién portal

proNGF, precursor del factor de crecimiento neuronal
PVL, modelo experimental de ligadura calibrada de la vena porta
RNA, acido ribonucleico

RNAm, acido ribonucleico mensajero

ROCK, proteina quinasa asociada a Rho

Sema3A, semaforina 3A

SMA, arteria mesentérica superior

SMABF, flujo de la arteria mesentérica superior
SMAR, resistencia de la arteria mesentérica superior

SMG, ganglio mesentérico superior
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SNS, sistema nervioso simpatico

SON, nucleo supradptico

Sortl, sortilina 1

Th, tirosina hidroxilasa

TrkA, receptor tirosina kinasa neurotroéfica de tipo 1

VAChT, transportador vesicular de acetilcolina

VEGF, factor de crecimiento vascular

Nota: Los acrénimos estan escritos en inglés porque los utilizamos asi en el
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3 INTRODUCCION

3.1 FISIOPATOLOGIA DE LA HIPERTENSION PORTAL

La hipertensién portal es un sindrome clinico caracterizado por un aumento
patoldgico de la presién del sistema venoso portal por encima de su valor
normal (inferior a 6mmHg). Cualquier proceso que interfiera en el flujo de la
sangre portal puede provocar hipertensidn portal. Las causas se clasifican
segun la localizacién del aumento de la resistencia al flujo portal, que se
puede dar en un ambito pre-hepdtico, como en el caso de la trombosis
portal, intra-hepdatico como en la cirrosis hepatica o post-hepatico, como en
el sindrome de Budd-Chiari. La hipertensién portal intra-hepatica puede
producirse por diferentes afecciones del higado, pero la cirrosis es la
responsable de mas del 90% de los casos en el mundo occidental. Cuando el
gradiente de presion portal (diferencia entre las presiones de la vena portay
de la vena supra-hepatica) aumenta mas de 10mmHg pueden aparecer las

complicaciones.

La hipertensiéon portal promueve la formacién de vasos colaterales, a través
de los cuales, la sangre portal se deriva a la circulacion sistémica sin pasar
por el higado. Estas colaterales portosistémicas se forman por la apertura y
dilatacién de conductos vasculares preexistentes que conectan el sistema
venoso portal con la vena cava superior e inferior. En condiciones normales,
estos conductos estan cerrados pero se dilatan debido al aumento de la
presidon portal. El sistema anastomdtico mas importante es el sistema
colateral gastroesofdgico, ya que incluye las varices esofagicas que son

responsables de la principal complicacién de la hipertensién portal: la

13
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hemorragia digestiva por rotura de varices esofagicas. Otras
manifestaciones del sindrome de la hipertension portal son la encefalopatia
hepatica, la ascitis y la insuficiencia renal. Debido a la gravedad de estas
complicaciones, la hipertension portal representa la primera causa de

muerte y de trasplante hepatico en pacientes con cirrosis (1).

3.2 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA HIPERTENSION PORTAL

Como en cualquier sistema vascular, el gradiente de presién a lo largo del
sistema venoso portal es el producto del flujo sanguineo portal por la
resistencia vascular que se opone al mismo. Segun la ley de Ohm esta

relacién viene definida por:

AP=QxR

Donde AP es el gradiente de presion portal, Q es el flujo sanguineo en la
totalidad del sistema venoso portal (que incluye las colaterales
portosistémicas) y R es la resistencia del sistema venoso portal (suma de la
resistencia del higado, de la vena porta, y de las venas colaterales). Esta
relacion indica que la presion portal puede aumentar debido a un aumento
del flujo sanguineo portal, de la resistencia vascular o de ambos a la vez. De
hecho, en pacientes cirréticos, el aumento de la resistencia al flujo
sanguineo portal es el factor principal desencadenante de la fisiopatologia

de la hipertensidn portal (2;3).
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3.3 SINDROME HIPERDINAMICO

En estadios avanzados de la hipertension portal se observa un aumento del
flujo de entrada en la vena porta que es consecuencia de una importante
vasodilatacion arterial de los érganos esplacnicos que drenan la vena porta
(4). Asi, la circulacién esplacnica y también la sistémica son hipercinéticas, lo
que implica un aumento del indice cardiaco asi como un descenso de la
presion arterial media y de la resistencia vascular periférica (5). Estos
trastornos hemodinamicos asociados a la hipertensidn portal (vasodilatacion
arterial sistémica, disminucidon de la resistencia periférica, hipervolemia y
aumento del consumo cardiaco) es lo que se conoce como sindrome de
circulacién hiperdinamica y conduce a un aumento del flujo sanguineo
portal y a agravar la hipertensién (6), a pesar de que se desarrollen

colaterales portosistémicas para descomprimir el sistema (Fig. 1).

El mecanismo fundamental del aumento del flujo sanguineo esplacnico no
se conoce por completo, pero se ha demostrado que esta asociado a un
aumento de la concentracion de vasodilatadores circulantes, a una
sobreproduccion endotelial de vasodilatadores locales y a una reduccién de
la reactividad vascular frente a vasoconstrictores. Este ultimo mecanismo, es
probablemente una consecuencia del aumento del nivel de vasodilatadores

(circulantes y paracrinos).

15
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Figura 1. Mecanismos fisiopatologicos de la hipertension portal
F: flujo sanguineo portal, R: resistencia vascular portal.

3.4 VASODILATACION ESPLACNICA

Numerosos estudios apoyan la teoria que, durante la cirrosis, las colaterales
portosistémicas permiten la entrada directa en el sistema circulatorio de
sustancias humorales derivadas del intestino, como son el glucagdn, los
acidos biliares y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)
(7;8). La formacidon de colaterales portosistémicas, ademas, tiene como
consecuencia una endotoxemia derivada de los intestinos que estimula
sustancias vasoactivas locales producidas por el endotelio vascular entre las

cuales se encuentran las prostaglandinas, el o6xido nitrico (NO) y el
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monoxido de carbono (CO). EI NO, es el factor que mas se ha investigado y
es, probablemente, el mas importante que interviene en la vasodilatacion
durante la hipertensién portal (9-11). El exceso de NO es también
responsable, en gran parte, de la insuficiente respuesta vascular a
vasoconstrictores tanto en modelos in vivo e in vitro de ratas con ligadura de
la porta o con cirrosis hepatica, como en pacientes con cirrosis hepatica
(8;12). Sin embargo, a pesar de que probablemente, el NO tenga un papel
relevante en esta alteracion vascular, se ha demostrado que su inhibicién
atenua, pero no normaliza, el sindrome hipercinético de la hipertension
portal (13). Por ejemplo, la utilizacion del doble knockout de dxido nitrico
sintasa endotelial y de éxido nitrico sintasa inducible (eNOS/iNOS) demostrd
que estos ratones desarrollaban circulaciéon hiperdindmica después de
provocarles la hipertension portal (14). Ninguno de estos factores
vasoactivos parece ser el Unico responsable de la vasodilatacién arterial
esplacnica durante la hipertension portal, lo que sugiere que pueda tener un

origen multifactorial.

3.5 MODELO ANIMAL DE LIGADURA DE LA VENA PORTA (PVL)

La mayoria del conocimiento adquirido sobre la fisiopatologia de Ia
hipertension portal en las ultimas décadas, se ha extraido de los modelos
animales experimentales. En un trabajo pionero realizado por Chojkier y
Grozsmann (15;16) se establecié el modelo en rata de hipertensidon portal
por excelencia: el modelo de ligadura calibrada de la vena porta (PVL). Este
modelo pre-hepatico, consiste en una ligadura alrededor de una aguja de

punta roma (20G) que se coloca paralela a la vena porta. La subsecuente

17
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retirada de la aguja conduce a una estenosis calibrada de la vena porta. El
modelo PVL reproduce todas las alteraciones hemodinamicas que
caracterizan el sindrome circulatorio hipercinético que presentan los
pacientes con hipertension portal: aumento de la presion portal con
aumento del flujo portal, aparicién de colaterales porto-sistémicas,
vasodilatacion esplacnica con aumento del flujo esplacnico, hipotension
arterial y aumento del indice cardiaco. De hecho, el grado maximo de
hipertension portal se alcanza a las 24 horas post-ligadura donde se detecta
una vasoconstriccion mesentérica refleja con un subsecuente aumento de la
resistencia esplacnica que contrasta claramente con las manifestaciones
clinicas de la hipertensién portal. Posteriormente la hipertensién decae de
manera global debido al desarrollo de las colaterales porto-sistémicas. Al
cabo de una semana, los animales ya tienen establecido de forma completa
el sindrome circulatorio hiperdindmico y el porcentaje de colaterales porto-
sistémicas es cercano al 100%. La principal limitacion de este modelo es que
la hipertension portal se desarrolla de forma aguda, y ademds no se

acompana de insuficiencia hepatica.

3.6 SISTEMA NERVIOSO EN LA HIPERTENSION PORTAL

Independientemente de los factores humorales implicados en la
vasodilatacién esplacnica, se ha prestado poca atenciéon a los elementos
nerviosos de esta alteracion. Estudios histoldgicos han revelado que el
musculo liso vascular estd inervado por neuronas que presentan
inmunoreactividad al 6xido nitrico sintasa (NOS) (17), al transportador

vesicular de acetilcolina (VAChT), o a la tirosina hidroxilasa (Th). Estas
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neuronas postganglionares eferentes, identificadas como nitrérgicas,
colinérgicas y noradrenérgicas, controlan la contractilidad de las células
musculares de los vasos sanguineos. Funcionalmente, se ha demostrado que
los nervios nitrérgicos, tendrian mds relevancia en la regulacién del tono
vascular que los colinérgicos, cuya funcion consiste, basicamente, en
modular la funcidn contractil vasoconstrictora de los nervios adrenérgicos y
vasodilatadora de los nitrérgicos (18). En la circulacién mesentérica, tanto
de humanos como de roedores, la vasoconstriccion inducida por el sistema
nervioso simpatico (SNS) es principalmente transmitida por los receptores
post-sinapticos adrenérgicos al (19) y es mas que probable, que Ia
noradrenalina (NA) liberada de las terminales nerviosas adrenérgicas, sea la
principal responsable de la regulacién del tono de los vasos sanguineos
periféricos. Por otra parte, diferentes investigaciones han demostrado que
otros agentes como el neuropéptido Y (NPY) y la adenosina trifosfato
también se liberan en el sistema nervioso simpatico, actuando como co-

transmisores de la NA y potenciando su funcién (20).

Un gran numero de evidencias ha revelado que existe un aumento de la
actividad del SNS en la fisiopatologia de la hipertension portal. En pacientes
cirréticos, la actividad del SNS se encuentra elevada en diferentes partes del
sistema hepato-esplacnico, incluidos tejidos o estructuras vasculares
drenados por las colaterales porto-sistémicas. Asimismo, se ha determinado
una relacion positiva entre la noradrenalina y la adrenalina circulante y la
progresion de la enfermedad (21). De hecho, pacientes con una
hipertension portal pronunciada, una alta retencién de sodio y con el
sindrome hepatorrenal establecido, presentan altos niveles de NA en

plasma. Ademads, se ha demostrado que existe una correlacién entre los

19
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niveles de NA circulantes y la supervivencia del enfermo (22). La
estimulacion del SNS, mediante el incremento de NA en plasma, se entiende
como un intento de compensar y contrarrestar el estado de vasodilatacion
arterial y de hiporeactividad vascular. De todos modos, a pesar de los
elevados niveles de catecolaminas enddgenas circulantes, la hipotension
arterial persiste durante todo el desarrollo de la enfermedad. Ademas,
varias evidencias demuestran que existen diferencias regionales en la
distribucidon de la activacion del sistema nervioso simpatico en el contexto
de la cirrosis (23;24). Por otro lado, la NOS no sélo se produce en las células
endoteliales (eNOS), sino que también se encuentra en nervios peri-
vasculares (nNOS). Estos nervios nitrérgicos producen vasorelajacion de las
células del musculo liso. Diferentes estudios han sugerido que existe una
sobreexpresion de nNOS en los nervios peri-vasculares de las arterias
mesentéricas de ratas con hipertensién portal (25), de manera que el NO
dependiente de nNOS podria jugar un papel importante en la vasodilatacion
arterial de la hipertensidn portal. Por otro lado, se ha demostrado que la
inhibicion selectiva de nNOS, aumenta la respuesta adrenérgica
vasoconstrictora (26) lo que sugiere que el NO pre-sinaptico podria inhibir la

liberacidn de NA de las terminales nerviosas adrenérgicas.
3.6.1 ATROFIA SIMPATICA EN LA HIPERTENSION PORTAL

Nuestro grupo fue el primero en plantear una participacion del sistema
nervioso simpatico en la fisiopatologia de la vasodilatacién arterial
mesentérica. Se demostrd que en muestras de arteria mesentérica superior
(SMA) de ratas PVL existe un incremento inicial (1 hora post-PVL) en la

produccion de RNA mensajeros de mas de 50 genes relacionados con
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neurogénesis y neurotransmisién, especialmente adrenérgica, seguido de

una intensa inhibicién a los 14 dias post-PVL (27) (Fig. 2).

Nervous system 67 genes

log; ratio

©d b Vonvsro

1h 6h 24h 3d 5d 14d

time course

Figura 2. Perfil de expresion de 67 genes del sistema nervioso

alo largo del modelo PVL. Grafica que representa la infra-regulacion
de genes asociados a funciones relacionadas con el sistema nervioso
durante los 14 dias post-ligadura.

Esta inhibicion se acompaiid de una reduccion en la expresion de proteinas
relacionadas con neurotransmision adrenérgica y con la liberacion de
neurotransmisores en el espacio sindptico en muestras de SMA y de arterias
de resistencia en el modelo PVL, en el modelo de ligadura del conducto
biliar (BDL) y en el modelo de induccion de cirrosis por tetracloruro de
carbono (CCls) (27;28). Se verificd que el RNAm previo de estas proteinas se

produce en el ganglio mesentérico superior (SMG) (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema de la arteria mesentérica superiory
del ganglio mesentérico superior.

Ademas, el trastorno hemodinamico de la hipertensiéon portal también se
correlaciond, de forma muy significativa, con una alteracion morfoldgica de
los nervios que rodean la SMA, demostrada por una disminucién en el
numero de paquetes axonales, en el adrea total de paquetes nerviosos y en el
area que expresa la encima Th. (Fig. 4). Esta atrofia de la inervacién
simpatica en la SMA podria estar contribuyendo a la vasodilatacion

espldcnica asociada a la hipertension portal.



INTRODUCCION

X40 X200

& - w L Q”
} » -g

SHAM
\ ¢
X L
\ - -
- e Y
i
4 \ : »
PVL '
L
- '.' .‘t !
, B
43 kS .
BOL ” ﬁe 7
2 iy re
l...‘ ’
» v

Figura 4. Inmunohistoquimica de tirosina hidroxilasa en la arteria mesentérica
superior

El aumento a 40x muestra la pared arterial rodeada de paquetes nerviosos. El
aumento a 200x revela la tincidn de Th dentro de las fibras axonales. El nimero de
paquetes, el area total de las estructuras nerviosas y el area teiiida por Th se
encuentran significativamente disminuidas en la SMA de ratas PVL y BDL
comparando con ratas sham.
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Este hallazgo contradice en parte, el concepto tradicional sobre el sistema
adrenérgico en la cirrosis hepatica que siempre se ha considerado activado
o hiperestimulado en esta patologia (29). Sin embargo, nunca se ha
demostrado una activacion en los vasos mesentéricos y probablemente,
exista una inhibicidn adrenérgica local (mesentérica), dentro de un contexto
de activacion adrenérgica mas global (sobre todo en rifion, musculo
esquelético y otros organos). De acuerdo con esta hipdtesis, nuestro grupo
ha demostrado recientemente (30), que tanto la administracion aguda de
droxidopa (un precursor sintético oral de noradrenalina) en el modelo de
PVLy BDL, como la terapia crdnica con droxidopa en ratas BDL y CCl4, mejora
las alteraciones hemodindmicas, sin afectar la presién portal (PP) ni el flujo

renal, y causando un aumento del 50% en la diuresis.

3.7 VIiA NEURONAL QUE CONTROLA EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

El sistema cardiovascular esta controlado por los nucleos de regulacidn
cardiovascular del sistema nervioso central y los nervios periféricos
aferentes y eferentes. Lee y colaboradores demostraron que el bloqueo de
los nervios sensitivos aferentes, mediante la neurotoxina capsaicina,
previene las alteraciones hemodinamicas tipicas de la hipertension portal
(31) a pesar de que un estudio posterior utilizando la capsaicina en ratas
neonatales, no evidencié diferencias significativas en las alteraciones
hemodindmicas de ratas PVL (32). En un siguiente estudio, los mismos
autores encontraron que el bloqueo de la sefal aferente inhibe el
caracteristico aumento de la expresion de cFos (producto del gen de

expresion temprana c-fos) en los nucleos de regulacién cardiovascular del
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cerebro de ratas con hipertensién portal (33). Estos resultados sugieren que
tanto los nervios sensitivos aferentes como la activacién de los nucleos de
regulacién cardiovascular son esenciales para el desarrollo de la circulacidn
hiperdinamica durante la hipertension portal. Por otro lado, el bloqueo de la
activacion de los nucleos de regulacidon cardiovascular inhibié el sindrome
hiperdinamico en ratas PVL (34) y se demostré que las sefiales aferentes que
se transmiten a areas de regulacién del sistema nervioso central lo hacen via
el nervio vago (33). Ademas, el tratamiento con capsaicina en ratas BDL
también evidencié que la retencién de sodio y la formacién de ascitis son

dependientes de la inervacidon aferente (35).

3.8 NEURONAS AFERENTES SENSIBLES A LA CAPSAICINA

El efecto estimulador y neurotéxico de la capsaicina conduce a cambios
morfoldgicos severos en algunas neuronas sensitivas mielinizadas de
pequeno calibre (fibras A-8) y, predominantemente, en neuronas aferentes
primarias amielinicas (fibras C) (36). A esta subpoblacion de neuronas
sensitivas primarias se les denomina sensibles a la capsaicina y estudios
previos de inmunocitoquimica las han asociado con el sistema
cardiovascular (37). La funcion sensitiva de estas neuronas esta mayormente
relacionada con la transmisién de impulsos nociceptivos. No obstante, una
vez activadas por estimulos periféricos, también son capaces de liberar su
contenido de transmisores, substancia P y CGRP, a partir de las terminales
periféricas en el tejido inervado. Por consiguiente se utiliza el término
“neuronas motoras-sensoriales” para apuntar la actividad dual aferente

(sensorial) y eferente (motora) de esta poblacidon neuronal (38) (Fig. 5). La
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capsaicina actia como agonista de los receptores vaniloides del subtipo 1,
TRPV1, que son canales de cationes ampliamente distribuidos en el sistema
nervioso. Su unién provoca la despolarizacion y la liberacion masiva de
substancia P y CGRP, seguida de una inactivacion mas o menos permanente
de estos nervios. En ratas neonatales, el soma y los axones de las neuronas
aferentes primarias (funcién sensitiva) son considerablemente mas
susceptibles a la accion de la neurotoxina que en las adultas, mientras que la
destruccion de las terminales de los axones en la periferia (funciéon motora)

en el adulto pueden ser tan extensas como en el modelo neonatal (39;40).

Varios trabajos han sugerido que los vasodilatadores CGRP y substancia P
liberados por los nervios sensitivos a la capsaicina, podrian jugar un papel
importante en promover la vasodilatacién espldcnica en la hipertension
portal, ya que se han encontrado niveles elevados tanto de sustancia P

como de CGRP en pacientes con cirrosis e insuficiencia hepatica (26).

SISTEMA PERIFERIA
W00 — CGRP
CENTRA
' — = Y& =+ Sybst. P

Figura 5. Neurona sensitiva sensible a la capsaicina

Las neuronas sensibles a la capsaicina presentan una capacidad dual;
por un lado envian sefales aferentes al sistema nervioso central

via el nervio vago, y por otro lado poseen una funcién motora local
en el tejido inervado.
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3.9 MODULACION DE LAS ViAS DE SENALIZACION NEURONAL

Las neuronas simpaticas, al igual que otras neuronas, regulan su actividad
mediante neurotrofinas y  moduladores que  controlan el
crecimiento/regresion axonal o la supervivencia/muerte neuronal (41). El
factor de crecimiento nervioso (NGF) es responsable de la supervivencia y
del crecimiento neuronal mediante la unidn al receptor tirosina quinasa
neurotrdéfica de tipo 1 (TrkA) (42), donde el receptor de neurotrofinas p75
(p75"™) modula la afinidad y selectividad de la activacién de TrkA (43). Sin
embargo, su precursor proNGF puede inducir la regresién o muerte
neuronal a través de la unién simultdnea al receptor p75"™® y al receptor
sortilina 1 (Sortl) (44;45) o de forma indirecta inhibiendo la actividad de
NGF dependiente de TrkA (46) (Fig. 6). Por el contrario, se ha sugerido que
cuando el receptor TrkA estd activo promueve la supervivencia neuronal

silenciando la sefial apoptética continua derivada de p75"'" (47).

El NGF y la proteina quimiorepelente semaforina3A (Sema3A) actlan como
moléculas guia regulando la movilidad y el crecimiento del cono axonal para
formar la red neuronal durante la neuroembriogénesis (48). Ambas
proteinas se regulan entre si, NGF modula la actividad de repulsiéon que
ejerce Sema3A al interaccionar con el complejo de receptores neuropilina 1
(Nrp1) y PlexinaAl (49) mientras que, en situaciones de sobreexpresion de
NGF, Sema3A inhibe el crecimiento axonal dependiente de NGF, inactivando
su receptor TrkA (50). La expresién de Sema3A se mantiene en el adulto,
donde ademds de estar implicada en la plasticidad y en la regeneracion
neuronal tras una lesion (51), también induce la inhibicién del crecimiento
neuronal dependiente de NGF (50), la apoptosis (52;53) (Fig. 6) y el colapso

y la retraccion axonal (48;54;55). En condiciones normales, la proteina
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quinasa asociada a Rho (ROCK) regula la dinamica de la actina, pero su
estimulacion por Sema3A conduce a la activacion de las vias de sefializacidn
implicadas en retraccién y colapso axonal. Para que esto ocurra, es
necesaria la sefializacién por p75"'" y su unidn a las neurotrofinas (54;56).
Ademas, el aumento de expresion de ROCK participa en la inhibicion de vias
de supervivencia mediante la inhibicion de la actividad de la proteina kinasa

B (PKB) o AKT y mediante la estimulacion de la apoptosis (57).

Las vias de seializacidon de AKT y de las familias de las proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK) juegan un papel muy importante en la
regulaciéon de diversos programas celulares como la proliferacion,
diferenciacién, desarrollo y apoptosis. La estimulacion de AKT favorece
mayormente la proliferacién y la supervivencia neuronal y ademas regula
negativamente la via apoptética y la retraccion axonal (58;59). Dentro de las
familias de las MAPK, implicadas en la transducciéon y amplificacién de
sefiales extracelulares (factores de crecimiento, estrés, citoquinas), la
quinasa regulada por sefales extracelulares (MAPK/ERK) y la quinasa c-jun
N-terminal (JNK) son de las familias MAPK mejor caracterizadas. Una vez
activadas y translocadas al nudcleo, promueven multiples procesos
fisiolégicos mediante la transcripcién de genes en el nucleo. La via de
sefalizacion de MAPK/ERK promueve el crecimiento, la diferenciacion o la
proliferacién (60) y la via de INK la proliferacién, diferenciacidén y apoptosis

(43;61). La estimulacion de JNK a través del receptor p75"'"

(62) da lugar ala
activacion de la cascada de las caspasas. Dentro de la numerosa familia de
las caspasas, la caspasa 7 (Casp7) se ha identificado como una de las
caspasas efectoras claves en la ejecucién de la apoptosis. Su activacion,

mayormente por otras caspasas, depende de una escisidén proteolitica (63).
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Experimentos in vivo han demostrado que la Casp7 activa provoca la
protedlisis de proteinas esenciales en la maquinaria de la célula incluyendo
la poli (ADP-ribosa) Polimerasa-1 (PARP), implicada en la reparacion de acido

desoxirribonucleico (DNA) en respuesta al estrés ambiental (64).
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Figura 6. Vias de sefalizacion neuronal

Representacién esquemdtica de las moléculas neuromoduladoras
(ProNGF/NGF, Sema 3Ay sus receptores p75™", sortilina, TrkA, neuropilina)
que activan las vias de sefalizacion conduciendo a crecimiento,
proliferacién y supervivencia neuronal (AKT, MAPK) o bien a retraccion
axonal, apoptosis o degeneracion neuronal (ROCK, JNK, Caspasas, PARP).
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4 HIPOTESIS

El estimulo aferente de la hipertension portal generado por el aumento de
la presidn portal de la vasculatura mesentérica o de la microvasculatura,
alcanza los nucleos reguladores cardiovasculares del cerebro a través de los
nervios aferentes via el nervio vago. De ahi, la sefial se transmite de los
nucleos espinales simpaticos a los ganglios simpaticos esplacnicos
provocando alteraciones en la neuromodulacién que conducen al desarrollo
de la atrofia simpdtica post-ganglionar, ocasionando la inhibicion de la
neurotransmision y al deterioro de la vasoconstriccién mediada por la

noradrenalina (NA).
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5 OBIJETIVO

Avanzar en el conocimiento de los mecanismos de génesis y mantenimiento
del trastorno adrenérgico local y averiguar si bloqueando o alterando las
vias aferentes y eferentes, se puede evitar la atrofia adrenérgica en la

arteria mesentérica superior y evitar o mejorar el trastorno hemodinamico.



ESTUDIO 1







ESTUDIO 1 & 37

6 ESTUDIO1

EFECTO DE LA CAPSAICINA SOBRE LA EXPRESION DE cFOS Y LOS
PARAMETROS HEMODINAMICOS EN EL MODELO ADULTO

6.1 INTRODUCCION

La hipertension portal produce vasodilatacion arterial y atrofia simpatica en
la zona esplacnica. La sefial responsable de provocar estas alteraciones
podria iniciarse en los nervios sensitivos que detectan los cambios de
presion a nivel portal (65;66). Dicha sefial promoveria un aumento en la
expresion de cFos en los nucleos de regulacién cardiovascular del cerebro.
De hecho, se ha demostrado que el bloqueo de la sefial aferente, mediante
la neurotoxina capsaicina, inhibe la expresién de cFos y previene las
alteraciones hemodindmicas en ratas con hipertensién portal (33;34). No
obstante, la efectividad de la neurotoxina sobre la abolicién de la inervacion
aferente primaria, especialmente en ratas adultas, es heterogénea (67). En
base a esto, el primer estudio consistio en ratificar la inhibicion de la sefial
aferente, a partir del andlisis de expresién de cFos en el cerebro y las

correspondientes medidas hemodindmicas en ratas tratadas con capsaicina.

6.2 OBIJETIVOS

e Correlacionar la inhibicion de la sefial aferente en ratas PVL tratadas
con capsaicina, mediante el andlisis de expresion de cFos en el
nucleo supradptico (SON) del cerebro y las correspondientes

medidas hemodinamicas.
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e Establecer un punto de corte, basado en valores de presién arterial
media (MAP) y flujo de la arteria mesentérica superior (SMABF), que
permita clasificar los animales segun la efectividad obtenida del

bloqueo aferente.

6.3 DISENO EXPERIMENTAL

El estudio 1 incluye la deteccién del marcador neuronal cFos en el SON
hipotalamico mediante inmunofluorescencia, y las determinaciones de los
parametros hemodinamicos en un grupo de ratas tratadas con capsaicina o
vehiculo en edad adulta. Se utilizaron 20 animales: 12 ratas PVL (capsaicina
n=8; vehiculo n=4) y 8 animales con cirugia ficticia sham (capsaicina n=4;

vehiculo n=4).

6.4 RESULTADOS

6.4.1 La inhibicidn de la expresion de cFos en el nticleo supradptico del
cerebro indica el bloqueo efectivo de la sefial aferente en ratas con

hipertensién portal.

Como se observa en la figura 1 (Anexo |), los animales PVL vehiculo,
presentaron células inmunoreactivas a cFos densamente distribuidas en el
SON, comparando con la escasa tincion de los controles sham. Asimismo, los
animales sham tratados con capsaicina tampoco mostraron expresion de

cFos. Sin embargo, dentro del grupo de las 8 PVL tratadas con capsaicina, 4
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(50%) obtuvieron bajos niveles de cFos, similares al grupo de las sham. En
estos animales el blogueo de los nervios aferentes tras el tratamiento con
capsaicina se consider6 efectivo (PVL capsaicina con bloqueo),
acompanandose, ademas, de valores de MAP (123.9+1.1mmHg) y de SMABF
(3.5#0.25ml/min.100g) semejantes a los de las ratas sham
(MAP=128.9+4.32mmHg, SMABF=4.42+0.29ml/min.100g) (Anexo |, Tabla 1).
Por otro lado, las 4 ratas PVL tratadas con capsaicina, cuyos valores de
expresion de cFos fueron semejantes al de las ratas PVL vehiculo,
conservaron valores de MAP (104.9+7mmHg) y de SMABF
(6.5+0.3ml/min.100g) similares a las ratas PVL vehiculo
(MAP=103.31+2.03mmHg, SMABF= 6.86+0.5mI/min.100g); en este caso, el
blogueo de la via sensitiva aferente no se estimo efectivo (PVL capsaicina sin

blogueo).

En base a estos resultados, se determind el criterio hemodindmico
(calculado a partir de las medias de los valores obtenidos de las 8 ratas PVL
tratadas con capsaicina) para definir la correcta abolicion de los nervios
aferentes en los animales utilizados posteriormente. El punto de corte se

establecid en:

MAP>115mmHg y SMABF<5mI/min.100g
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7 ESTUDIO 2

EFECTO DE LA CAPSAICINA SOBRE LOS PARAMETROS
HEMODINAMICOS Y LA ATROFIA SIMPATICA EN EL MODELO
ADULTO Y NEONATAL

7.1 INTRODUCCION

Una vez determinado el criterio hemodinamico que define la correcta
abolicién de la sefal aferente sensitiva, nos propusimos explorar si,
mediante el blogueo de la via aferente con capsaicina, se prevenian,
simultdneamente, las alteraciones hemodinamicas y la atrofia simpatica.
Para ello, se utilizé un grupo de ratas adultas (modelo adulto) y otro de ratas

neonatales (modelo neonatal).

Por otro lado, asi como la administracién de capsaicina produce un efecto
heterogéneo sobre la funcidon aferente sensitiva (estudio 1), varios estudios
han probado que la actividad eferente motora queda abolida de manera
completa tras el tratamiento, reflejada por la incapacidad de las neuronas
para liberar los neuropéptidos CGRP y substancia P directamente en el
tejido inervado (67-69). Se ha especulado que las mismas terminaciones
CGRPérgicas de los nervios sensibles a la capsaicina también contienen
oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) (26). Ambas proteinas, tanto el
vasodilatador CGRP (70;71) como la enzima nNOS (25;72), se han asociado
con la generacidn o mantenimiento de la vasodilatacién arterial esplacnica
en la hipertension portal. Nos planteamos, por lo tanto, examinar el impacto

de la capsaicina sobre la funcién eferente motora.
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Finalmente, considerando nuestra hipdtesis de que la atrofia simpatica es
consecuencia de una sefal nerviosa que proviene de los nucleos cerebrales,
nos propusimos estudiar cambios en la expresion de moduladores
neuronales, dentro del SMG, que contiene los somas neuronales, que
pudieran estar relacionados con la atrofia simpatica mesentérica de la

hipertension portal.

7.2 OBIJETIVOS

e Averiguar si el bloqueo aferente previene el trastorno hemodinamico
y la atrofia simpatica, simultdneamente, en el modelo adulto y en el
modelo neonatal.

e Estudiar el efecto de la capsaicina sobre la funcién motora de los
nervios sensibles a la capsaicina, mediante el andlisis de expresién de
CGRP y averiguar si los nervios CGRPérgicos contienen nNOS.

e Examinar marcadores implicados en la modulacién neuronal
(Sema3A, NGF y proNGF, TrkA, p75"®) que pudieran estar

participando en la atrofia simpdatica, en muestras de SMA y de SMG.

7.3 DISENO EXPERIMENTAL

Este estudio incluye el andlisis de las medidas hemodinamicas, el analisis de
la expresién de la enzima Th para evaluar la atrofia simpatica de las fibras
nerviosas que rodean la SMA vy las arterias mesentéricas de resistencia, y el
andlisis de marcadores neuronales (CGRP, nNOS, NGF, proNGF, Sema3A, y
VAChT. TrkA y p75"™%) en muestras de SMA y SMG. Se estudid, por un lado,
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un grupo de adultos de los cuales 25 eran ratas PVL (capsaicina n=15,
vehiculo n=10) y 15 ratas sham (capsaicina n=6, vehiculo n=9); y un grupo
neonatal de los cuales 23 eran PVL (capsaicina n=12, vehiculo n=11) y 5

sham (capsaicina n=5).

7.4 RESULTADOS

7.4.1 El bloqueo aferente previene las alteraciones de los parametros

hemodindamicos y de inervacidon simpatica en el modelo adulto

En un primer analisis, los resultados hemodinamicos se valoraron
incluyendo todos los individuos PVL tratados con capsaicina, sin considerar
la efectividad del bloqueo aferente. Los datos obtenidos revelaron valores
hemodindmicos caracteristicos de animales con hipertensidn portal tanto en
el grupo de ratas PVL vehiculo como en el de ratas PVL capsaicina (Anexo |,
Tablal). Sin embargo, al clasificar los animales PVL capsaicina segun el
criterio hemodinamico definido en el estudio 1, 7 animales de 15 (47%) se
seleccionaron como ratas con bloqueo efectivo, presentando valores que,
con excepcion de la PP, eran similares a los de las ratas sham (MAP
=120.4+5.4mmHg, SMABF=4.1 + 0.1ml/min.100 g y resistencia de la arteria
mesentérica superior (SMAR)=26.0+1.1mmHg/ml.min.100g) y

significativamente diferentes de las ratas PVL vehiculo.

Para valorar los cambios estructurales de las fibras nerviosas que inervan la
SMA, se analizd el area nerviosa total que rodea la parte externa de la pared

de la SMA y el area de tincién de Th dentro de las estructuras nerviosas. Tal
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y como se habia demostrado en estudios anteriores (73), ambos parametros
presentaron una disminucién significativa en ratas PVL vehiculo respecto a
sham (Anexo |, Fig. 2A y B). Sin embargo, las PVL capsaicina con bloqueo
efectivo mostraron valores muy diferentes de las ratas PVL vehiculo, siendo
muy similares a las sham en ambos parametros. Ademas, el andlisis de
expresion de Th mediante Western blot en las arterias mesentéricas de
resistencia también resulté ser muy similar entre ratas PVL con bloqueo
efectivo y ratas sham, exhibiendo un aumento significativo en la expresién

de Th (41% de aumento) respecto a PVL vehiculo (Anexo I, Fig. 2C).

Por el contrario, el grupo de PVL capsaicina sin bloqueo efectivo (el 53%), se
comportd como las PVL vehiculo en todos los parametros hemodindmicos y
de inervacion simpatica (Anexo |, Fig. 2A, 2B, 2C). El tratamiento con
capsaicina también se llevd a cabo en ratas sham, para descartar el posible
efecto directo de la capsaicina sobre las medidas analizadas; en este grupo,
ni los valores hemodinamicos ni los parametros de inervacion simpatica se

diferenciaron de las ratas sham vehiculo (Anexo |, Tabla 1, Fig. 2).

7.4.2 El bloqueo aferente previene las alteraciones de los parametros

hemodinamicos y de inervacién simpatica en el modelo neonatal

El analisis de este estudio confirmd los resultados obtenidos en el modelo
adulto. Como se observa en la tabla 1 (Anexo I), las ratas PVL capsaicina
neonatales se diferenciaron significativamente de las PVL vehiculo en todos
los pardmetros hemodindmicos, excepto en la PP, mostrando un marcado
aumento en la MAP (106.5+1.8 vs 120.5+4.7mmHg) y en la SMAR (14.4£1.2

vs. 21.543 mmHg/ml.min.100g) vy una reduccién significativa del SMABF



ESTUDIO 2 = 47

(4.940.2 vs. 6.320.4 ml/min.100g). Los valores hemodindmicos fueron muy
similares a los de las ratas sham. A pesar de que en este modelo la
efectividad del bloqueo aferente se obtuvo en un 70% de los animales, el

grupo se analizé en conjunto.

El efecto de la capsaicina sobre los parametros de inervacién simpatica de la
SMA en el modelo neonatal fue algo mas marcado que en el adulto. Asi,
tanto el drea nerviosa total como el area de tincién de Th (Anexo |, Fig. 2Ay
B) fueron significativamente incrementadas en ratas PVL capsaicina respecto
a PVL vehiculo, siendo muy similares a las sham. La expresién de Th en las
arterias de resistencia de ratas PVL capsaicina también exhibié un aumento
importante del 63% (p<0.001) respecto a PVL vehiculo (Anexo I, Fig. 2C). Al
igual que en el adulto, las ratas sham neonatales tratadas con capsaicina no
mostraron alteraciones en los valores hemodinamicos ni en los parametros
de estructura nerviosa comparando con ratas sham vehiculo (Anexo |, Tabla

1, Fig. 2).

7.4.3 La administracidon de capsaicina afecta al contenido de CGRP en la
arteria mesentérica superior y en el ganglio mesentérico superior,

pero no al de nNOS

Para estudiar el efecto de la capsaicina sobre la funcién motora, se examind
el contenido de CGRP y nNOS tanto en las fibras nerviosas que rodean la

SMA como en las fibras localizadas dentro del SMG.

La sefial inmunofluorescente de CGRP desaparecié en todos los animales

tratados con capsaicina en las muestras de SMA y de SMG (Anexo |, Fig. 3),
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independientemente de si el bloqueo aferente habia resultado efectivo o no
(Anexo I, Supplementary Fig. 1). Sin embargo, el contenido de nNOS en las
fibras nerviosas no se vio afectado por el tratamiento, presentando una
intensa sefial inmunofluorescente en la SMA y el SMG tanto en ratas PVL
capsaicina como en PVL vehiculo. La inmunofluorescencia simultanea de
CGRP y nNOS demostré claramente que ambos tipos de fibras no colocalizan

en los mismos axones, sino que son independientes (Anexo |, Fig. 3).

7.4.4 La expresion de Sema3A se encuentra aumentada en el ganglio

mesentérico superior de ratas con hipertension portal

El andlisis por inmunofluorescencia de la proteina quimiorepelente Sema3A,
en muestras de SMA de ratas PVL y sham reveld una sefial muy tenue, tanto
en la pared arterial como en las fibras nerviosas que la rodean (Anexo I,
Supplementary Fig. 2), aunque parecia estar ligeramente mas marcada en
ratas PVL. Esta tendencia se confirmé al cuantificar la sedal
inmunofluorescente de Sema3A en muestras de SMG (Anexo |, Fig. 4A). El
andlisis cuantitativo del contenido medio de Sema3A en SMG mostré un
incremento significativo en la expresién de PVL respecto a sham (9621160
vs. 250165 en intensidad de la densidad; p=0.003). Sin embargo, las ratas
PVL capsaicina con bloqueo efectivo resultaron ser significativamente
diferentes de las PVL vehiculo (399476 vs. 962+160; p=0.009) y casi idénticas

a las ratas sham (Anexo |, Fig. 4B).
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7.4.5 Sema3A colocaliza con VAChT en las fibras nerviosas del ganglio

mesentérico superior

Con el fin de localizar la procedencia de la sobreexpresién de Sema3A
observada en el SMG de ratas PVL, se llevaron a cabo una serie de
experimentos de inmunofluorescencia simultanea (Anexo I, Supplementary
Fig. 3 y Fig. 5A). Mientras que Th se localiza dentro del soma de las neuronas
adrenérgicas del SMG, Sema3A se encontré rodeando el contorno de estas
neuronas en el espacio interneuronal, pero nunca colocalizando con los
axones adrenérgicos. A pesar de que Sema3A presentaba una distribucion
semejante al de las fibras nitrérgicas que contienen nNOS, la microscopia
confocal demostré que no existia colocalizaciéon de estas dos sefiales (Fig.
5B). Las fibras aferentes positivas a CGRP también mostraron una
distribucion distinta a las fibras marcadas con Sema3A en el SMG (Fig. 5C).
Sin embargo, la doble tincion de Sema3A y de VAChT (marcador de fibras
colinérgicas) evidencid que podrian estar, al menos en parte, colocalizando
(Anexo |, Fig. 5D). Este resultado sugiere que Sema3A podria tener su origen

en las fibras colinérgicas simpaticas preganglionares.

7.4.6 La expresion de las neurotrofinas NGF y proNGF se encuentra

aumentada en el ganglio mesentérico superior de ratas PVL

También se evaluaron los niveles de expresién del factor de crecimiento
(NGF) y de su precursor (proNGF) en muestras de SMG. Como se observa en
la Figura 4C (Anexo 1), la intensidad de las bandas correspondientes tanto al
NGF maduro (14kDa), como al proNGF (30-32kDa), revelaron un aumento de

270% y 132%, respectivamente, en PVL vehiculo comparando con sham.



50 ESTUDIO 2

Una vez mads, las ratas PVL capsaicina con bloqueo efectivo mostraron un
descenso significativo de la expresion de ambas proteinas proNGF y NGF
respecto a PVL vehiculo, disminuyendo casi a valores normales de ratas

sham.

Finalmente se evalué el nivel de expresion de los receptores de

NTR

neurotrofinas donde la expresion del receptor p75" ", a través del cual NGF

y proNGF pueden conducir a muerte neuronal, manifesté un claro aumento
del 48% en PVL comparado con sham (p=0.007) (Anexo |, Fig. 6). La

disposiciéon de ambos receptores en ratas sham y PVL se valord por medio

NTR

del célculo del ratio de expresién de p75" "/TrkA, que revelé un aumento

del 125% en ratas PVL (p=0.029) (Anexo |, Fig. 6), apuntando hacia la

activacion de la apoptosis y regresion axonal a través de p75"'.
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Abstract

Background and Aims: Portal hypertension causes arterial vasodilation and
sympathetic atrophy in the splanchnic area. We aimed to demonstrate a rela-
tionship between hemodynamic alterations and sympathetic atrophy by
investigating a pathway from sensitive afferent signals to mesenteric sympa-
thetic ganglia. Methods: Experiments were conducted in sham and portal
vein ligated (PVL) adult and neonatal rats treated with vehicle or capsaicin.
Hemodynamic parameters, and immunohistochemistry, immunofluores-
cence and Western blot of different tissues were analysed. Results: cFos
expression in the brain supraoptic nuclei was used to confirm abrogation of
the afferent signal in capsaicin-treated PVL rats (effectively afferent blocked).
Neonatal and adult PVL afferent blocked rats showed simultaneous preven-
tion of hemodynamic alterations and sympathetic atrophy (measured by
tyrosine hydroxylase expression in nerve structures of splanchnic vascula-
ture). Not effectively afferent blocked rats showed none of these effects,
behaving as PVL vehicle. All capsaicin treated animals presented loss of calci-
tonin gene-related peptide in superior mesenteric artery and ganglia, whereas
neuronal nitric oxide synthase remained unaffected. Neuronal markers sem-
aphorin-3A, nerve growth factor, its precursor and p75 neurotrophic recep-
tor, were significantly over-expressed in the PVL sympathetic ganglia
compared with sham, but not in effectively afferent blocked rats. Semapho-
rin-3A staining in mesenteric ganglia co-localized with vesicular acetylcho-
line transporter, but not with adrenergic, nitrergic and sensory axons,
suggesting that semaphorin-3A might originate in preganglionic neurons.
Conclusion: These results indicate that the nervous system has a central role
in the genesis of the circulatory abnormalities of portal hypertension, and
support that mesenteric sympathetic atrophy contributes to splanchnic arte-
rial vasodilation.

Portal hypertension is the most important complication
of cirrhosis. In the physiopathology of the circulatory
hemodynamic alteration of portal hypertension,
splanchnic vasodilation initiates the hemodynamic pro-
cess. Factors responsible for arterial vasodilation in cir-
rhosis are excessive activity or levels of vasodilators,
such as nitric oxide, and a decrease in vascular reactivity
to vasoconstrictors (1-3). We have demonstrated an
important down-regulation of proteins implicated in
adrenergic neurotransmission in the superior mesen-
teric artery (SMA) from portal hypertensive and cir-
rhotic rats, accompanied by a marked atrophy of the
sympathetic innervation in the mesenteric arteries

(4, 5). These data suggested that a local splanchnic
adrenergic inhibition, in a context of generalized adren-
ergic over activity, might contribute to arterial splanch-
nic vasodilation.

The neural pathway controlling the cardiovascular
system includes the primary afferent innervation (sen-
sory neurons), the brain cardiovascular-regulatory
nuclei and the effector arm composed by sympathetic
and parasympathetic efferent nerves (6, 7). The afferent
stimulus originated from pressure increases during por-
tal hypertension in portal or mesenteric vessels (8, 9)
should reach the central nuclei through the afferent
nerves, and from there, an efferent response might
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connect to sympathetic ganglia. The signal responsible
for the post-ganglionic sympathetic nerve regression
suggested by our studies could come from preganglionic
neurons with a synaptic connection to post-ganglionic
neurons.

Capsaicin is a neurotoxin causing selective defunc-
tionalization of unmyelinated primary afferent sensory
neurons, and its administration in large doses causes
more or less permanent ablation of these nerves (10).
These neurons are responsible for sensing changes in
the environment and transmitting impulses from the
periphery to the brain stem. In addition, they have a
local effector function by releasing a variety of neuro-
peptides, including calcitonin gene-related peptide
(CGRP) and substance P, from their peripheral
terminals in the innervated tissue in response to local
stimuli (11, 12). Several studies have suggested that the
development of hyperdynamic circulation in portal
hypertension depends on the activation of central car-
diovascular-regulatory nuclei, through a vagal afferent
capsaicin-sensitive pathway (13, 14). The aim of this
study was to explore whether, by blocking the afferent
pathway with capsaicin in adult and neonatal rats, sym-
pathetic atrophy and hemodynamic alterations could
be simultaneously avoided in portal hypertensive ani-
mals. We investigated the nervous routing of the
peripheral to central signal by analysing the central acti-
vation of cFos, a marker of neuronal activation, in the
cardiovascular-regulatory supraoptic nucleus (SON).
Finally, we have assessed changes in protein expression
of markers of neuronal survival/regression in the sym-
pathetic superior mesenteric ganglion (SMG) contain-
ing the post-ganglionic neurons that could be involved
in the sympathetic nerve atrophy observed in portal
hypertension.

Materials and methods
Protocol 1

Protocol 1 included hemodynamic determinations and
cFos staining of SON in a group of adult rats. Determi-
nations were performed in 12 partial portal vein ligated
(PVL) rats (capsaicin n = 8; vehicle n = 4) plus 8 sham
operated rats (capsaicin n = 4; vehicle n = 4). Male
Sprague—Dawley (Harlan, Barcelona, Spain) adult rats
weighing 200-250 g were anesthetized with inhaled iso-
fluorane (2% oxygen) and treated with capsaicin
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) or vehicle at a total
dose of 100 mg/kg of body weight (BW), dissolved in
80% physiological saline, 10% Tween 80 and 10% etha-
nol, which was administered as a series of three injec-
tions (25, 25, 50 mg/kg BW, sc) using an injection
volume of 1 ml/kg BW. All three injections were made
within a 24-h period (0, 18, 24 h). To decrease mortality
because of capsaicin, theophylline (5 mg/kg BW, i.p.)
and atropine (2 mg/kg BW, i.p.) were administered
30 min prior and 3 h after the first injection. Seven days
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later, PVL or sham operation was performed as
described previously (4).

Protocol 2

Protocol 2 included hemodynamic measurements, SMA
and mesenteric resistance arteries markers to evaluate
sympathetic atrophy, and SMG neuronal markers in
adult treated and neonatal treated rats. Twenty-five PVL
adult rats were studied (capsaicin n = 15; vchicle
n=10) plus 15 sham operated adult rats (capsaicin
n = 6; vehicle n = 9) used as controls. In the group of
neonatal treated animals, PVL was performed in adult-
hood in 23 male rats (capsaicin n = 12; vehicle n = 11),
and 5 capsaicin pretreated rats were sham operated.
Sprague-Dawley rat pups were subcutaneously injected
48 h after birth with one single dose of capsaicin
(50 mg/kg BW) dissolved in vehicle under isofluorane
anaesthesia (2% oxygen) (15). Rats were returned to
their dams, weaned at 21 days, separated by gender and
reared until they reached a BW of 200-250 g.

Hemodynamic measurements

Two wecks after PVL or sham operation, all rats treated
with capsaicin demonstrated lack of corneal reflex and
wiping movements after instillation of a 0.33 mM cap-
saicin drop into one eye. Animals were deeply anaesthe-
tized with a mix of ketamine hydrochloride (100 mg/kg
BW, i.p.) plus midazolam (5 mg/kg BW, i.p.), and topi-
cal lidocaine 2% was applied to the area before any inci-
sion to avoid cFos expression caused by nociceptive
stimulation. Rats that struggled or squealed during
anaesthesia injection were removed from further studies
to prevent cFos expression because of stress. One poly-
ethylene PE-catheter (PE50) was introduced into the
femoral artery and another into the ileocolic vein, and
both were connected to highly sensitive pressure trans-
ducers (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) for
measurement of mean arterial pressure (MAP, mmHg)
and portal pressure (PP, mmHg). SMA was isolated
from connective tissue, and a perivascular ultrasonic
transit-time flow probe (1 mm diameter, Transonic Sys-
tems Inc., Ithaca, NY, USA) was placed around the
artery to measure SMA blood flow (ml/min-100 g).
SMA resistance (mmHg/ml'min-100 g) was calculated
as (MAP-PP)/SMA blood flow). Temperature was
maintained at 37°C using a rectal thermometer
throughout the procedure.

Sample extraction

In protocol 1, for brain extraction, animals were intrave-
nously infused with an excess of sodium pentobarbital
(50 mg/kg BW), and then perfused with 1 L/kg BW of
cold physiological saline, followed by 1 L/kg BW of ice-
cold 4% paraformaldehyde at 4°C. Brain samples were
extracted and cryoprotected in 30% sucrose in 0.1 mol/

Liver International (2012)
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L phosphate buffer from 1 to 3 days at 4°C,and then
frozen in methylbutane and kept at —80°C.

In protocol 2, SMG samples were dissected free of
surrounding tissue, removed and placed either in for-
malin and 50% ethanol before paraffin treatment or
placed in liquid nitrogen and kept at —80°C. Then,
SMA samples were harvested from the aortic origin to
the initiation of ramifications (main trunk), kept in 4%
formalin for 20 h and changed to a 50% ethanol solu-
tion before paraffin treatment. Mesenteric resistance
arteries were also isolated, as described previously (5).
Third-, fourth- and fifth-order mesenteric branches
were dissected free of fat and connective tissue, placed
in liquid nitrogen and kept at —80°C.

cFos immunostaining

Serial 30 pm sections of brain samples were cut using a
cryostat at the level of the SON located in the hypothal-
amus (interaural 8.16 mm, bregma —0.84 mm) and
analysed for cFos immunoreactivity as described else-
where (16). Sections were blocked in a 1:20 dilution of
goat serum for 1 h at RT and incubated with anti-cFos
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
(diluted 1:3000) at 4°C during 48 h. Bound antibody
was incubated with anti-rabbit-FITC (diluted 1:500) 4 h
at RT. Mounted sections in Vectashield hard set mount-
ing medium were visualized using an optical microscope
Olympus BX61 (Olympus, Hamburg, Germany).

Immunohistochemistry

Detection of tyrosine hydroxylase was carried out on
paraffiin-embedded sections of SMA as described previ-
ously (see supplementary Data S1) (4, 5).

Immunofluorescence

Paraffin-embedded sections of SMA and SMG were
incubated with a 1:20 dilution of goat serum to avoid
non-specific binding and then with primary antibodies
against CGRP (Biomol, Enzo, Farmingdale, NY, USA)
(diluted 1:200), neuronal nitric oxide synthase (nNOS)
(Bioscience Pharmingen, San Diego, CA, USA) (diluted
1:200) and semaphorin-3A (Sema3A) (Abcam, diluted
1:200) at 4°C, overnight. Bound antibodies were incu-
bated with anti-rabbit-FITC (Abcam) (diluted 1:500)
for CGRP and Sema3A and anti-mouse Chromeo 546
(Abcam) (diluted 1:500) for nNOS. Slides were placed
in Vectashield hard set mounting medium for fluores-
cence. Images were captured at x400 magnification
using an optical microscope Olympus BX6l (Olympus,
Hamburg, Germany). Simultaneous immunofluores-
cence detection of CGRP and nNOS was also assessed in
SMA sections. Images were captured at x400 magnifica-
tion with a confocal microscopy Olympus FV1000
(Olympus, Hamburg, Germany). For quantitative analy-
sis of Sema3A in SMG, three representative images from
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each ganglion sample were captured at x400 magnifica-
tions, and the protein content was measured with the
Image ] analysis software (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Simultaneous detection using anti-Sema3A (diluted
1:200) and either anti-tyrosine hydroxylase (diluted
1:250), anti-nNOS (diluted 1:200), anti-CGRP (Bio-
porto Diagnostics, Denmark) (diluted 1:400) or anti-
vesicular acetylcholine transporter (VAChT) (Novus
Biologicals, Littleton, CO, USA, diluted 1:200) were per-
formed at 4°C overnight. Bound antibodies were incu-
bated | h at RT with anti-rabbit-FITC for Sema3A
(diluted 1:500), anti-mouse Chromeo 546 (diluted
1:500) for Th and with anti-goat IgG DyLight 594
(Bethyl, Montgomery, TX, USA, diluted 1:500) for
nNOS and VAChT. Images were visualized by confocal
microscopy.

Western blot analysis

Expression of tyrosine hydroxylase protein in mesen-
teric resistance arteries was analysed using Western blot,
as previously described (see supplementary Data S1) (5).

Expression of nerve growth factor (NGF) and its pre-
cursor (ProNGF) as well as tyrosine kinase receptor A
(TrkA) and p75 neurotrophic receptor (p75™'%) were
analysed in SMG samples. Blotted membranes were
incubated with anti-NGF (Abcam) (diluted 1:1000),
anti-proNGF (Alomane labs, Jerusalem, Israel) (diluted
1:200), anti-TrkA (Santa Cruz Biotechnology) (diluted
1:200) and anti-p75~"® (Abcam) (diluted 1:500).

Statistical analysis

Normally distributed values were compared using Stu-
dent’s t-test and expressed as mean + SEM. Statistical
significance was established at P < 0.05.

Ethics

All animals received humane care in compliance with
institutional guidelines from the European Commission
on the protection of animals used for experimental and
other scientific purposes. Experiments were approved
by The Animal Care Committee of the Vall d'Hebron
Institut de Recerca, Barcelona, Spain.

Results
Capsaicin treatment and brain cFos (protocol 1)

As the effect of capsaicin in abolishing the afferent
innervation is heterogeneous, especially in adult rats, we
used the lack of expression of hypothalamic SON cFos
as an indicator of the effective afferent blockade. As
shown in Figure 1, compared with sham vehicle treated
rats, PVL vehicles showed increased cFos expression in
SON. cFos immunoreactive cells are densely distributed
in the SON of PVL vehicle while staining was almost
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absent in both sham control and capsaicin treated sham
rats. Among the eight PVL rats treated with capsaicin,
four (50%) had an effective blockade of the afferent
nerves with very low levels of cFos, like sham rats. The
MAP (1239 + 1.1 mmHg) and SMA blood flow
(3.5 £ 0.25 ml/min-100 g) of these PVL rats presenting
effective afferent blockade were not different from sham
vehicle rats (MAP = 128.9 + 432 mmHg and SMA
blood flow = 4.42 £ 0.29 ml/min'100 g). In contrast,
the other four PVL rats treated with capsaicin presented
a high expression of cFos, being very similar to PVL

Sham V PVL C (blo

PVLC (not blocked)

Fig. 1. Immunofluorescence of cFOS in the brain supraoptic nuclei
(SON). Representative images (200x) showing null or very weak
immunoreactivity in sham vehicle (Sham V) (n = 4) and PVL effec-
tive afferent blockade animals (PVL EAB) (n = 4) and strong cFos
immunofluorescent signal in PVL vehicle (PVL V) (n = 4) and PVL
not effectively afferent blocked rats (PVL NEAB) (n = 4). OC, optic
chiasma.
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vehicle rats (Fig. 1); in these animals, the capsaicin
abrogation of the sensitive pathway was not considered
effective, showing MAP (104.9 £ 7 mmHg) and SMA
blood flow (6.5 = 0.3 ml/min-100 g) values very similar
to PVL vehicle rats (MAP = 103.31 + 2.03 mmHg and
SMA blood flow = 6.86 = 0.5 ml/min-100 g). In conse-
quence, effective afferent blockade by capsaicin was
defined by hemodynamic criteria, setting the cut-off
point in MAP > 115 mmHg and SMA blood flow
<5 ml/min-100 g (mean values of all eight PVL rats
treated with capsaicin).

Capsaicin treatment and sympathetic atrophy in adult rats
(protocol 2)

Compared with sham rats, PVL animals pretreated with
vehicle in adulthood exhibited the characteristic hemo-
dynamic changes observed in this model of portal
hypertension (Table 1). As a whole group, capsaicin
treated PVL rats were not different from PVL vehicle
rats. Among the capsaicin treated PVL adult animals, 7
of 15 (47%) were classified as effectively afferent blocked
rats based on the hemodynamic criteria previously
defined. As shown in Table 1, these PVL afferent
blocked animals presented similar hemodynamic
parameters to sham rats, except for PP, and significantly
different from PVL vehicles.

Analysis of the total nervous area surrounding the
outer part of the arterial wall in SMA sections and the
tyrosine hydroxylase staining area within these nervous
structures showed that both parameters were signifi-
cantly lower in PVL vehicle compared with sham
(Fig. 2A and B). However, compared with PVL vehicles,
PVL afferent blocked rats revealed absence of nerve
atrophy demonstrated by a significant increase in total
SMA nervous area and tyrosine hydroxylase expressing

Table 1. Analysis of hemodynamic measures of portal vein ligated (PVL) and sham rats in two models of capsaicin treatment (protocol 2)

SMABF SMAR
PP (mmHg) MAP (mmHg) (ml/min-100 g) (mmHg/ml-min-100 g)

Adult

ShamV (n=9) 10.3+04 125130 43+02 272 +1.7

Sham C (n=6) 10.2 £0.3 1274 £56 41+03 293 %27

PVLV (n=10) 15.6:+:0.5%* 105.3 + 1.8** 6.6 = 0.4** 14.4 + 0.9**

PVLC (n=15) 15:7:4:0.7%% 112.7 £5.6 5.4 +0.3f 19.3 +1.5

PVL C blocked (n=7) 14.6 = 0.9* 120.4 = 5.4% 4.1 0.1+ 26.0 = 117}

PVL C not blocked (n=8) 16.5:&:1.4%* 105.5 £ 4.4** 6.4 £ 0.2** 13.9 + 0.9**
Neonatal

Sham C (n=5) 102 £ 0.4 129 +3.7 4+0.2 29.7 +£2.2

PVLV (n=11) 17.9 + 0.5%* 106.5 + 1.8** 6.3 £0.4* 14.4 + 1.2**

PVLC (n=12) 17.4-30.5%* 120.5 £ 4.7% 49 +0.2% 215 + 31t

Values are expressed as mean = SEM.

blocked, effective afferent blockade; C, capsaicin; MAP, mean arterial pressure; n, number of rats; PP, portal pressure; SMABF, superior mesenteric

artery blood flow; SMAR: superior mesenteric artery resistance; V, vehicle.
*P < 0.05; **P < 0.001, compared with sham vehicle.

P < 0.05; P < 0.001, compared with PVL vehicle (adult).

P < 0.05; ¥P < 0.001, compared with PVL vehicle (neonatal).
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area. Differences between PVL afferent blocked and In this model, 53% of PVL capsaicin-treated animals
sham rats were not observed. Moreover, tyrosine  were not effectively blocked, behaving as PVL vehicle
hydroxylase expression analysis by Western blot in mes-  rats in all hemodynamic and sympathetic innervation
enteric resistance arteries showed no significant differ-  parameters (Table 1 and Fig. 2). In addition, capsaicin

ences between PVL afferent blocked rats and sham, and  treatment in sham rats neither altered hemodynamic
a significant increase in tyrosine hydroxylase expression  values nor sympathetic innervation parameters com-

(41% increase) with respect to PVL vehicles (Fig. 2C). pared with vehicle sham rats (Table 1 and Fig. 2).
(A) FE—=ShamV [ 1ShamC i=e=sPVLV [EEPVLC [ PVLC (blocked) 71 PVL C (not biocked)
Total Nervous Area Th Staining Area
350 -
600
m P
500
te % r :
3 3
3 2
- -
m 4
100
0
Adult Neonatal
(B)
Adult Neonatal
(C) F—=shamV [__IShamC Sm==PvLV EEEPVLC HEEE PVL C (blocked) I PVL C (not blocked)
10 1t

Th | " - Th ..- —
GAPDH | v auw == s GAPDH o e wmr e
Adult Neonatal

Fig. 2. Analysis of tyrosine hydroxylase (Th) in the mesenteric vasculature. (A) Bar diagrams showing immunohistochemical quantification of
total nervous and tyrosine hydroxylase staining area in nerves surrounding SMA in adult treated rats: sham vehicle (Sham V) (n = 9), sham
capsaicin (Sham C) (n = 5) PVL vehicle (PVL V) (n = 10), PVL effectively afferent blocked (PVL C blocked) (n = 7), PVL not effectively afferent
blocked (PVL C not blocked) (n = 8) and capsaicin neonatal treated pups: Sham C (n = 5), PVL V (n = 11) and PVL capsaicin (PVL C)

(n =12). *P < 0.05, **P < 0.001, compared with Sham V; P < 0.05, 1P < 0.001 compared with PVL V. (B) Representative images of tyro-
sine hydroxylase immunostaining at 40x showing transversal sections of complete arterial wall surrounded by nervous structures from each
experimental group. (C) Bar diagrams representing Western blot analysis of tyrosine hydroxylase expression in mesenteric resistance arteries
from adult treated rats and in neonatal treated pups (same groups as panel A). *P < 0.05, compared with Sham V; 1P < 0.005,

1+P < 0.001, compared with PVL V. Representative Western blots are shown below.
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Capsaicin treatment in neonatal rats (protocol 2)

Pretreatment with capsaicin in newborn rats confirmed
all results obtained in adult rats. As presented in
Table 1, capsaicin-treated neonatal PVL rats signifi-
cantly differed from neonatal PVL vehicles in all hemo-
dynamic values, except for PP, showing a marked
increase in MAP and SMA resistance and a significant
decrease in SMA blood flow. Although an effective affer-
ent blockade was obtained in 70% of the animals, the
group was analysed as a whole.

The effect of capsaicin treatment on sympathetic
innervation parameters in SMA of neonatal rats seemed
to be deeper. Differences were greater between PVL
afferent blocked rats and PVL vehicles both in the total
nervous area and tyrosine hydroxylase staining area
(Fig. 2A and B), being very similar to sham rats. Tyro-
sine hydroxylase expression in mesenteric resistance
arteries obtained from PVL afferent blocked rats
revealed a significant 63% increase (P < 0.001) with
respect to PVL vehicles (Fig. 2C). Similar to adult rats,
neonatal capsaicin treatment in sham rats neither
altered hemodynamic values nor sympathetic innerva-
tions parameters compared with vehicle sham rats
(Table 1 and Fig. 2).

Effect of capsaicin treatment on CGRP and neuronal nitric
oxide synthase (nNOS) content in SMA

The effect of capsaicin treatment in CGRP and nNOS
content was assessed in the surrounding nerve fibres of
SMA and inside the SMG, which also contain primary
afferent and nitrergic axons. CGRP immunofluorescent
signal disappeared in PVL rats pretreated with capsaicin,
both in SMA and SMG (Fig. 3). Moreover, the lack of
immunofluorescent CGRP signals occurred in all trea-
ted animals regardless of being effectively blocked or not
(Supplementary Fig. S1). In contrast, nNOS content
from nitrergic nerves was not atfected by the treatment,
showing an intense fluorescent signal in SMA and SMG
sections from both PVL capsaicin and vehicle animals.
Simultaneous immunofluorescence of CGRP and nNOS
clearly demonstrated that they are not co-localizing in
the same axons and run independently along the SMA
(Fig. 3).

Neuronal markers

Analysis of Sema3A in SMA samples from PVL and
sham rats showed very weak immunofluorescent signals
both in the arterial wall and inside the sympathetic
fibres surrounding the SMA (Supplementary Fig. S2).
It seemed that there was a higher expression in PVL
samples compared with sham. The results of Sema3A
immunofluorescence in SMG samples clearly confirmed
this tendency (Fig. 4A). Quantification analysis of the
average content of Sema3A revealed a significant
increase of expression in PVL vehicles compared with
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sham (962 £ 160 vs 250 £ 65 intensity density;
P = 0.003). Moreover, PVL afferent blocked animals
were significantly different from PVL vehicles (399 + 76
vs 962 + 160; P = 0.009) and almost identical to sham
rats (Fig. 4B).

A series of double immunofluorescence experiments
were carried out to locate the source of Sema3A in the
SMG. While tyrosine hydroxylase was found inside the
neuronal soma of the sympathetic neurons located in
the SMG (Supplementary Fig. 53 and Fig. 5A), Sema3A
surrounded the contour of these neurons, in the inter-
cellular space, but never colocalizing with adrenergic ax-
ons. Although Sema3A presented a similar distribution
as nitrergic fibres containing nNOS, confocal micros-
copy revealed no co-localization between these two sig-
nals (Fig. 5B). Sensory fibres containing CGRP also
showed a distinct distribution from Sema3A in the SMG
(Fig. 5C). Finally, double staining with Sema3A and
vesicular acetylcholine transporter (VAChT) from cho-
linergic fibres evidenced that they could be at least in
part co-localizing (Fig. 5D).

The levels of expression of nerve growth factor
(NGF) and its precursor (proNGF) were also evaluated
in SMG samples. As shown in Figure 4C, intensity of
bands corresponding to both proNGF (30-32 kD) and
the mature NGF (14 kD) were higher in SMG samples
from PVL vehicles with respect to sham rats showing
significant increases of 132 and 272%, respectively.
Again, differences between PVL afferent blocked ani-
mals and PVL vehicles were also significant in both
proNGF/NGF proteins, decreasing in PVL afferent
blocked rats to almost the normal values of sham rats.

The expression of p75 receptor in the SMG was also
significantly increased in PVL comparing to sham
(P = 0.007), whereas the expression of TrkA receptor
showed similar values between PVL and sham (Fig. 6A
and B). Finally, p75/Trka receptors expression ratio was
significantly increased in PVL comparing to sham
(P = 0.029) (Fig. 6C).

Discussion

We have previously demonstrated that portal hyperten-
sion causes an important inhibition of messenger RNA
and proteins implicated in adrenergic transmission and
a marked atrophy in the sympathetic nerves surround-
ing the SMA, suggesting that this sympathetic atrophy
could contribute to the splanchnic vasodilation of portal
hypertension (4, 5). Our hypothesis assumed that dur-
ing portal hypertension, pressure changes detected in
the splanchnic vascular area could promote a signal
through the visceral afferent sensitive pathway to the
cardiovascular-regulatory nuclei of the brainstem, trig-
gering from there an efferent response resulting in
sympathetic atrophy. The present results confirm this
hypothesis and support a role for sympathetic atrophy
in splanchnic vasodilation of portal hypertension, show-
ing that by blocking the sensitive afferent signal, the
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(A) PVL PVL
Vehicle Capsaicin
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(B) PVL PVL
Vehicle Capsaicin

Fig. 3. Immunofluorescence of neuronal nitric oxide synthase (nNNOS) and calcitonin gene-related peptide (CGRP). Representative confocal
images (400x) of CGRP (green), nNOS (red) or both (merge) in (A) nerve fibres surrounding superior mesenteric artery and (B) superior

mesenteric ganglion of PVL vehicle and PVL capsaicin.

splanchnic sympathetic atrophy can be prevented in
those animals where, simultaneously, the hemodynamic
alterations were normalized.

It is noteworthy to comment the lack of decrease in
portal pressure observed in our effectively afferent
blocked rats, despite the intense decrease in SMA blood
flow. This result is exactly the same as published by Lee
et al. (17) in the same model with the same treatment,
and although we do not know the exact explanation, it
is clear that if PP does not change and mesenteric flow
decreases, the resistance in the portal venous area has to
necessarily increase. As, in the PVL model, the liver is
intact, and capsaicin does not increase PP in sham rats,
probably capsaicin treatment, through sensitive afferent
ablation, produces an increase in porto-collateral resis-
tance that maintains portal pressure elevated. This is the
most reasonable explanation, although we did not
explore it and was not the aim of our study.

Capsaicin causes selective
unmyelinated primary afferent sensory neurons and a
more or less permanent ablation of these nerves (10).
This effect was not homogeneous in our animals. It is
very important to understand that the aim of our study
was not to analyse the effect of capsaicin treatment in

Liver International (2012)
© 2012 John Wiley & Sons A/S

defunctionalization of

portal hypertension; this has already been precisely
reported (13, 17—19), but rather to use it as a tool to
explore a physiopathological pathway and prove the
relationship between hemodynamic alterations and
sympathetic atrophy. Response to capsaicin treatment
was higher in animals treated after birth, an effect
already known and possibly related to a higher suscepti-
bility of younger neurons to capsaicin (10). In addition,
the lack of corneal reflex and loss of CGRP staining does
not necessarily imply loss of the afferent signal gener-
ated by other stimuli (10). In fact, although the loss of
sensitivity to nociceptive chemical and heat stimuli in
rats treated with capsaicin is constant, loss of nocicep-
tive mechanical and pressure stimuli, which apply to
our model, is more heterogeneous and subjected to
variability (10, 20). Capsaicin-sensitive sensory neurons
present dual sensory-motor functionality. In addition to
the afferent sensitive function, capsaicin-sensitive sen-
sory neurons have the ability to release stored transmit-
ters (CGRP and substance P) from the peripheral
terminal excited by the environmental stimulus. Soma
and peripheral branches of sensory neurons represent
independent functional entities capable of responding
to environmental stimuli with local vascular responses
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Fig. 4. Analysis of neuronal markers in superior mesenteric ganglion (SMG). (A) Representative images of Sema3A immunoreactivity in
sections of SMG at 400x from sham vehicle (Sham V) (n = 4) and PVL vehicle (PVL V) (n = 4) and PVL with effective afferent blockade (PVL
C blocked) (n = 4). (B) Quantification of intensity density of Sema3A fluorescence in each experimental group. *P < 0.05, **P < 0.001,
compared with sham vehicle; 1P < 0.05 compared with PVL vehicle. (C) Bar diagrams representing Western blot analysis of nerve growth
factor (NGF) and its precursor (proNGF) in Sham V (n = 4), PVLV (n = 4) and PVL C blocked (n = 4). *P < 0.05, compared with Sham V,
+P < 0.05 compared with PVL V. Representative Western blots are shown below. Grouping of bands from different parts of the same gel

are denoted by dividing lines.

unrelated to the mediation of afferent messages towards
the central nervous system (11, 12). It is well known that
while the action of capsaicin on the sensory level is more
heterogeneous with substantial variability, treatment
provokes a universal ablation of functional responses at
the efferent level (release of neuropeptides) (10, 20, 21).
This also proved to be true in our study, as all PVL trea-
ted animals showed total loss of CGRP signal, both in
SMA nervous tissue and in SMG, regardless of being or
not being responders to capsaicin (Supplementary Fig.
S1); indicating that the vasodilator CGRP does not par-
ticipate in the generation or maintenance of splanchnic
vasodilation of portal hypertension, in contrast to what
prior studies had suggested (22, 23). Nitrergic nerves
have also been associated to the generation of splanch-
nic vasodilation of portal hypertension (24, 25), and
some authors suggested that nNOS was localized in
capsaicin-sensitive CGRPergic terminals (26). Our
results indicate that nitrergic nerves do not seem to be
affected by capsaicin treatment, as a nNOS positive sig-
nal was detected in all treated and non-treated PVL rats,
both in SMA and SMG. Moreover, the simultaneous
staining of both CGRP and nNOS clearly demonstrated
that their signals are not co-localizing.
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Recent studies have suggested that a vagal afferent
signal (capsaicin sensitive), through a cFos dependent
activation of central cardiovascular-regulatory nuclei,
is necessary for development of hyperdynamic circula-
tion in portal hypertensive rats (13, 14). What it is
significant in our data is that only in those animals in
which the afferent sensitive pathway was completely
blocked and therefore the central cardiovascular-regu-
latory nuclei (SON) not activated, the hyperdynamic
circulation and mesenteric sympathetic atrophy could
be prevented. Capsaicin was not directly responsible
for the prevention of these circulatory and morpho-
logical alterations as evidenced by the presence of
capsaicin treated animals in which these changes were
not avoided (not effectively blocked rats) (Figs 1 and
2). In those animals that despite receiving capsaicin,
hemodynamic alteration of portal hypertension were
not prevented, sympathetic mesenteric atrophy was
present and the signal in the SON was not blocked.
The heterogeneity in the response in the rat model
probably explains why in an early paper by Fernandez
et al. (27) differences in hemodynamic parameters
between sham and capsaicin treated portal hyperten-
sive rats were not observed.

Liver International (2012)
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Fig. 5. Confocal localization of semaphorin-3A (Sema3A) in superior mesenteric ganglion. Series of images at 400x showing immunolabel-
ling of Sema3A (green) and (A) tyrosyne hydroxylase (Th) (red) to mark adrenergic soma and axons, (B) neuronal nitric oxide synthase (nNOS)
(red) to mark nitrergic fibres, (C) vesicular acetylcholine transporter (VAChT) (red) to mark cholinergic preganglionic fibres and (D) calcitonin
gene-related peptide (CGRP) (red) to mark sensory axons. Merging images show no co-localization of Sema3A and tyrosyne hydroxylase,
nNOS or CGRP and co-localization with VAChT (yellow).

Considering that we speculated that sympathetic
atrophy was a consequence of a nervous signal origi-
nated from the brain nuclei, modifications in normal
activity of the sympathetic neurons located in the SMG
would be expected. Sympathetic neurons, similar to
other neurons, have their activity regulated by different
neurotrophins and modulators that control growth/
regression (neuronal and axonal), and survival/death
(28). In the SMG of rats with portal hypertension, an
increased expression of Sema3A, NGF and pro-NGF
was detected. This overexpression was avoided in capsa-
icin treated animals at the same time that sympathetic
atrophy was prevented. Sema3A acts mainly as a che-
morepellent in the axonal guidance of peripheral nerves
(29), and it is implicated in structural plasticity and

Liver International (2012)
© 2012 John Wiley & Sons A/S

regeneration of neuronal connections, but it is also
involved in neuronal cell death/apoptosis (30, 31). In
addition, Sema3A strongly inhibits axonal growth in sit-
uations of intense NGF stimulation, by inactivating
NGF main neuronal receptor TrkA (32). Sema3A was
increased in SMA sections, but especially in SMG sur-
rounding the contour of adrenergic neurons, in the
intercellular space, no co-localizing with tyrosine
hydroxylase positive axons or nitrergic fibres, but at
least in part co-localizing with VAChT positive axons,
suggesting that these fibres are cholinergic and may
originate in preganglionic neurons (Fig. 5 and Supple-
mentary Fig. S3). Finally, NGF is an important neurotrophin
responsible for neuronal survival and growth (33).
However, NGF and especially its precursor pro-NGF,
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Fig. 6. Analysis of neuronal receptors in superior mesenteric gan-
glion (SMG). (&) Bar diagrams displaying Western Blot analysis of
the expression of p75™™ and TrkA receptors in PVL (n = 6) and
sham (n = 7) rats. (B) Representative Western blots of p75™™%, TrkA
and B-actin used as loading control (C) Bar diagrams displaying
p75"TR/TrkA expression ratio.

induce regression and cellular death if their effects are
mediated through the p75~™ receptor, instead of the
TrkA receptor (34). The overexpression of p75™ ™ and
especially the p75™"R/TrkA ratio observed in SMG of
PVL points to the activation of the p75™'™® receptor,
mostly by pro-NGF, inducing apoptosis and axonal
regression. This effect might contribute to the downre-
gulation of TrkA receptor by Sema3A.

In summary, secnsitive signals generated in the
splanchnic area as a consequence of increased portal
pressure travel through the afferent capsaicin-sensitive
nerves to reach the central cardiovascular nuclei. From
there efferent signals that might circulate through the
sympathetic preganglionic neurons would reach the
mesenteric sympathetic ganglia causing splanchnic arte-
rial sympathetic regression by changing the expression
and activity of neuronal modulators. When the afferent
signal is abrogated, the brain nuclei are not activated,
the neuronal modulators are not over-expressed in the
mesenteric sympathetic ganglia, and the hemodynamic
circulatory alterations and sympathetic atrophy are pre-
vented. Taken together, these results indicate that the
nervous system has a central role in the genesis of the
circulatory abnormalities of portal hypertension, and
support the contention that mesenteric sympathetic
atrophy contributes to splanchnic arterial vasodilation.
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related peptide (CGRP) in nerve fibers surrounding
superior mesenteric arteries.

Fig. §2. Immunofluorescence of Semaphorin-3A
(Sema3A) in superior mesenteric artery (SMA).

Fig. S3. Confocal double immunofluorescence of
Semaphorin-3A (Sema 3A) and Tyrosyne hydroxylase
(Th) in the superior mesenteric ganglion.
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Supplementary Figure 1. Immunofluorescence of calcitonin gene-related peptide (CGRP)
in nerve fibers surrounding superior mesenteric arteries. Representative images (400X
magnification) of CGRP staining in transversal sections of nerve fibers from PVL vehicle, and
PVL capsaicin responder and nonresponder rats. Dashed lines indicate location of nervous
structures with loss of CGRP signal.

Supplementary Figure 2. Immunofluorescence of Semaphorin-3A (Sema3A) in superior
mesenteric artery (SMA). Representative images of Sema3A staining at 200X showing
transversal sections of nervous structures around the arterial wall of SMA in sham vehicle
(Sham V) and PVL vehicle rats (PVL V). Green arrowheads indicate nervous tissue with (PVL
V) or without (Sham V) Sema3A signal. White arrows indicate mild Sema3A staining in the
arterial wall.
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Supplementary Figure 3. Confocal double immunofluorescence of Semaphorin-3A (Sema
3A) and Tyrosine hydroxylase (Th) in the superior mesenteric ganglion. Sections were
double labelled for Sema3A (green) and Th (red), followed by DAPI nuclear counterstain
(blue). A representative image at 600X shows no co-localization of Sema3A and adrenergic
Th positive neuron soma or axons. DAPI stains nuclei of adrenergic neurons and satellite
cells (smaller and numerous).
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9 ESTUDIO 3

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MARCADORES NEURONALES EN EL
GANGLIO MESENTERICO SUPERIOR DURANTE LA HIPERTENSION
PORTAL

9.1 INTRODUCCION

Los estudios 1 y 2 confirman que la correcta abolicién de la seial aferente
sensitiva (evidenciada por la ausencia de expresion de cFos en el SON de
animales PVL) previene, simultaneamente, las alteraciones hemodinamicas
y la atrofia simpatica de los nervios que rodean la SMA y ademas evita el
aumento en la expresidon de neuromoduladores como son Sema3A, NGF y

proNGF.

Con el propésito de seguir la trayectoria neuronal, desde la sefial aferente
hasta el SMG, fuimos a explorar la actividad del ganglio nodoso, que
contiene los somas neuronales de las fibras del nervio vago por donde sube
la sefial aferente sensitiva, mediante el analisis de la expresién de uno de los
neuropéptidos que participan en la transmision de estas sefales, el CGRP.
Asimismo, el aumento de Sema3A observado en el SMG de ratas PVL y su
colocalizacion con VAChT (estudio 2), sugirié el origen de Sema3A en las
fibras simpdticas colinérgicas preganglionares, que constituyen el nucleo
intermediolateral de la médula espinal. Este resultado nos condujo a
explorar la expresién de Sema3A en los segmentos correspondientes, de T-9
a T-13 del nucleo intermediolateral, cuyas fibras simpaticas motoras salen
por la zona ventral y hacen sinapsis en las neuronas post-ganglionares

simpaticas del SMG antes de inervar el mesenterio.
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Finalmente, la sobreexpresion de Sema3A, NGF y proNGF, manifestadas
previamente a nivel del SMG en ratas PVL, nos condujo a seguir
investigando la expresion y localizacién de sus respectivos receptores (Nrpl,
TrkA y p75"™%) y otros neuromoduladores en sus vias de sefializacién que
pudieran estar participando en el déficit adrenérgico mesentérico

observado en animales con hipertension portal.

9.2 OBIJETIVOS

e Explorar alteraciones en la actividad nerviosa aferente y eferente en
ratas PVL, mediante:

o el analisis de la actividad aferente sensitiva a nivel del ganglio
nodoso del vago.

o el estudio de la expresion de Sema3A en las neuronas colinérgicas
preganglionares del nucleo intermediolateral.

e Confirmar, dentro del SMG, el déficit de Th observado hasta ahora en la
inervacion simpatica de la vasculatura mesentérica de animales con
hipertension portal.

e Profundizar en la exploracion de neuromoduladores implicados en las
vias de sefalizacidon de crecimiento/supervivencia neuronal y retraccién
axonal/muerte neuronal del SMG que pudieran estar participando en el

desarrollo de la atrofia simpdtica en la hipertension portal.

9.3 DISENO EXPERIMENTAL

Se extrajeron muestras de ganglio nodoso izquierdo para el analisis de

expresion de CGRP mediante Western blot, muestras de médula espinal
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para el andlisis de expresion de Sema3A y de VAChT mediante
inmunofluorescencia vy, por ultimo, muestras de SMG y SMA para el analisis
de marcadores neuronales (Th, Sema3A, Nrpl, p75NTR, TrkA, Sortl, MAPK,
JNK, AKT, ROCK, caspasa 7 activa y PARP inactiva, eNOS y nNOS) mediante
Western blot e inmunofluorescencia. Se utilizaron dos grupos de 7 animales

PVLy de 7 sham.

9.4 RESULTADOS

9.4.1 CGRP se encuentra incrementado en el ganglio nodoso de ratas PVL

El estudio de la expresién de CGRP en el ganglio nodoso mediante Western
blot mostré una sobreexpresion de mas de 3 veces superior en ratas PVL
qgue en ratas sham (p<0.001) (Anexo Il, Fig. 2), revelando un claro aumento
de la actividad neuronal aferente sensitiva via el nervio vago durante la

hipertension portal.

9.4.2 Las neuronas colinérgicas preganglionares de la médula espinal

muestran presencia de Sema3A

Como se observa en la figura 3 (Anexo ll), la inmunofluorescencia de VAChT
en muestras de médula espinal, marcé, por un lado, las neuronas
colinérgicas del asta ventral (Fig.3A de mayor tamafio) y, por otro lado, las
neuronas colinérgicas que componen el asta intermediolateral (Fig.3B, de
menor tamano) correspondientes a las neuronas simpaticas preganglionares

gue hacen sinapsis, posteriormente, en el SMG. Estas ultimas, mostraron
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presencia de Sema3A en el citoplasma, sugiriendo el origen del incremento
de Sema3A, observado previamente en el SMG de ratas PVL, en las fibras

simpaticas colinérgicas preganglionares.

9.4.3 La expresion de Th se encuentra disminuida en el ganglio

mesentérico superior de ratas PVL

El andlisis de Th en el SMG mostrd un descenso del 70% en la expresion de
Th en ratas PVL respecto a sham (p=0.008) mediante Western blot,
corroborando el déficit de Th observado previamente en la inervacion de la

vasculatura mesentérica (Anexo I, Fig.4A).

9.4.4 Existe un incremento de marcadores neuronales implicados en
regresion axonal/ muerte neuronal en el ganglio mesentérico

superior de ratas con hipertensién portal

Iniciamos el estudio de los marcadores neuronales del SMG mediante la
confirmaciéon, por Western blot, del aumento de Sema3A contemplado
previamente en ratas PVL por inmunofluorescencia (estudio 2).
Efectivamente, el analisis de expresion de Sema3A mostré un incremento
significativo del 97% en ratas PVL respecto a sham (p<0.001) (Anexo I,
Fig.4A). Ademas, el andlisis cuantitativo de su receptor Nrpl, por
inmunofluorescencia, también revelé un notorio aumento en ratas PVL
respecto a sham (305+45 vs 131+33 de intensidad de la densidad; p=0.003)
(Anexo Il, Fig.4B)
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En relacion a la expresién de la forma activa del receptor de NGF, la fosfo-
TrkA, implicada en las vias de crecimiento y supervivencia neuronal, resulto
estar disminuida en un 50% en ratas PVL respecto a sham (p=0.03) (Anexo Il,
Fig.5), a pesar de mostrar niveles similares entre sham y PVL, en la expresion
de su forma total (forma fosforilada y no fosforilada), (Anexo I, Fig. 5). Por
otro lado, la expresion del receptor Sortl, necesario para la actividad

apoptdtica de p75"™*

, estaba presente en ambos grupos sin presentar
diferencias significativas. Este resultado junto con el aumento significativo
en la expresion del receptor p75"™" y del ratio de p75" "/TrkA en ratas PVL
(estudio 2) sugiere una activacion de las vias de regresién axonal y muerte

neuronal en detrimento de las vias de supervivencia.

Ademas, la técnica de inmunofluorescencia nos permitié localizar la

expresion de los receptores TrkA, p75"™"°

, ¥y Sortl en las neuronas
adrenérgicas y descartar su presencia en otras estructuras del SMG (Anexo

I, Supp. Fig. 1y Fig. 2).

Posteriormente, se estudid la expresiéon de proteinas intermediarias
implicadas en las vias de sefalizacion de crecimiento neuronal, MAPK y AKT,
tanto en sus formas totales como en las fosforiladas, pero su expresiéon no

mostré diferencias significativas entre ambos grupos (Anexo Il, Fig.5).

Por el contrario, a pesar de que JNK no presentd diferencias significativas
entre ratas PVL y sham, el analisis de las proteinas relacionadas con
retraccion axonal y apoptosis neuronal reveld que, tanto la expresion de
ROCK (p=0.03) como de Casp7 activa (p<0.001) y de PARP inactiva (p=0.001)

estaban claramente aumentadas en ratas PVL comparado con sham.
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EFECTO DE LA AMIDA GAMBOGICA SOBRE LOS PARAMETROS
HEMODINAMICOS, LA ATROFIA SIMPATICA Y LOS MARCADORES
DE MODULACION NEURONAL

10.1 INTRODUCCION

En base a los resultados del estudio 3, nos planteamos contrarrestar la
notoria activacion de las vias de regresidon axonal y apoptosis manifestadas
en el SMG de ratas PVL, mediante la estimulacién de las vias de
supervivencia neuronal. Para ello, se utilizé un potente agonista del receptor
TrkA, la amida gambdgica, que imita al NGF provocando la fosforilacién de
TrkA 'y desencadenando la activacién de las vias de supervivencia neuronal a

través de AKT y MAPK (74).

AKT causa la fosforilacion directa de eNOS y nNOS provocando un aumento
en la producciéon del vasodilatador NO. Este aumento podria estar
inhibiendo la via de las caspasas y de ROCK y favoreciendo, por lo tanto, la
estimulacion de las vias de crecimiento en el SMG. En contrapartida, la
activacion de AKT en la vasculatura mesentérica podria contribuir a la
vasodilatacién arterial esplacnica en confrontaciéon a los beneficios

adrenérgicos esperados a nivel de la inervacién simpatica.

10.2 OBIETIVO

e Analizar los pardmetros hemodindmicos de animales PVL tratados con

amida gambagica.
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e Estudiar la atrofia simpdtica de la SMA en los animales tratados
mediante el andlisis inmunohistoquimico de Th.

e Estudiar el efecto de la amida gambadgica sobre las vias de sefializacién
de crecimiento/apoptosis neuronal en el SMG mediante el andlisis de la
expresiéon de marcadores neuronales por Western blot.

e Investigar la expresién de marcadores de vasodilatacion arterial en la

SMA: eNOS y fosfo-AKT.

10.3 DISENO EXPERIMENTAL

El estudio 4 consistié en el analisis de las medidas hemodindmicas y de
atrofia simpatica mediante el examen inmunohistoquimico de Th en
muestras de SMA. Asimismo, se extrajeron muestras de SMG para el analisis
de expresién de fosfo-TrkA, MAPK, AKT, ROCK, caspasa 7 activa, PARP
inactiva, eNOS y nNOS, por Western blot. Finalmente, se utilizaron muestras
de SMA para la observacion de la expresion de eNOS y de fosfo-AKT por
inmunohistoquimica. Se emplearon, un grupo de 8 ratas PVL tratadas con

amida gambadgica (PVL GA), 8 ratas PVL vehiculo y 8 ratas sham.
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10.4 RESULTADOS

10.4.1 El tratamiento con amida gambdgica mejora los parametros
hemodindamicos y la atrofia simpatica en ratas con hipertensién

portal

La tabla 1 (Anexo Il) muestra los resultados de los valores hemodindmicos
de las sham, PVL y PVL GA. Las ratas PVL GA se diferenciaron
significativamente de ratas PVL vehiculo en todos los parametros
hemodinamicos, excepto en la PP, mostrando un incremento en la MAP
(111.614.6 vs 97.442.7) y en la SMAR (16.31206 vs. 11.7+0.9) y una reduccién
significativa del SMABF (5.8+0.39 vs. 7.2+0.5). Sin embargo, los pardmetros
no se restablecieron completamente, exhibiendo también diferencias
significativas respecto a ratas sham (MAP= 121.9+2.0mmHg, SMABF=
4.440.4ml/min.100g, SMAR= 26.9+2.4mmHg/ml.min.100g).

Los resultados de los parametros de inervacion simpatica estdn expuestos
en la figura 6 del Anexo Il donde se observa un incremento significativo en el
area nerviosa total que rodea la parte externa de la pared de la SMA en
ratas PVL tratadas con amida gambdgica respecto a ratas PVL vehiculo
(p=0.03), manteniendo valores similares a las sham. En cuanto al drea de
tincion de Th dentro de las estructuras nerviosas, las PVL GA también
mostraron un incremento significativo respecto a las PVL vehiculo (p=0.04),
aunque sin restablecer completamente los valores presentados por las sham

(p=0.02).
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10.4.2 El tratamiento con amida gambdgica activa las vias de crecimiento y
supervivencia neuronal en detrimento de las vias de muerte

neuronal

Con el fin de corroborar la efectividad del agonista, se efectud el analisis de
la expresion de fosfo-TrkA por Western blot. Efectivamente, las ratas PVL
tratadas con amida gambdgica mostraron un importante aumento del 95%
en la expresién de fosfo-TrkA comparando con ratas PVL vehiculo (p=0.012),
sin revelar diferencias significativas respecto a sham (Anexo Il, Fig. 7) y
demostrando por lo tanto, una eficiente estimulacién del receptor por parte

del agonista.

En cuanto a las proteinas MAPK y AKT, ambas relacionadas con la via de
crecimiento neuronal, la fosfo-MAPK mostré un claro aumento en ratas PVL
GA respecto a sham (80%, p=0.006) y un incremento en relacién a PVL
vehiculo, aunque sin diferencias significativas. Sin embargo, la expresién de
fosfo-AKT/AKT si que mostré un incremento muy importante, relativo a
ratas PVL vehiculo (172%, p=0.05) y a sham (205%, p=0.03). En base al
incremento de fosfo-AKT/AKT observado, se estudié la expresion nNOS que
mostré un incremento en las ratas PVL GA respecto a ratas PVL vehiculoy a
sham, aunque sélo presentando diferencias significativas respecto a PVL

vehiculo (p=0.008), (Anexo I, Fig. 7).

En cuanto a las proteinas relacionadas con regresién axonal/apoptosis
neuronal, la sobreexpresion de ROCK observada en ratas PVL vehiculo
disminuyé significativamente en un 65% en las PVL GA (p <0.001),
manteniéndose similar al grupo de las sham. Lo mismo ocurriéo con la

expresion de PARP en PVL GA donde se mostré reducida en un 60 %
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respecto a las ratas PVL vehiculo (p=0.04) y semejante a las sham. A pesar
de que la expresion de Casp7 disminuyo en ratas PVL GA, el descenso no fue

significativo (Anexo Il, Fig. 7).

10.4.3 El tratamiento con amida gambaégica no previene la sobreexpresion
de fosfo-AKT y de eNOS en la arteria mesentérica superior de ratas

PVL

La estimulacién de la via de AKT observada en el SMG de animales PVL
tratados con amida gambdgica, nos condujo a explorar la expresién de
foafo-AKT y eNOS en la pared arterial de la SMA. La figura 3 (Anexo Il, Supp.)
muestra los resultados inmunohistoquimicos de ambas proteinas, cuya
tinciéon se visualiza, Unicamente, en las células endoteliales de la pared

arterial de la SMA de ratas PVL vehiculo y PVL GA, pero no de ratas sham.






ANEXO II







ANEXO Il

11 ANEXO Il

INHIBITION OF NEURONAL APOPTOSIS AND REGRESSION
AMELIORATES SYMPATHETIC ATROPHY AND HEMODYNAMIC
ALTERATIONS IN PORTAL HYPERTENSIVE RATS

Nahia Ezkurdia1, Imma Raurell1, Sarai Rodriguez1, Antonio Gonzélez1, Rafael
Esteban1’2, Joan Genesca'?and Maria Martell'.

! Hepatic Diseases Laboratory, Liver Unit-Department of Internal Medicine, Hospital
Universitari Vall d’'Hebron, Vall d’Hebron Institut de Recerca (VHIR), Universitat
Autdnoma de Barcelona, Barcelona, Spain.

> Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepaticas y
Digestivas (CIBERehd), Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain.

ABSTRACT

Splanchnic arterial vasodilation of portal hypertension is accompanied by sympathetic nerve
atrophy. A neuronal pathway participates in the development of experimental portal
hypertension: blockade of afferent sensory nerves in portal vein ligated (PVL) rats
simultaneously prevents activation of brain cardiovascular regularory nuclei, neuromodulator
overexpression in superior mesenteric ganglia (SMG), sympathetic atrophy of mesenteric
innervation and hemodynamic alterations. Here we confirm this neuronal pathway analyzing
two intermediate structures. An increase in neuronal afferent activity was demonstrated in the
vagal nodose ganglia of PVL rats and the presence of semaphorin3A in the cholinergic
sympathetic pre-ganglionic neurons of the intermediolateral nucleus of the spinal cord
suggested that it was the origin of the increased expression of semaphorin3A in the SMG. We
also investigated alterations in neuromodulators and signaling pathways that, in the SMG of
PVL rats, lead to axonal regression or apoptosis. We found that the active form of tyrosine
kinase receptor A (TrkA), leading to proliferation and survival signaling, was decreased in
PVL compared to sham rats. In contrast, the apoptotic and axonal retraction pathways were
stimulated in PVL, demonstrated by a significant overexpression  of
semaphorin3A/neuropilin1, together with increases of cleaved caspase?, inactive poly(ADP-
ribose) polymerase and Rho Kinase expression. Finally, we tested the administration of a
TrkA agonist, gambogic amide, in PVL rats. Our results showed an amelioration of
hemodynamic alterations and sympathetic atrophy, through the activation of survival
pathways and the inhibition of the apoptotic cascade and axonal regression mediated by Rho

Kinase. In conclusion, the adrenergic alteration and sympathetic atrophy in mesenteric
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vessels during portal hypertension is caused by alterations on neuromodulation leading to
post-ganglionic sympathetic regression and apoptosis and contributing to splanchnic
vasodilation.

INTRODUCTION

The hemodynamic alteration of portal hypertension in patients with liver cirrhosis contributes
to most of the clinical manifestations of the disease: gastrointestinal bleeding, hepatic
encephalopathy, ascites and renal failure. In the physiopathology of this vascular alteration,
splanchnic vasodilation plays an essential role by initiating the hemodynamic process.
Regardless of the extensively demonstrated humoral factors involved in splanchnic
vasodilatation (1, 2), we have previously shown a remarkable local alteration of the
mesenteric adrenergic system (inhibition of adrenergic genes and proteins and atrophy of
sympathetic structures), as a possible contributory factor to splanchnic arterial vasodilation (3,
4). It has also been proposed that during portal hypertension, pressure changes detected at
portal level could be the afferent sensory signal triggering this hemodynamic response (5).
We have demonstrated that blocking sensory afferent nerves in portal hypertensive rats,
simultaneously prevents c-fos activation in cardiovascular regulatory nuclei of the brain,
hemodynamic alterations and also sympathetic atrophy of nerves innervating the superior
mesenteric artery (SMA) (6-8).

Considering this neuronal pathway, the signal responsible for the post-ganglionic sympathetic
atrophy could be originated in pre-ganglionic fibers that synapse with the superior mesenteric
ganglion (SMG). By analyzing the SMG of portal vein ligated (PVL) rats, we have shown an
overexpression of nerve growth factor (NGF) and its precursor (proNGF), as well as an
increase in the neurotrophin receptor p75 (p75NTR) and in the chemorepellent molecule
semaphorine 3A (Sema3A) (6). This altered neuromodulator expression in the SMG of PVL
rats suggested that the adrenergic downregulation and sympathetic atrophy observed in
mesenteric vessels might have its origin in disorders leading to axonal regression and/or
apoptosis. Interplaying signaling pathways are responsible for the modulation of axonal
survival and death (figure 1). While NGF is a neurotrophin responsible for neuronal survival
and growth, its precursor pro-NGF can directly induce neuronal regression/death, when its

effect is mediated by p75"TR (

9, 10) or indirectly by inhibiting tyrosine kinase receptor A (TrkA)
NGF-mediated activity (11). Sema3A strongly inhibits axonal growth in situations of intense
NGF stimulation, by dephosphorylating the NGF main neuronal receptor TrkA (12). In tum,

when active, TrkA promotes neuronal survival through the silencing of the apoptotic signal of
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p75 (13). Finally, neurotrophin binding to p75 is necessary for Sema3A-mediated

axonal regression/growth cone collapse (14, 15).

This study was aimed to (i) confirm the implication of the neuronal pathway in portal
hypertension by analyzing two intermediate structures: the nodose ganglia in the afferent
direction, containing the neuronal soma of afferent sensitive nerves running along the vagus
nerve and the intermediolateral nucleus of the spinal cord in the efferent direction, containing
the neuronal bodies of pre-ganglionic sympathetic nerves; (ii) further explore the
neuromodulators and signaling pathways that, in the SMG of PVL rats, lead to
SemaSA/ProNGF/p75NTR-mediated axonal regression or apoptosis; and (iii) find out whether
treatment of PVL rats with gambogic amide, a TrkA agonist, inhibits this neurodegenerative
pathway, and the hemodynamic alteration and sympathetic atrophy of portal hypertension

disappear or improve.

MATERIAL AND METHODS
Experimental portal hypertension

Prehepatic portal hypertension was induced by partial portal vein ligation as described
previously (3). Two groups of 7 portal hypertensive rats and 7 sham operated rats were
studied. A third group of 16 PVL animals were treated daily with gambogic amide (n=8)
(Enzo, Farmingdale, NY, USA) or vehicle (1% DMSO) (n=8), beginning the same day of
the PVL surgery and during 14 days. Gambogic amide was injected (i.p.) at 0.35mg/kg
body weight (BW). Eight control sham rats were used for this group.

Hemodynamic measurements

Two weeks after PVL surgery or sham operation, animals were anaesthetized with a mix of
ketamine hydrochloride (100 mg/kg BW, i.p.) plus midazolam (5 mg/ kg BW, i.p.). One
polyethylene PE-catheter (PE50) was introduced into the femoral artery and another into the
ileocolic vein and both were connected to highly sensitive pressure transducers (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA) for continuous measurement of mean arterial pressure (MAP,
mmHg) and portal pressure (PP, mmHg). SMA was isolated from connective tissue and a
perivascular ultrasonic transit-time flow probe (1mm diameter, Transonic Systems Inc., Ithaca,
NY, USA) was placed around the artery to measure SMA blood flow (SMABF, ml/ min.100g).
SMA resistance (SMAR, mmHg/ml.min.100 g) was calculated as (MAP-PP)/SMABF). Animal

temperature was maintained at 37°C using a rectal thermometer throughout the procedure.
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Sample extraction

The SMG located at the confluence of the SMA and the aorta, was dissected free of
surrounding tissue, removed and placed either in formalin and 50% ethanol before paraffin
treatment, or in liquid nitrogen and kept at -80°C until processed. Then, SMA harvested from
the aortic origin to the initiation of ramifications were kept in 4% formalin for approximately 20
hours and changed to a 50% ethanol solution before paraffin treatment. Nodose ganglion
samples were separated from the internal carotid artery and the internal jugular vein, with the
aid of a microscope (Carl Zeiss OPML 9FC, Germany), immersed in liquid nitrogen and stored
at -80° C. Finally, in order to extract spinal cord samples, once animals were dead, a portion
of the spine (from T9 until T13) was extracted (vertebrae plus spinal cord). After 48 hours in
4% paraformaldehyde at 4°C, the spinal cords were separated from vertebrae and immersed
in 30% sucrose in 0.1mol/l phosphate buffer during 1-3 days at 4°C, frozen in methyl butane
and kept at -80°C.

Western blot analysis

Expression of calcitonin gene related protein (CGRP) in nodose ganglion samples and of
tyrosine hydroxylase (Th), Sema 3A, TrkA, phospho-TrkA (pTrkA), sortilin (Sort1), Rho
kinase (ROCK), mitogen activated protein kinase (MAPK), phospho-MAPK (pMAPK), c-Jun N-
terminal kinase (JNK), phospho-JNK (pJNK), protein kinase B (AKT), phospho-AKT (pAKT),
neural nitric oxide synthase (nNOS), cleaved caspase 7 (casp-7) and poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP) in SMG samples were analyzed by Western blot. Tissue samples were
homogenized in 250 ml RIPA buffer and 15 ml of a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, USA). Protein quantification in the supernatants was performed by the BCA
assay (Pierce, Rockford, IL, USA). Equal amounts of protein extracts (4-20ug) were separated
on 10-12% sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, blotted onto
polyvinylidene difluoride membranes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and incubated with
antibodies against CGRP (diluted 1/500) (Biomol, Pennsylvania PA, USA ), Th (dil 1/600),
Sema3A, Sort1 (diluted 1/1000) (Abcam, Cambridge, UK), TrkA, ROCK (diluted 1/200) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), nNOS (1/1000) (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA), pTrkA, MAPK, pMAPK, JNK, pJNK, AKT, pAKT, Casp-7 and PARP (diluted 1/1000)
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA). Bands were quantified by the QUANTITY
ONE software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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Immunofluorescence

Serial 8 ym sections of spinal cord were cut using a cryostat (Leica CM3050S) and analyzed
for vesicular acetylcholine transporter (VAChT) immunoreactivity, as a marker of
preganglionic sympathetic cholinergic neurons. Successive slides were then used to analyze
Sema3A immunoreactivity. Sections were blocked in a 1:20 dilution of goat serum for 1 h at
RT and incubated with anti-VAChT (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) or Sema3A
(diluted 1:200) at 4°C during 48 h. Bound antibodies were incubated 1 h at RT with anti-goat
IgG DyLight 594 (diluted 1:500) (Bethyl, Montgomery, TX, USA) for VAChT and with anti-
rabbit-FITC (diluted 1/500) (Abcam, Cambridge, UK) for Sema3A. Mounted sections in
Vectashield hard set mounting medium were visualized with an optical microscope Olympus
BX61 (Olympus, Hamburg, Germany).

Paraffin-embedded sections of SMG were blocked for 1 h and incubated overnight at 4°C with
primary antibody against receptors neuropilin-1 (Nrp-1)(R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA) (diluted 1:20), p75"™ (diluted 1/500) (Abcam), Sort-1 (diluted 1/200) and TrkA (diluted
1/200). Bound antibodies were incubated 1 h at RT with anti-rabbit-FITC. Slides were
mounted in Vectashield hard set mounting medium for fluorescence. Quantitative analysis of

Nrp-1, was performed with the Image J analysis software (http://rsbweb.nih.goviij/), as

previously (6).

Immunohistochemistry

Immunohistochemical detection and quantitative analysis of Th was carried out on paraffin-
embedded sections of SMA incubated with primary antibody anti-Th (diluted 1:250) as
previously described (4,8). Image ProPlus analysis software (Media Cybernetics, Infaimon,
Barcelona, Spain) was used to measure total nervous area and Th staining area. SMA
sections were also incubated with primary antibodies against pAKT and endothelial NOS
(eNOS) (diluted 1/50) at 4°C, overnight.

Statistical analysis

Normally distributed values were compared using Student's t-test and expressed as mean +
S.E.M. Statistical significance was established at p<0.05.
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Ethics

Animals received humane care according to the recommendations of the European
Commission on the protection of animals used for experimental and other scientific purposes

(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/report _ewg.pdf). All animal

experiments were approved by The Animal Care Committee of the Vall d’Hebron Institut de

Recerca (VHIR), Barcelona, Spain.

RESULTS
The afferent signal through the vagus nerve is increased in portal hypertension

Visceral afferent sensitive nerves release the neurotransmitter CGRP upon stimulation, not
only from the terminals of primary afferent fibers, but also from the cell bodies and along
axons. CGRP expression was analyzed in the nodose ganglia containing the neuronal soma
of afferent sensitive nerves running along the vagus nerve. The result clearly showed a
significant 4-fold increase of CGRP expression in PVL rats compared to sham (p<0.001)

(figure 2).

Expression of semaphorin 3A in pre-ganglionic cholinergic neurons

In a previous study, we found Sema3A overexpression in the SMG, localized at the
cholinergic axon fibers surrounding adrenergic neurons (8). We hypothesized a cholinergic
pre-ganglionic origin for this increase in Sema3A and searched for its presence in the
intermediolateral nucleus of the spinal cord, at the spinal segments from T9 to T13. At this
level this nucleus contains the cell bodies of preganglionic sympatheticneurons that synapse
at the SMG. As shown in figure 2, cholinergic VAChT inmunoreactive neurons were presentin
the ventral horn (figure 3A) and in the intermediolateral nucleus (figure 3B) of the spinal cord.
Note that, as expected, the size and the staining pattern was different between neurons from
both locations, being smaller and uniformly stained in the intermediolateral nucleus, without
the punctuated appearance of the cholinergic neurons at the ventral horn. In successive
sections, positive Sema3A immunofluorescet signal was only found in neurons located at the
intermediolateral nucleus of the spinal cord of PVL rats, showing a similar size and staining
pattern than the cholinergic neurons.
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Tyrosine hidroxylase deficit and semaphorine 3A/Neuropilin 1 overexpression in
adrenergic neurons of the superior mesenteric ganglion in PVL rats

In order to confirm the adrenergic deficit previously found in mesenteric arteries of PVL rats
(4, 6), Th expression was analyzed by Western blot in the SMG of PVL and sham rats. We
found a significant 70% decreased expression of Th in PVL animals (p=0.008) (figure 4A).
The increased expression of Sema3A in the SMG, already demonstrated by us in a previous
work using another method (6), was also confirmed by Westen blot analysis. A significant
increase of Sema3A was shown in PVL animals compared to sham (figure 4A). Moreover,
Sema3A receptor Nrp1 was localized and quantified by immunofluorescence. The results
demonstrated that Nrp1 is only located at the cytoplasm of adrenergic neurons of the SMG
and that it is more significantly expressed in neurons from the SMG of PVL animals compared
to sham (p=0.003) (fig 4B). Finally, the neurotrophin receptors p75NTR, Sort1 and TrkA were
immunodetected in the SMG to verify their location. The results demonstrated their presence
in the cytoplasm of adrenergic neurons (supplementary figure 1). Moreover, co-localization of
p75 NTR and Sort1 can be visualized (supplementary figure 2).

The axonal retraction/apoptotic pathways are activated in the superior mesenteric
ganglion from PVL rats

The expressions of different proteins involved in the signaling pathways activated by either
pro-NGF/NGF or Sema 3A were studied (figure 1). TrkA is the specific receptor for NGF and
its activation leads to proliferative and prosurvival signaling through MAPK/AKT pathways.
Although TrkA expression was not different between sham and PVL rats (not shown), its
activated form, pTrkA, was decreased in PVL animals (p=0,03) (figure 5). Nevertheless, both
total (not shown) and phosphorylated forms of MAPK and AKT showed no differences
between PVL and sham groups (figures 1 and 5). In contrast, the apoptotic and axonal

retraction pathways, activated by Pro—NGF—p?SNTR

and Sema3A-Nrp1, respectively, showed
changes in portal hypertensive rats. In one hand, the apoptotic cascade seemed to be
activated in PVL compared to sham, demonstrated by strong increments in cleaved forms of
Casp7 (25 and 20 kD) (p<0.001) and in the inactive form of PARP (p=0.001) in PVL animals.
Surprisingly, we were not able to find differences in JNK (not shown) or pJNK expression
between PVL and sham rats (figure 5). Finally, our results demonstrated that ROCK
expression, which regulates axonal retraction in response to Sema3A signaling, was largely

increased (>3-fold) in PVL rats compared to sham (p=0.03) (figures 1 and 5).
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Gambogic amide improves hemodynamic alterations and sympathetic atrophy in PVL
rats

Compared to sham rats, PVL animals treated with vehicle exhibited the characteristic
hemodynamic changes observed in this model of portal hypertension (table 1). In contrast,
PVL animals treated with gambogic amide (PVL-GA) improved the hemodynamic parameters,
except for PP, being significantly different from PVL vehicle, but they were also significantly
different from sham rats. As shown in table 1, PVL-GA animals presented a distinct

intermediate hemodynamic state between PVL vehicle and sham rats.

Analysis of the total nervous area surrounding the outer part of the arterial wall in SMA
sections and the Th staining area within these nervous structures showed that both
parameters were significantly lower in PVL vehicle compared to sham (figure 5). However,
compared to PVL vehicles, PVL-GA revealed less nerve atrophy demonstrated by a
significant increase in total SMA nervous area (p=0.03) and similar to that observed in sham
rats. Regarding the Th expressing area within the nervous structures, PVL-GA animals also
showed a significant increment compared to PVL vehicle (p=0.04), but without achieving

normal sham values (figure 6).

Axonal regression/apoptosis within the superior mesenteric ganglia is decreased in

PVL rats treated with gambogic amide

Administration of the TrkA agonist, gambogic amide, in PVL rats also changed the expression
of most proteins implicated in neuronal growth/apoptosis pathways (figure 1). As expected,
PVL-GA animals showed a significant increase in pTrkA, being different from PVL vehicle
(p=0,012) and similar to sham rats. Moreover, pMAPK and the pAKT/AKT ratio were also
significantly increased in PVL-GA compared with sham animals (p=0.006 and p=0.05,
respectively) (figure 7). This increased pAKT/AKT ratio suggested that it might be interesting
to study the expression of nNOS, as the main source of NO in this tissue. As shown in figure
6, nNOS expression was not significantly different between sham and PVL, but there was a
significant 62% increase between PVL-GA and PVL vehicle rats (p=0.008). On the other
hand, compared with PVL vehicle, ROCK expression was significantly diminished in PVL-GA
(p<0.001), showing almost the same values as sham rats. Although cleaved Casp7
expression presented a slight non significant decrease in PVL-GA compared to PVL vehicle,
the expression of cleaved PARP showed a significant decrease in PVL animals (p=0,04),

being very similar to sham animals (figures 1 and 7).
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Effect of gambogic amide on the superior mesenteric artery

Immunohistochemical detection of pAKT and eNOS was carried out in SMA sections (main
trunk) from sham and PVL rats treated with GA or vehicle. Only endothelial cells showed
pAKT and eNOS positive staining both in PVL-GA and PVL vehicle with no apparent
differences between them. In contrast, no traces or very faint signal was detected in sham

rats (supplementary figure 3).

DISCUSSION

Based on previous studies, we have hypothesized that the observed post-ganglionic
sympathetic nerve regression in the splanchnic area leading to neurotransmission inhibition
and vasoconstriction impairment, could be an additional contributory factor to arterial
splanchnic vasodilation of portal hypertension (3, 4, 6). This sympathetic nerve regression
could be the result of efferent sympathetic signals synapsing at the SMG level. The origin of
this neural response being an afferent signal, coming from portal or mesenteric pressure
increments and reaching the brain stem cardiovascular nuclei through the vagus nerve (5, 7,
8).

The neural signaling in portal hypertension

In this work, we have first analyzed two intermediate structures of this neural routing, the
nodose ganglia in the afferent direction and the intermediolateral nucleus of the spinal cord in
the efferent direction. The increased expression of the neuropeptide CGRP in the nodose
ganglia of PVL rats, containing afferent capsaicin sensitive neurons, confirms the augmented
afferent signal through the vagus nerve in portal hypertension (supplementary figure 4). In this
sense, it has been recently shown that capsaicin vagal denervation could completely block
this increased sensitive signal and abrogate hyperdynamic circulation in PVL rats (7). In the
efferent direction, the intermediolateral nucleus of the spinal cord at the spinal segments T9 to
T13 contains the cell bodies of pre-ganglionic neurons that synapse with the post-ganglionic
sympathetic neurones at the SMG. Sema3A immunoreactive neurons were found in the IML
of PVL rats. These neurons were also positive for VAChT immunostaining, being therefore
cholinergic neurons, and putatively corresponding to the cholinergic pre-ganglionic fibers that
co-localized with Sema3A in the SMG and around adrenergic neurons (6). Therefore, the
efferent signal coming from the brain cardiovascular nuclei may induce the pre-ganglionic
sympathetic neurons at the intermediolateral nucleus to produce Sema3A. From there,
Sema3A can travel and be secreted at the SMG, affectting post-ganglionic adrenergic

neurons and leading to axon growth inhibition, retraction or death (16-18) (supplementary
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figure 4). It is well known that the development of hyperdynamic splanchnic circulation in
portal hypertensive rats is an angiogenesis-dependent process that can be markedly inhibited
by blockade of the VEGF signaling pathway (19, 20). The increase in Sema3A might also be
necessary to redirect axons to innervate newly formed blood vessels from preexisting
vasculature during portal hypertension (21). In this process, activation of neuronal death or

axonal retraction might be a collateral damage of the increased Sema3A levels.
Altered neuromodulator expression in superior mesenteric ganglia

Data from the present study expands and completes our previous results (6) on the
exploration of neuronal markers in the SMG and its signaling pathways in portal hypertension.
First of all, we verified the adrenergic deficit in the SMG of PVL rats, previously observed in
mesenteric arteries (3, 4, 6), through the analysis of Th expression, a well-accepted marker of
sympathetic activity. An increased expression of Sema3A and its receptor Nrp1 was also
confimed in the SMG of PVL rats. Moreover, to rule out the possibility that Sema3A, NGF or
proNGF could be acting on different cells other than adrenergic neurons of the SMG, we

analyzed the expression of receptors Nrp1, TrkA, p75NTR

and Sort1 by immunofluorescence
and found that they only localized in the cytoplasm of adrenergic neurons. These results
reinforce the idea that an altered activity in the sympathetic neurons of the SMG is in the

origin of the mesenteric sympathetic atrophy.

NTR

The mature NGF coreceptors consist of TrkA and p75" ~, wherein TrkA transduces survival

NTR

and differenciative signaling and p75" "modulates the affinity and selectivity of TrkA

activation (9) (figure 1). On the other hand, proNGF engages p75NTR and coreceptor sortilin to

iniciate p75NTR

—dependent apoptotic cascade (22, 23) or to activate, in partnership with
Sema3A, the signaling pathway leading to growth cone collapse and axonal retraction (15). In
turn, Sema3A is a negative regulator of NGF-induced neurite outgrowth via de-
phosphorylation of TrkA, independent of its growth cone repulsion activity (12) (figure 1). Our

data pointed out to the activation of p75NTR

inducing axonal regression and apoptosis and to
the inactivation of TrkA by Sema3A. Although TrkA expression did not change in portal
hypertensive animals, our results showed a diminished expression of its active
phosphorylated form. This was predictable as the observed overexpression in Sema3A could
be acting on TrkA de-phosphorylation of the residues Tyr490 and Tyr785 (SCH and PLCy
docking sites, respectively) (12, 24). Surprisingly, we could not find differences in the
downstream signaling cascade regulated by these two tyrosine residues; levels of MAPK/ERK
or its active phosphorylated form showed no difference between sham and PVL rats. We
don’t have an exact explanation for this result. In one hand, the predicted deactivation of pTrk
exerted by Sema3A is clearly not complete. On the other hand, the fact that the preferred

TrkA ligand, NGF, was also found overexpressed (6), could possibly explain why the decline
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in MAPK/ERK pathway in the SMG of PVL rats, was not enough to be detected by our
methods. Moreover, our in vivo tissue-type analysis certainly adds difficulty to discriminate
between the expression of MAPK/ERK originated only from NGF-TrkA stimulation in

adrenergic neurons and from the many other sources of MAPK/ERK activation (25).

On the contrary, the signaling pathways activated by proNGF/Sema3A leading to neuronal
apoptosis and axonal regression showed to be markedly activated in PVL animals. Sema3A
repulsive guidance signaling converges upon ROCK which propagates this signal down to the
cytoskeleton acting as a key mediator of neuron growth inhibition and axon retraction (26)
(figure 1). Moreover, caspases have been shown to irreversibly activate ROCK by truncation
and generation of a constitutively active form (27). Our results showed that the caspase
cascade is activated in our PVL rats demonstrated by important increases in cleaved Casp7
expression and in the inactive form of PARP; this caspase activation might be unrelated to the
JNK pathway signaling. Simultaneously, the increased expression of ROCK points out to an
activated process of axon retraction in portal hypertension, either from Sema3A signaling or
from caspase-dependent apoptosis.

Treatment with gambogic amide

In the last part of this study, we tested the hypothesis that by manipulating this altered
survival/death neuromodulator pathways, substantial changes in sympathetic atrophy and
splanchnic vasodilation could be observed. We have tested gambogic amide, a small-
molecule agonist for TrkA receptor, to reverse or modify TrkA altered expression or the
intermediary molecules in its signaling pathway (28). The selective interaction of gambogic
amide with the cytoplasmic juxtamembrane domain of TrkA triggers the phosphorylation of
TrkA at tyrosine residues Y490 and Y751, elicits AKT and MAPK activation and prevents
neuronal cell death (28). The results obtained from the analysis of proteins involved in the
opposed neuronal pathways of growth and death in the SMG agree with the observed
improvement of the sympathetic atrophy in the nervous fibers surrounding the SMA of PVL
rats treated with gambogic amide. As a primary effect, gambogic amide significantly induces
the activation of TrkA, consequently increasing the expression of AKT and MAPK above the
expression level found in sham and PVL vehicles. This increase in neuronal growth and
proliferation, by itself, could be counteracting the neurodegenerative process demonstrated in
the SMG of PVL rats. Moreover, the dramatic decrease in ROCK and PARP content of PVL
rats treated with gambogic amide, suggests that the activation of the AKT survival pathway
promotes not only the inhibition of axon retraction via ROCK, but also the blockade of the
caspase cascade leading to apoptosis. To this inhibiton might also contribute the

overexpressed nNOS by the generation of nitric oxide (figure 1).
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Our results showed that the hemodynamic alteration and sympathetic atrophy are
simultaneously improved in PVL rats treated with gambogic amide. We believe that the
improvement in hemodynamic parameters is mostly due to the prevention of sympathetic
atrophy. An increase in sympathetic nervous area and an almost normal content of tyrosine
hydroxylase in PVL-GA probably contribute to restore a normal state of vasoconstriction.
However, the hemodynamic improvement is not complete, because PVL-GA rats do not show
hemodynamic parameters equal to sham rats. Instead, they clearly reach an intermediate
state between control and portal hypertensive rats. The main reason for this incomplete
improvement is that sympathetic atrophy only partially explains mesenteric vasodilation; other
factors certainly intervene in this alteration. Another possible explanation to the lack of a
complete hemodynamic/nervous restoration could come from the possible opposed effects of
gambogic amide in different tissues in the mesenteric territory. Activation of TrkA in the SMG
can promote the proliferation and survival of sympathetic nerve structures, the consequent
increment on adrenergic neurotransmission and eventually vasoconstriction. On the other
hand, gambogic amide could be inducing at the same time vasodilation locally at the SMA via
an increased phosphorylation of TrkA, AKT and eNOS. Our results demonstrated that, as
expected, both pAKT and eNOS were overexpressed in endothelial cells of the SMA from rats
with portal hypertension compared with sham. However, gambogic amide treatment did not
seem to further increase this activation. In a previous study of gene expression profiling using
DNA microarrays (3), in the SMA from PVL and sham rats we had observed a strong
downregulation of TrkA at 14-day after PVL induction. Fewer TrkA receptors in PVL rats could
contribute to a diminished neurotrophin binding, like NGF, eventually acting as attracting
guidance molecules for vasoconstrictive adrenergic axons maintaining vascular tone. In this
context, the administration of a TrkA agonist, as gambogic amide, could only had a partial
effect on the already attenuated NGF receptors and therefore contribute only moderately to

vasodilatation in this area.

In summary, during portal hypertension splanchnic arterial vasodilation is accompanied by
sympathetic nerve atrophy. This sympathetic nerve regression is caused by a simultaneous
inhibition of neuronal growth/survival pathways and the stimulation of neuronal apoptosis and
axonal retraction processes, at the level of ganglionic sympathetic neurons. Reverting this
altered neuromodulator alteration with a TrkA receptor agonist, partially prevents mesenteric
sympathetic regression and improves the hemodynamic alteration of portal hypertension,
indicating that sympathetic nerve regression is a contributory factor to splanchnic vasodilation

in portal hypetension.
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PP MAP SMABF SMAR
(mmHg) (mmHg) (ml/min.100g) (mmHg/ml.min.100g)
Sham (n=8) 10,2+0,2 121,9+2,0 44+04 269+24
PVL (n=8) 15,7 £ 0,4 ** 97,4 £ 2,7 7,2+0,5* 11,7+ 0,9 **
PVL GA (n=8) 14,6 £ 0,8 ** 111,6 £ 4,6 *+ 5,8 + 0,39 *t 16,3 £ 0,6 **t+t

Table 1. Analysis of hemodynamic measurements of sham and PVL rats after gambogic

amide or vehicle administration.

Gambogic Amide

Sema 3A
proNGF/NGF § P)

‘. . Neuropilin

( Plexin

Caspases

INK cascade
l / \
Casp-7, PARP ROCK
3 \/ — ;
| :
|
Apoptosis %
Neurodegeneration | Axonal Retraction | _______________ -
Axonal Growth

1
1
Proliferation !

Survival |

Figure 1. Interplaying signaling pathways responsible for the modulation of axonal survival
and death. NGF, nerve growth factor; proNGF, NGF precursor; TrkA, tyrosine kinase receptor
A, p75NTR, neurotrophin receptor p75; Sema3A, semaphorin 3A; JNK, c-Jun N-terminal
kinase; RhoA, Ras homolog family member A; ROCK, Rho kinase; MAPK/ERK, mitogen
activated protein kinase; AKT, protein kinase B; Casp-7, cleaved caspase 7; PARP,
poly(ADP-ribose) polymerase.
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Figure 3. Inmunofluorescence of vesicular acetylcholine transporter (VACht) and semaphorin
3A (Sema3A) in the intermedioratelal nucleus of the spinal cord in PVL rats. (A)
Representative images (400X) of the ventral horn area, containing cholinergic neurons,
showing strong VAChT immunofluorescent signal and null immunoreactivity for Sema3A. (B)
Representative images (400X) of the intermediolateral nucleus containing cholinergic
preganglionic sympathetic neurons. These neurons show positive immunofluorescent signal
for both VAChT and Sema3A. HE, hematoxilin-eosin staining.
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Figure 4. Analysis of tyrosine hydroxylase (Th), semaphorine 3A (Sema3A) and neuropilin

(Nrp1) in superior mesenteric ganglion (SMG). (A) Bar diagrams showing Th and Sema 3A

quantitation by Western blot analysis in sham (n=6) and PVL (n=7). Representative Western

blots are shown below. (B) Representative images of Nrp1 immunoreactivity in sections of
SMG at 400X from sham (n=6) and PVL (n=5). (C) Quantitation of intensity density of Nrp1

fluorescence in each experimental group.
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Figure 5. Expression of proteins involved in axonal survival and death signaling pathways in
the superior mesenteric ganglion. Bar diagrams showing quantitation by Western blot of
phospho-tyrosine kinase receptor A (pTrkA), phospho-mitogen activated protein kinase
(PMAPK), phospho-protein kinase B (pAKT), phospho-c-Jun N-terminal kinase (pJNK),
cleaved caspase 7 (Casp-7), poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) and Rho kinase (ROCK),
in sham (n=7) and PVL (n=7). Representative Western blots are shown below.
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Figure 6. Analysis of tyrosine hydroxylase (Th) in sympathetic fibers of the superior
mesenteric artery (SMA). (A) Representative images of Th immunostaining at 40X showing
transversal sections of complete arterial wall surrounded by nervous structures from sham
(n=7), PVL vehicle (PVL-V) (n=6), PVL gambogic amide (PVL-GA) (n=6) *p<0.05, **p<0.001,
to sham; +p<0.05, to PVL-V. (B) Bar

immunohistochemical quantitation of total nervous area and Th staining area in nerves

compared compared diagrams showing

surrounding the SMA from each experimental group.
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Figure 7. Expression of protein involved in axonal survival and death signaling pathways in
the superior mesenteric ganglion after gambogic amide administration. Bar diagrams showing
quantitation by Western blot analysis of phospho-tyrosine kinase receptor A (pTrkA),
phospho-mitogen activated protein kinase (pMAPK), the ratio of phosphorylated and total
forms of protein kinase B (pAKT/AKT), neuronal nitric oxide synthase (nNOS), Rho kinase
(ROCK), cleaved caspase 7 (Casp-7) and poly(ADP-ribose)polymerase (PARP), in sham
(n=8) and PVL treated with vehicle (PVL-V) (n=8) or gambogic amide (PVL-GA) (n=8).

NTR

Supplementary figure 1. Immunofluorescent detection of TrkA, p75
sympathetic adrenergic neurones of the superior mesenteric ganglion.

and Sort1 in the
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Supplementary figure 2. Immunofluorescent co-localization of Sort1 and p75NTR in

sympathetic adrenergic neurons of the superior mesenteric ganglion.
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Supplementary figure 3. Immunohistochemical detection of pAKT and eNOS in the

endothelial cell layer of the superior mesenteric artery, in sham and PVL rats treated with
vehicle (PVL-V) or gambogic amide (PVL-GA).
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12 DISCUSION

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la hipertensién
portal causa una importante inhibicidn de RNA mensajeros y proteinas
implicadas en la neurotransmision adrenérgica, acompafiada de una
marcada atrofia simpdtica de los nervios que rodean la vasculatura
mesentérica. Esta atrofia simpatica local podria estar contribuyendo a la

vasodilatacion esplacnica de la hipertension portal. (27;73).

La via neuronal en la hipertension portal

La hipdtesis que se establecid a partir de los resultados obtenidos asumia
qgue durante la hipertensién portal, los cambios de presién detectados en la
vasculatura espldcnica podrian promover una sefial a través de la via
sensitiva aferente hasta los nucleos de regulacién cardiovascular del tronco
cerebral, donde se desencadenaria una respuesta eferente responsable de
provocar la atrofia simpatica. Los resultados de la primera parte del trabajo
confirman esta hipdtesis y apoyan el papel de la atrofia simpatica en la
vasodilataciéon arterial esplacnica de la hipertensién portal, demostrando
qgue mediante el bloqueo de la seifial aferente, se consigue evitar la atrofia
simpatica esplacnica en aquellos animales en los que, simultaneamente, se

normalizan los pardmetros hemodinamicos.

Es importante destacar que en los animales en los que el bloqueo aferente
con capsaicina resulto ser efectivo no se redujo la presion portal, a pesar de
la intensa disminucidn del flujo mesentérico. Este resultado es exactamente

igual que el publicado por Lee y col. (31) utilizando el mismo modelo vy
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tratamiento. Aunque desconocemos la explicacidn, es evidente que si la
presion portal no varia y el flujo mesentérico disminuye, la resistencia en el
area venosa portal debe, necesariamente, aumentar. Puesto que en las
ratas PVL el higado estda intacto y la administracion de capsaicina en ratas
sham no causa un aumento en la presidon portal, es probable que el
tratamiento con capsaicina, por medio de la ablacién aferente sensitiva,
produzca un aumento en la resistencia intrahepatica o en las colaterales,

que mantiene la presidn portal elevada.

La capsaicina causa la desfuncionalizacidn selectiva de los nervios aferentes
sensitivos primarios (67). Los nervios sensibles a la capsaicina poseen una

Ill

capacidad dual “sensitiva-motora” y son capaces, por un lado, de liberar su
contenido de neurotransmisores (CGRP y substancia P) (75;76) de las
terminales periféricas directamente en el tejido inervado (funcién motora)
y, por otro lado, de transmitir mensajes hacia el sistema nervioso central a
través del soma y de las terminales centrales (funcidén sensitiva) (Fig. 5). En
estas neuronas sensitivas, el soma y los procesos centrales, por una parte, y
las ramas periféricas por otra, actuan como entidades funcionales
independientes (37;38;68). En nuestros animales, especialmente en el
modelo adulto, la administracion de la neurotoxina capsaicina provocé un
efecto heterogéneo a nivel aferente. Es bien conocido que mientras el
tratamiento con capsaicina provoca una ablacién completa a nivel de la
respuesta eferente (liberacion de neurotransmisores), el efecto a nivel
aferente, es heterogéneo y sujeto a una variabilidad sustancial (67-69).
Ademas, la actividad aferente en el modelo de tratamiento neonatal es mas
susceptible a la capsaicina que en el modelo adulto. La heterogeneidad en la

respuesta de este modelo, probablemente, explica por qué Fernandez y col.
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(32) no observaron diferencias en los parametros hemodinamicos entre
ratas PVL y PVL tratadas con capsaicina. La separacién realizada entre
nuestros animales con bloqueo efectivo aferente y los animales sin bloqueo
efectivo (evidenciado por la actividad de cFos) nos permitié evaluar nuestros
resultados. Es muy importante entender que la finalidad de este estudio no
era analizar el efecto del tratamiento con capsaicina en la hipertensién
portal: esto ya ha sido previamente reportado (31;33;34), sino mas bien
utilizarla como herramienta para explorar una via fisiopatoldgica y probar la

relacidn entre las alteraciones hemodinamicas y la atrofia simpatica.

En la misma linea, la falta de reflejo corneal y la pérdida de tincién de CGRP
en todos los individuos tratados con capsaicina no implica necesariamente la
pérdida total de la sefial aferente (67). Por ejemplo, la pérdida de
sensibilidad a estimulos quimicos nociceptivos y de calor en ratas tratadas
con capsaicina es total mientras que la de estimulos mecdnicos y de presion,
que justamente afectan nuestro modelo, es heterogénea (67;68). Este
hecho se confirmé en nuestro estudio donde todas las ratas PVL tratadas
con capsaicina mostraron pérdida de la seifal de CGRP, tanto en el tejido
nervioso de la SMA como en el SMG, independientemente de si habian sido
blogueadas de manera efectiva o no a nivel aferente. Este resultado sugiere
que el vasodilatador CGRP no participa en la generacién y mantenimiento de
la vasodilatacion esplacnica durante la hipertensién portal, como ha sido
propuesto por otros autores (70;71). Los nervios nitrérgicos también se han
asociado con la generacion y mantenimiento de la vasodilatacidén esplacnica
durante la hipertension portal (25;72), y algunos autores han sugerido que
nNOS se localiza en las terminales CGRPérgicas sensibles a la capsaicina (26).

Sin embargo, nuestros resultados indican que los nervios nitrérgicos no
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parecen estar afectados por el tratamiento con capsaicina ya que la sefial de
nNOS en la SMA y en el SMG permanecio en todas las ratas PVL tratadas y
no tratadas. Ademas la tincion simultdnea de CGRP y nNOS demostrd

claramente que sus sefiales no colocalizan.

III

Estudios previos han demostrado que una sefial aferente “vagal” (capsaicina
sensible), a través de una activacion dependiente de cFos en los nucleos
reguladores cardiovasculares del cerebro, es necesaria para el desarrollo de
la circulacion hiperdinamica en ratas con hipertension portal (33;34). En
nuestras ratas PVL se observé un incremento en la expresion de cFos en el
SON hipotalamico comparando con ratas sham. Ademas, en el ganglio
nodoso, que contiene los somas neuronales de las fibras del nervio vago,
también se observé un aumento en la expresiéon del neuropéptido CGRP en
ratas PVL. Estos datos apoyan un aumento de la actividad aferente sensitiva

a través del nervio vago y de la actividad neuronal en el SON hipotaldmico

durante la hipertensién portal.

El resultado mds relevante del segundo estudio es que solamente en
aquellos animales en los que se bloqued la seial aferente sensitiva y en los
que, por lo tanto, no se activaron los nucleos cardiovasculares (SON), se
evitd tanto la circulacién hiperdinamica como la atrofia simpatica
mesentérica. La presencia de animales tratados con capsaicina que
mantuvieron alteraciones a nivel hemodindmico y de inervacidon simpatica
puso en evidencia que la capsaicina no es responsable directa de la
prevencion de estas alteraciones. Ademas, en estos animales se mantuvo la

actividad en el SON hipotaldmico.



DISCUSION

Si suponemos que la atrofia simpatica mesentérica es consecuencia de una
sefal nerviosa originada en los nucleos cardiovasculares del cerebro, se
esperarian modificaciones en la actividad normal de las neuronas simpaticas
localizadas en el SMG. Esta idea se confirmé al observar una sobreexpresion
de los neuromoduladores Sema3A, NGF y proNGF en el SMG de ratas PVL
que, ademas, se previno en los animales PVL tratados con capsaicina que

presentaban valores hemodinamicos y de inervacién simpatica normales.

En resumen, cuando la sefial aferente se anula, no se activan los nucleos del
cerebro, se previene la sobreexpresion de los moduladores neuronales en el
SMG, vy se evitan las alteraciones hemodinamicas y la atrofia simpatica. En
conjunto, estos resultados indican que el sistema nervioso juega un papel
central en la génesis de las alteraciones circulatorias durante la hipertensién
portal, y apoya la afirmacion de que la atrofia simpatica mesentérica

contribuye a la vasodilatacion arterial esplacnica.

Las alteraciones en la modulacion neuronal en el ganglio mesentérico

superior durante la hipertension portal.

El aumento en la expresidon de la molécula quimiorepelente Sema3A vy las
neurotrofinas NGF y proNGF observadas en el SMG de ratas PVL nos
condujo a explorar otras proteinas y sus vias de sefalizacion implicadas en
regulacién neuronal. El analisis confirmd una alteracion en la sefializacion de
las vias de crecimiento, supervivencia, retracciéon y muerte neuronal, que
podria ser responsable del origen de la atrofia nerviosa simpdatica en la

vasculatura mesentérica.

115



116 DISCUSION

En primer lugar, la disminucién en la expresién de Th en el SMG de ratas PVL
confirmd el déficit observado previamente en la inervacidon simpatica

mesentérica de ratas con hipertension portal.

En relacion a los moduladores neuronales, la expresion de Sema3A y de su
receptor Nrpl se revelé aumentada en el SMG de ratas con hipertension
portal. Se ha descrito que Sema3A posee un potente efecto inhibitorio sobre
el crecimiento axonal en los ganglios simpdticos (52). Ademds, estd
implicada en la retraccién y en el colapso axonal y en la apoptosis neuronal
(52;53). La técnica de inmunofluorescencia permitid localizarla alrededor de
las neuronas adrenérgicas, en el espacio interneuronal, sin colocalizar con
axones adrenérgicos, ni con fibras nitrérgicas pero si, al menos en parte,
colocalizando con axones positivos a VAChT, sugiriendo su origen en las
fibras colinérgicas preganglionares. Los somas de las neuronas colinérgicas
preganglionares se encuentran en el nucleo intermediolateral de la regién
toracica de la médula espinal y sus fibras hacen sinapsis con las neuronas
post-ganglionares en el SMG. La tincidon de Sema3A observada tanto a nivel
del nucleo intermediolateral en las neuronas simpaticas preganglionares
como en el espacio interneuronal dentro del SMG, apoya el origen de

Sema3A en las fibras colinérgicas preganglionares.

Estos datos sugieren que la sefial eferente proveniente de los nucleos
cardiovasculares del cerebro podria estar induciendo a las neuronas
simpaticas preganglionares a producir Sema3A. De ahi, Sema3A podria ser
secretada en el SMG afectando a las neuronas adrenérgicas post-
ganglionares y provocando la inhibicidn del crecimiento axonal, retraccién o
a muerte neuronal (52;77;78). Fernandez y col. demostraron que el

desarrollo de la circulacién hiperdinamica durante la hipertensién portal
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depende de la angiogénesis y que esta se puede inhibir, mediante el
bloqueo de la via de sefializacion del factor de crecimiento vascular (VEGF)
(79;80). Dado que VEGF y Sema3A son moduladores de la inervacion
simpatica de la vasculatura (81), el incremento observado de Sema3A podria
ser debido a una necesidad de reorientacion de axones hacia nuevos vasos
en formacion durante la hipertension portal (82). En este proceso, el
incremento de Sema3A también podria estar provocando la activacion de la

via de muerte neuronal o retraccion axonal en el SMG.

El aumento simultdneo observado en la expresion de NGF y Sema3A en
ratas PVL, concuerda con el hecho de que ambas proteinas actuan
conjuntamente como moléculas de sefalizacién neuronal que se modulan
entre si para asegurar una correcta orientacion axonal. NGF regula la
repulsion mediada por Sema3A vy sus receptores Nrpl y PlexinaA. A su vez,
en situaciones de intensa estimulacion por NGF, Sema3A inhibe el
crecimiento axonal inducido por NGF inactivando su receptor principal TrkA
(50). Por su parte, NGF regula la supervivencia y la muerte neuronal

NTR

mediante la unién a los receptores TrkA y p75" " (83;84;84), mientras que

proNGF induce apoptosis uniéndose selectivamente a p75" "

y Sortl
(44,45;85). Ademas, proNGF inhibe la activacion de TrkA mediada por NGF
(46) (Figura 7). En base a estos datos, se podria suponer que el aumento
observado en SMG de proNGF, NGF, Sema3A y de su receptor Nrpl en ratas
PVL podria estar inhibiendo la activacion de la via de crecimiento neuronal
dependiente de NGF y TrkA. Puesto que la supervivencia de las neuronas
depende del ratio de la expresion de los receptores de neurotrofinas (86), se

NTR

analizdé la expresion de los receptores TrkA y p75 Los resultados

demostraron que en ratas PVL, la forma activa de TrkA estaba claramente
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disminuida debido, probablemente, a la inactivacidn por desfosforilacion de
los residuos Tyr490 y 785 del receptor TrkA mediada por el incremento de
expresion de Sema3A (50;87). También se observé un aumento en la

NTR

expresion de p75" " en ratas PVLy en el ratio de expresidn de los receptores

p75NTR

/TrkA comparando con sham. Estos resultados sugieren un balance de
la sefializacidn neuronal hacia la via apoptdtica a través de p75™'" (Figura 7).
Finalmente, la presencia de Sortl observada en el SMG de ratas PVL
demuestra la capacidad de estas neuronas en estimular la via apoptética,
puesto que Sortl actia como correceptor e interruptor molecular esencial
en la induccién de la sefial apoptética mediada por proNGF y p75"™" (44). Es
importante apuntar que la técnica de inmunofluorescencia permitio

localizar los receptores TrkA, p75"™"

y Sortl mayoritariamente en las
neuronas adrenérgicas del SMG confirmando su actividad en estas neuronas

y no en las células gliales del SMG.

NTR se ha

El incremento en la expresion de Sema3A, proNGF, NGF, y p75
descrito en numerosas condiciones patoldgicas de tipo neurodegenerativo.
La alteracidon en la expresion de Sema3A se ha relacionado con epilepsia
(88), isquemia, esclerosis multiple (89), esquizofrenia y regeneracidn
neuronal (90;91). Asimismo, se ha demostrado un incremento en la

expresion de proNGF y p75"™R

en pacientes con Alzheimer (92), y tras una
lesion de la médula espinal (84;93;94) y de NGF y p75"™" en lesiones de
retina (95). Ademas, la reduccidon en la expresion del receptor TrkA estd
correlacionada con atrofia neuronal y precede a la muerte neuronal y a
desarreglos cognitivos graves en pacientes con Alzheimer. Estas alteraciones

en la neuromodulacién observadas en enfermedades neurodegenerativas

concuerdan con nuestros resultados de atrofia simpatica.
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Una vez analizada la expresién de sefiales extracelulares y de receptores de
membrana, se estudiaron las vias de sefalizacion intracelular
desencadenadas por NGF, proNGF y Sema3A. La unién de NGF a TrkA inicia
la fosforilacién del receptor que junto con proteinas adaptadoras, activa
cascadas de sefializacién intracelulares derivando en dos vias principales de
sefalizacion, la via de AKT y la via de MAPK/ERK (Figura 7). Estos eventos, a
su vez, influyen en eventos de transcripcion que afectan la diferenciacién y
la supervivencia neuronal (96). Resulta légico pensar que la disminucion en
la expresion de fosfo-TrkA observada en PVL conduciria a una reduccién en
la actividad de MAPK/ERK, ya que la desfosforilacion de TrkA por Sema3A
afecta a esta via de sefializacién, aunque no a la de AKT (50). Sin embargo,
no fuimos capaces de observar diferencias significativas entre sham y PVL.
Es posible que la desfosforilaciéon parcial por Sema3A, junto con la
sobreexpresidon de NGF, no sea suficiente para detectar una disminucidn en
la actividad de la via MAPK/ERK con nuestros métodos. Asimismo, las vias de
AKT y de MAPK/ERK transmiten, amplifican e integran sefiales a partir de un
amplio rango de estimulos provocando proliferacién celular principalmente
mediante receptores tirosina quinasa, pero también a través de receptores
acoplados a proteinas G y de citoquinas (61). Este hecho podria explicar la
dificultad para distinguir la expresién de AKT y de MAPK/ERK derivada de la
estimulacion de NGF-TrkA de las neuronas adrenérgicas o de otro origen en

nuestro analisis in vivo, en muestras de tejido ganglionar.

Por otro lado, se ha demostrado que, a través de un conjunto de proteinas
adaptadoras, el receptor p75™"™® produce un aumento en la actividad de JNK
contribuyendo a la muerte celular mediante la activacion de la cascada de

caspasas (62;84;97). El aumento en PVL de la expresion de Casp7, clave en la
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ejecucién de la apoptosis (63) confirmd la activacién de la via apoptética a

través de p75"™"

. Ademas, el aumento en ratas PVL en la expresién de la
forma inactiva de PARP (98;99), necesaria en la reparacién del ADN,
confirmd la actividad proteolitica mediada por las caspasas efectoras
durante la apoptosis en el SMG. El aumento en la expresién de p75"'" en
ratas PVL no se relaciond con un aumento de JNK, lo que sugiere, en nuestro

caso, la activacién de la via de las caspasas independiente de JNK.

Finalmente, también se observd un incremento significativo en la expresion

de ROCK. El incremento de Sema3A en presencia de p75" "

y neurotrofinas
induce la retraccién axonal mediada por ROCK (54;56;101). Ademas, el
aumento observado en la expresion de ROCK podria deberse, también, a la
activacion irreversible mediada por las caspasas (57;100) (Figura 7). Por
ultimo, la activacion de ROCK podria estar participando en la inhibicion

indirecta de la via de supervivencia mediada por AKT (57).

Los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que la atrofia simpatica
observada en la inervacion de los vasos mesentéricos podria tener su origen
en alteraciones de neuromodulacidon que conducen a regresidon axonal y

apoptosis en el SMG.
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Figura 7. Efecto de la amida gambadgica sobre las vias de sefializacion neuronal.

Representacion esquematica del efecto de la amida gambdgica sobre el receptor TrkA y sus
cascadas de sefializacion. La fosforilacion de TrkA conduce a la activacién de las vias de
crecimiento neuronal y proliferaciéon (AKT y MAPK/ERK) en detrimento de las vias de
retraccidon axonal y apoptosis neuronal (ROCK, JNK, Caspasas, PARP).

El tratamiento con amida gambdgica

Partiendo de que la activacidn de las vias de retraccion y apoptosis conduce
a un importante déficit de Th en PVL, una estimulacién de las vias de
crecimiento y supervivencia en estos animales deberia oponerse a la via
apoptdtica y por lo tanto, prevenir el déficit de Th y mejorar la

vasodilatacién espldcnica.
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En este Ultimo estudio nos planteamos manipular las vias de sefializacion de
crecimiento y muerte neuronal mediante la administracion de un agonista
de TrkA, la amida gambdgica, que provoca la fosforilaciéon de los residuos
Y490y 751 del receptor TrkA, conduciendo a la activacion de las vias de AKT
y MAPK/ERK y previniendo la muerte neuronal (74). Los resultados
demostraron la activacion de las vias de crecimiento neuronal vy
proliferacién, acompafiada de una mejora importante de la atrofia simpatica

y de la vasodilatacién arterial esplacnica.

El incremento en la expresion de fosfo-TrkA en las PVL tratadas con amida
gambdgica confirmd la efectividad del tratamiento, corroborado también
por un incremento en la actividad de las vias de sefializacién intracelular de
MAPK y AKT (Fig. 7). El aumento en la actividad de AKT concuerda con el
aumento de expresion de nNOS observado en PVL GA. Este incremento
podria estar contribuyendo a un aumento del vasodilatador NO que podria
estar participando en la inhibicién de la via de las caspasas y de ROCK
(97;102). De hecho, aunque la disminucién de Casp7 revelada en PVL GA no
resultd estadisticamente significativa respecto a PVL, el nivel de expresion
tanto de ROCK como de PARP si que disminuyd significativamente,
demostrando un descenso de la via apoptdtica en los animales tratados con

amida gambagica (Fig. 7).

Por otro lado, en los animales PVL tratados con amida gambdgica tanto los
pardmetros hemodinamicos como los de inervacidn simpdatica mejoraron
significativamente respecto a las ratas PVL vehiculo. Pensamos que Ia
mejora hemodindmica en estos animales se debe mayormente a la
prevencion de la atrofia simpdtica puesto que el aumento de estructuras

nerviosas y del contenido de Th en los animales tratados implica,
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probablemente, vasoconstriccion en la zona esplacnica. Sin embargo, los
pardmetros hemodindmicos no se restablecieron por completo
manteniéndose en un estado intermedio entre ratas con hipertensién portal
y ratas control. La razon principal de esta mejora parcial podria ser
simplemente que la atrofia simpatica no es el Unico factor que interviene en
la vasodilatacion arterial esplacnica. Ademas, la amida gambdgica podria
estar produciendo efectos opuestos en los diferentes tejidos del territorio
mesentérico. Por un lado, la activacion de TrkA promueve la proliferacion y
supervivencia de las neuronas adrenérgicas en el SMG mejorando la
neurotransmision adrenérgica y eventualmente la vasoconstriccion
esplacnica pero, por otro lado, la activaciéon de TrkA podria promover la
fosforilaciéon de AKT y eNOS en la vasculatura mesentérica produciendo
vasodilatacidon. Nuestros resultados demostraron que fosfo-AKT y eNOS
estan sobreexpresados en las células endoteliales de la arteria mesentérica
superior de ratas con hipertensién portal comparando con sham. Aun asi, el
tratamiento con Gambogic amide no parecié incrementar esta
sobreexpresion. Resultados previos de microarrays de DNA del laboratorio
(27), demostraron que el receptor TrkA se encuentra infraexpresado en la
SMA a los 14 dias post-cirugia PVL. Un menor nivel en la expresién de
receptores TrkA en PVL implica una menor unién de neurotrofinas, como
NGF, y posiblemente, una menor atraccién de axones adrenérgicos
vasoconstrictores, mediada por NGF, que influiria en el tono vascular. En
este contexto de baja expresion de TrkA, la administracion de un agonista
de TrkA como la amida gambdgica podria Unicamente tener un efecto
parcial y por lo tanto contribuir de manera moderada a la vasodilatacién en

esta zona.
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En resumen, el tratamiento con amida gambdgica restablece parcialmente,
pero significativamente, la alteracién hemodinamica y la atrofia simpatica.
Esta mejoria se debe, muy probablemente, a un aumento significativo en la
actividad de las vias de proliferacidén y supervivencia neuronal (TrkA, AKT,
MAPK/ERK) y a una disminucién de la retraccion axonal y apoptosis neuronal

(ROCKy PARP y Casp7) (Fig. 7).
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13 RESUMEN

e El blogueo de la sefial aferente con capsaicina previene la expression de
cFos en el SON hipotalamico, las alteraciones hemodinamicas, la atrofia
simpatica y la sobreexpression de moduladores neuronales en el SMG de
ratas PVL.

e El aumento de CGRP en el ganglio nodoso de los animales con
hipertension portal indica un aumento de la sefial aferente a través del
nervio vago.

e El incremento de Sema3A (inhibidor de crecimiento neuronal) en PVL
muestra un patrén alrededor de las neuronas adrenérgicas y colocaliza
con fibras positivas para VAChT en el SMG. Ademas, en el nucleo
intermediolateral de la médula espinal, las neuronas colinérgicas
presentan Sema3A, sugiriendo su origen en estas fibras.

e La disminucidon en la expresion de Th en el SMG confirma el déficit
observado previamente en la inervacion simpatica de la vascultura
mesentérica.

e El incremento de Sema3A y de su receptor Nrpl, junto con el aumento
de neurotrofinas NGF y proNGF en el SMG, apuntan hacia la inhibicion
de la via de crecimiento axonal.

NTR

o La expresidon de p75" " y del ratio de los receptores de neurotrofinas

p75"""/TrkA muestran un aumento en PVL respecto a sham. Ademas la
forma activa del receptor TrkA se encuentra disminuida en PVL,

sugiriendo la activacion de la via apoptética a través de p75™".
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El aumento en la expresion de Casp7 activa, de PARP inactiva y de ROCK
indican presencia de apoptosis y de retraccion axonal en el SMG durante
la hipertensién portal.

El tratamiento con amida gambdgica restablece parcialmente, pero
significativamente, la alteracién hemodinamica y la atrofia simpatica
debido, muy probablemente, a un aumento significativo en la actividad
de las vias de proliferacion y supervivencia neuronal (TrkA, AKT,
MAPK/ERK) y una disminucidon de la retraccién axonal y apoptosis

neuronal (ROCKy PARP y Casp7).
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14 CONCLUSIONES

e El sistema nervioso juega un papel central en la génesis de las
alteraciones circulatorias durante la hipertensién portal: los cambios de
presidon generados por la hipertensidon portal desencadenan una sefial
aferente a través de la via sensitiva aferente hasta los nucleos de
regulacion cardiovascular del tronco cerebral, donde se produce una

respuesta eferente responsable de provocar la atrofia simpatica.

e La alteracién adrenérgica y la atrofia simpatica en la vasculatura
mesentérica durante la hipertension portal tiene su origen en
alteraciones de neuromodulacidn que conducen a regresidon simpatica
post-ganglionar y a apoptosis que contribuyen a la vasodilatacion

esplacnica.

e La inhibicion de la apoptosis neuronal y de la regresidn axonal puede
mejorar la atrofia simpdtica de la vasculatura mesentérica y como
consecuencia, las alteraciones hemodindmicas de la hipertensidn portal,

en especial la vasodilatacién arterial esplacnica.
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15 MATERIAL Y METODOS

15.1 TECNICAS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

15.1.1 Modelo de ligadura calibrada de la vena porta

Para el modelo de ligadura de la vena porta (PVL), se induce una
hipertension pre-hepatica por estenosis calibrada de la vena porta a ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley (Charles River, Barcelona, Espafia) de
entre 250 y 300 gramos de peso corporal, tal como describié Vorobioff et al
(4). Mediante una incisién abdominal y bajo anestesia isofluorane (5% para
la induccién y 2% para el mantenimiento) y oxigeno (2%) se aisla la vena
porta del tejido graso mediante una ligadura, posteriormente, se coloca una
aguja de 20G (0.889mm) de punta roma entre la ligadura y la vena, y
finalmente, después de cerrar con fuerza el nudo, se retira la aguja. A las
ratas control (sham) se las somete a una operacion ficticia, realizando
exactamente la misma operacién con la diferencia de que, después del
aislamiento de la vena porta, no se procede a la ligadura. Tras la
intervencidn, los animales se devuelven a sus jaulas, donde quedan con libre

acceso al agua y comida durante 14 dias.

15.1.2 Administracion de capsaicina en ratas adultas

La administracion de capsaicina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) o

vehiculo (80% de solucidn salina fisioldgica, 10% Tween 80y 10% de etanol),
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a una dosis total de 100mg/kg de peso corporal, se lleva a cabo en ratas
macho adultas de 200-250g anestesiadas con isofluorane (5% induccién y
2% mantenimiento) y oxigeno (2%). Se administra en series de tres
inyecciones de 1ml (25, 25, 50 mg/kg subcutaneo) en un periodo de 24h (0,
18, 24h). La posible mortalidad provocada por la capsaicina se disminuye
administrando teofilina (5mg/kg de peso corporal, intraperitoneal) vy
atropina (2mg/kg de peso corporal, intraperitoneal) 30 minutos previos y 3
horas después de la primera inyeccidn de capsaicina. La cirugia PVL o sham
descrita previamente se realiza una semana después de la primera inyeccion
de capsaicina. La eficacia del tratamiento a nivel motor se confirma
instilando una gota de 0.33mM de capsaicina en el ojo el dia de la cirugia y
la vispera del andlisis de las medidas hemodinamicas. Todos los animales
deben mostrar pérdida de reflejo corneal y de sus caracteristicos

movimientos de limpieza.

15.1.3 Administracion de capsaicina en ratas neonatales

A las 48 horas de vida de los animales, se administra una Unica dosis de
capsaicina (50mg/kg de peso corporal) diluida en vehiculo (80% de solucidn
salina fisioldgica, 10% Tween 80 y 10% de etanol) bajo anestesia isofluorane
(5% induccion y 2% mantenimiento) y oxigeno (2%) (39). Las crias se
devuelven a sus jaulas, se destetan a los 21 dias y se separan por género.
Entonces, al alcanzar un peso de 250-300g se realiza la cirugia PVL o sham.
Este mismo dia y la vispera del analisis de las medidas hemodindmicas, al

igual que en el modelo adulto, se instila una gota de 0.33mM de capsaicina
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en el ojo, y se verifica que todas las ratas tratadas muestran pérdida de

reflejo corneal y de sus caracteristicos movimientos de limpieza.

15.1.4 Administracion de amida gambdgica en ratas adultas

La administracion diaria, por via intraperitoneal, de amida gambdgica (Enzo,
Farmingdale, NY, USA) se inicia el mismo dia de la cirugia PVL hasta el dia 14
del modelo. Se administra en ratas macho adultas de 200-250g a una dosis
de 0.35mg/kg de peso corporal por dia, diluida en 500pl totales de vehiculo
(20mg de amida gambdgica en 1 ml de dimetil sulféxido (DMSO) que se

completa con solucidn salina fisioldgica).

15.1.5 Medida de los parametros hemodinamicos

Las medidas de los pardmetros hemodindmicos se realizan 14 dias después
de haber practicado la ligadura de la vena porta (ratas PVL). Se llevan a cabo
bajo condiciones de anestesia con ketamina (100mg/kg) y midazolam
(5mg/kg) por via intraperitoneal. Es importante apuntar que en el caso del
grupo de animales utilizados para el andlisis del marcador cFos en el
cerebro; se presta especial cuidado para prevenir el aumento de cFos
debido al estrés o a la estimulacion nociceptiva. Asi, por un lado, los
animales que chillan o se resisten durante la inyeccién de anestesia se
descartan de los estudios posteriores, y por otro lado, se aplica lidocaina
topica al 2% antes de la incision abdominal. Durante el registro, se controla

la temperatura rectal del animal manteniéndolo a 372C. Las medidas se
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registran a través de la unidad de adquisicion de datos PowerlLab (Harvard

Apparatus, Holliston, MA, USA), que consta del software Chart 5.0

15.1.5.1 Medida de la presion arterial media

La presion arterial media se mide mediante una canula de instalacion
intravascular en la arteria femoral derecha con un catéter de polietileno PE
50 conectado a un transductor de presion de alta sensibilidad (Harvard
Apparatus). Inicialmente, se realiza una incisién en la ingle derecha del
animal, abriéndose paso y rompiendo el musculo, hasta localizar el paquete
compuesto por la arteria, la vena y el nervio femoral. Una vez aislada Ia
arteria, se hace una incision con una aguja de 23G para facilitar la
introduccion de la canula. Mediante dos nudos (seda de 3-0), se inmoviliza

el catéter dentro de la arteria.
15.1.5.2 Medida de la presion portal

La presion portal se mide mediante una canula de instalacidn intravascular
en la vena ileocdlica con un catéter de polietileno PE 50 conectado a un
transductor de presion de alta sensibilidad (Harvard Apparatus). Después de
una incisién abdominal, se extraen y se expanden los intestinos sobre una
gasa empapada con suero fisioldgico. Una vez localizada la vena ileocdlica,
se introduce el catéter directamente por una ramificacion de la misma. El
catéter se inmoviliza dentro de la vena con una gota de pegamento

instantaneo.
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15.1.5.3 Medida del flujo mesentérico

El flujo de la SMA se mide mediante una sonda perivascular ultrasénica
(Doppler) de Imm de didametro (TRANSONIC Systems Inc., Ithaca, NY, USA).
Tras la incisién abdominal, se aisla la SMA del tejido conectivo y graso que la
rodea. Posteriormente, se aplica un gel de transmisién de ultrasonidos sobre
la sonda para facilitar la transmision de la sefial y finalmente, se pinza la

sonda sobre la arteria aislada.

15.1.5.4 Medida de la resistencia mesentérica

La resistencia mesentérica se determina mediante el siguiente calculo:

(MAP-PP) / SMABF)

15.2 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

15.2.1 Western Blot

15.2.1.1 Extracciony conservacion de muestras

Las muestras de SMA se extraen desde el inicio aértico hasta las primeras
ramificaciones, inmediatamente después, se sumergen en N, liquido, y

finalmente se conservan a -802C hasta su procesamiento.

En cuanto a las muestras de SMG simpatico, que se encuentra junto a la
SMA vy cerca del inicio aértico, se localizan con la ayuda de un microscopio
(Carl Zeiss OPML 9FC, Alemania) y se separan del tejido conectivo y de la
arteria mesentérica. Inmediatamente después se sumergen en N, liquido y

se conservan a -802C hasta su procesamiento.
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Para la extraccion de muestras de las arterias mesentéricas de resistencia,
seguimos el protocolo descrito por Briones et al. (103). Tras la decapitacién
del animal, se extrae el arco mesentérico y lo expandimos sobre una
superficie de silicona donde queda sumergido en solucion de Krebbs a 42C.
Con la ayuda del microscopio, las arterias de resistencia de tercer, cuarto y
quinto orden, se separan de su correspondiente vena (componente rigido) y
del tejido graso y conectivo que las rodea. Durante la operacién de
aislamiento se va renovando la solucién salina fria cada 10 minutos. Los

vasos se sumergen en N, liquido y se guardan a -802C.

Finalmente, las muestras de ganglio nodoso, se separan de la arteria
carotida interna y de la vena yugular interna, con la ayuda del microscopio

se sumergen en N, liquido y se conservan a -802C hasta su procesamiento.

15.2.1.2 Extraccion de proteinas

¢ Las muestras de tejido se introducen dentro de los tubos especificos del
Fast Prep Lysis Matrix D (contienen unas bolitas de cerdmica) y se
homogeneizan con 75-250ul (dependiendo de la cantidad de tejido) de
tampon de lisis (10 mg deoxicolato sodio / mI RIPA) y 5 ul de solucién de
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). El tiempo y la intensidad de |a
homogeneizacidon con el Fast Prep varia segun la naturaleza del tejido.

¢ Durante 15 minutos se realizan ciclos de 10 segundos vortex / hielo (para
la rotura de las paredes celulares).

¢ Las muestras se dejan 60 minutos a -809C.

¢ A continuacion, la muestra se centrifuga a 13.000 rpm durante 30

minutos, a 42C.
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¢ Finalmente, se cuantifica el sobrenadante mediante el ensayo BSA que
consiste en la deteccidn colorimétrica a 652 nm (Pierce Biotechnology, IL,

USA).
15.2.1.3 Electroforesis SDS-PAGE (Método Laemmli)

Para la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS PAGE) utilizamos el sistema XCell SureLockTM de
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) con geles de 1Imm de grosor de un porcentaje
de acrilamida del 4% para la zona de concentracién y de 12% para la zona de
separacién o bien, geles uniformes del 10% en funcidon del tamafio de la

proteina.

¢ Las muestras y el peso molecular (SeeBlue® prestained standard 1x) se
preparan afiadiendo tampdn de carga y un agente reductor.

¢ Seguidamente, las muestras se hierven a 952C durante 10 minutos.

e Cargamos de 4-20ug (dependiendo del anticuerpo utilizado, ver tabla 1) de
proteina total de cada muestra.

¢ Los geles se corren a voltaje constante de 120V durante aproximadamente

dos horas.

reactivo volumen (ul)
extracto proteina 7,8
NuPage LDS sample buffer 4x 3

NuPage LDS reducing agent 1,2
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reactivo volumen (pl)
peso molecular 3,6
NuPage LDS sample buffer 4x 3
NuPage LDS reducing agent 1,2
H20 4,2

15.2.1.4 Electrotransferencia

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfieren a una membrana de
polyvinylidene difluoride (PVDF) utilizando el sistema Western Breeze

(Invitrogen).

* En un vaso de precipitados colocamos las esponjas (blotting Pads) en
remojo, con el tampdn de transferencia, para sacar las burbujas de agua que
podrian bloquear la transferencia.

¢ Se hidratan las membranas (30 segundos en metanol, 4 minutos en H20,
10 minutos en tampdn de transferencia).

¢ Los papeles de filtro se empapan con el tampén de transferencia y se
monta el sandwich en el Blot Module (Invitrogen), colocando por orden: 2
esponjas, 1 papel de filtro, el gel, la membrana, 1 papel de filtro y 2 esponjas
mas, procurando que no quede ninguna burbuja entre ninguna de las capas
que forman el sandwich.

¢ Se llena tanto el interior del médulo (hasta que el sandwich quede
cubierto) como el interior de la cubeta con tampdn de transferencia.

e La transferencia se realiza durante una hora a temperatura ambiente a
una diferencia de potencial de 30V, o durante toda la noche a 42C a 15V,

dependiendo del anticuerpo que vayamos a utilizar (tabla 1).
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Una vez finalizada la transferencia, se comprueba la presencia de proteinas,
tifiendo la membrana, durante diez minutos, con rojo de Ponceau (Sigma-

Aldrich). Se lava con H20 para eliminar el exceso de colorante.
15.2.1.5 Inmunodeteccion

La deteccidon de las proteinas de interés se lleva a cabo mediante la
hibridacion secuencial de la membrana con un anticuerpo primario (ver
tabla 1) para las diferentes proteinas y posteriormente con un anticuerpo
secundario conjugado con la peroxidasa de rabano. El control de carga se

realiza con la inmunodeteccién de GAPDH.

¢ La membrana se bloquea con 5% de leche desnatada en polvo, 1% de BSA,
0 5% de fosfobloqueante (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) dependiendo del
anticuerpo primario (Tabla 1) en TBS-T durante 1 hora a temperatura
ambiente o durante toda la noche a 4 2 C, siempre en agitacion.

¢ A continuacion, se incuba la membrana con la dilucién adecuada de
anticuerpo primario (ver tabla 1) en TBS-T durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacidn, o durante toda la noche a 42C en agitacion.

e Se realizan tres lavados de 10 minutos con TBS-T para eliminar el exceso
de anticuerpo primario.

¢ La membrana se incuba con el anticuerpo secundario, anti IgG, diluido en
TBS-T (1/3000 cuando se revela con ECL y 1/50000 cuando se revela con ECL
prime), durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion.

¢ Para eliminar el exceso de anticuerpo secundario se lava la membrana por
triplicado con TBS-T durante 10 minutos.

¢ Las bandas electroforéticas obtenidas se detectan mediante un sistema
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quimioluminescente, ECL Western Blotting Analysis System (Amersham) o
ECL prime Western Blotting Detection Reagent (Amersham). Durante un
minuto las membranas se incuban con el tampdn de deteccidn que contiene
el sustrato de la peroxidasa (500ul tampdn A y 500ul tampdn B). Con papel
de filtro absorbemos el exceso de dicho tampdn.

¢ Las membranas se revelan con pelicula fotografica, Amersham Hyperfilm
ECL (Amersham). El tiempo de exposicion de la pelicula sobre la membrana
depende del anticuerpo primario utilizado.

Para re-incubar la membrana con diferentes anticuerpos primarios, se
sumerge en tampon “stripping” (ThermoScientific) durante 30 minutos a
552C con agitacioén. Posteriormente, la membrana se bloquea y se sigue el

protocolo de inmunodeteccion descrita.
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Anticuerpo primario Casa- Dilucién Ac | transferencia bloqueo
(Acl) comercial,
Th Ab112 1/600 T * 1h, 30V, Ta 5% leche T
CGRP CA1135 1/500 T 1h, 30V, Ta 5% leche T
Sema3A Ab23393 1/1000 T* ON, 15V, 4°C 5% leche T
proNGF AL-Ant-005 1/200 TX 1h, 30V, Ta 5% leche T
NGF Ab6199 1/1000T 1h, 30V, Ta 5% leche T
p75"™" Ab38335 1/500 T 1h,30V,Ta 5% leche T
sortl Ab16640 1/1000T* ON, 15V, 4°C* 5% leche T
fosfo-TrkA (Tyr490) #9141 1/1000 T * ON, 15V, 4°C  5%leche T
TrkA sc-118 1/200T* ON, 15V, 4¢eC 5% leche T
fosfo-JNK #9251 1/1000, 5% 1h, 30V, Ta 5%
(Thr183/Tyr185) fosfobloqueante T fosfobloqueante
JNK #9252 1/1000,5% BSAT 1h,30V, Ta 1% BSAT
fosfo-MAPK/ERK #1370 1/2000, 5% 1h, 30V, Ta 5%
(Thr202/Tyr204) fosfobloqueante T fosfobloqueante
MAPK/ERK #4695 1/1000,5% BSAT 1h,30V, Ta 1% BSAT
fosfo-AKT (Ser 473) #9271 1/1000 5% BSAT ON, 15V, 42C >%
fosfobloqueante
AKT #9272 1/1000 5% BSAT ON, 15V, 42C 1% BSAT
Casp-3 partida #9661 1/10005% BSAT 1h, 30V, Ta 5% leche T
Casp-7 partida #9491 1/1000 5% BSAT  1h, 30V, Ta 5% leche T
ROCK sc-5561 1/200enT* ON, 15V, 4¢C 5% leche T
PARP #9542 1/1000 5% BSAT 1h, 30V, Ta 5% leche T
eNOS BD610296 1/500 T * ON, 15V, 4eC 5% leche T
nNOS BD610309 1/1000 T * ON, 15V, 4eC 5% leche T
GAPDH AMA4300 1/5000 T 1h, 30V, Ta 5% leche T
B-actina A5441 1/5000 T 1h, 30V, Ta 5% leche T

Tabla 1: Tabla de anticuerpos primarios (Ac 1) de Western blot: Los Ac | se incuban
toda la noche a 42C excepto los marcados con (*) (1h a temperatura ambiente). Los
Ac | son de conejo excepto: GAPDH, Pactina, eNOS, nNOS (de ratén). La
concentracién de proteina por muestra es de 10ug para todos los Ac | excepto para
Th (4ug), fosfo-TrkA/TrkA (20ug), casp-7 partida (20ug) y PARP (20ug). Todos los
geles de acrilamida son al 12% excepto para Sema3A, p75"" y TrkA (al 10%).
Revelado con ECL normal excepto Sortl. V: voltaje, T: TTBS 1x, Ta: temperatura

ambiente.
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Anticuerpo secundario (Ac Il) |Casa comercial, cédigo Ac Il| Dilucién, incubaciéon del Ac Il
1 T si ECL pri 1
Anti-rabbit IgG #7074 /500007 si ECL prime, 1/3000
si ECL normal
1/50000 T, si ECL pri 1/3000
ECL Anti-Mouse IgG NA931 / , 51 ECL prime 1/
si ECL normal
. . 1/50000 T, si ECL prime 1/3000
ECL Anti-Rabbit IgG NA934 .
si ECL normal

Tabla 2. Tabla de anticuerpos secundarios (Ac Il) de Western blot: #, Cell
Signaling; NA: GE Healthcare.

15.2.1.6 Analisis

La densitometria de las bandas se cuantifica mediante el software Quantity
One (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Posteriormente, Ia
intensidad de las bandas se corrige (eliminando el ruido de fondo) y se
normaliza (por GAPDH). Finalmente, se comparan las intensidades de las
bandas que provienen de diferentes muestras detectadas con un mismo

anticuerpo, mediante un test t, utilizando el programa Sigma Stat 3.0.

15.2.2 Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

15.2.2.1 Extraccion y conservacion de muestras para la inclusién en

bloques de parafina

Tanto la SMA como el SMG de cada animal se extraen tal y como esta
explicado en el apartado de Western blot. Acto seguido, se fijan con
paraformaldehido tamponado al 4% durante 20 horas y se conservan a 42C

con etanol al 50% hasta su inclusion en un bloque de parafina. El primer
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paso consiste en una deshidrataciéon, donde el tejido, dentro de un casete,
se sumerge en alcoholes crecientes para eliminar el H,0. A continuacién se
sumerge en xilol que llena el espacio que ocupaba el H,0 en el tejido y

finalmente tiene lugar la impregnacion con parafina.

solucion tiempo (min)

etanol 70% 45
etanol 96% | 30
etanol 96% Il 30
etanol 100% | 15
etanol 100% I 45
xilol | 15
xilol I 15
parafina l 60

parafina ll 60

Durante la inclusidn, la muestra de SMA se orienta para que la zona de
interés, la parte mas proxima al origen adrtico, quede lo mas cerca posible
de la superficie de corte.

Se realizan cortes histoldgicos de 3 micras de espesor a partir de los bloques
de parafina con el microtomo, y se van depositando en sucesivos porta-

objetos.
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15.2.2.2 Extraccién y conservacion de muestras para la inclusién en

bloques de OCT

Para la extraccion de muestras de cerebro, los animales se sacrifican
mediante la administracion de un exceso de pentobarbital de sodio
(50mg/kg de peso corporal) y se perfunden con suero salino fisioldgico a 42C
seguido de 4% de paraformaldehido a 49C. Las muestras de cerebro se
extraen y se crioprotegen en 30% de sucrosa en 0.1mol/l de tampdn fosfato
entre 1y 3 dias a 42C, después se congelan en metilbutano y se conservan a
-802C. Para proceder al corte de la muestra, se construye un bloque de OCT
(Tissue-Tek ®) alrededor de ésta a -20°C, y mediante un criostato (Leica
CM30508S) se realizan secciones sucesivas de 30 micras, a nivel del nucleo
supraodptico del cerebro que se encuentra en el hipotdlamo (interaural
8.16mm, bregma -0.84mm). Las secciones se van depositando en

portaobjetos que se conservaran a -802C hasta su procesamiento.

En cuanto a las muestras de médula espinal, una vez el animal sacrificado, se
extrae un tramo de la columna vertebral (desde la T9 a la T13) conservando
las vértebras de alrededor, sin las costillas. Tras sumergir las muestras en 4%
de paraformaldehido a 4°C durante 48 horas, se separa y se extrae la
médula espinal de las vértebras. Una vez aisladas, se sumergen en 30% de
sucrosa en 0.1mol/l de tampdn fosfato entre 1y 3 dias a 42C, se congelan en
metilbutano y se conservan a -802C. De la misma manera que con las
muestras de cerebro, se incluyen en un bloque de OCT y se realizan cortes
sucesivos transversales de 8 micras que se van depositando en porta-

objetos que se conservaran a -802C hasta su procesamiento.
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15.2.2.3 Pretratamiento de muestras parafinadas

¢ Los porta-objetos que contienen las muestras se desparafinan a 602C
durante 60min.
¢ A continuacion se lleva a cabo el proceso de deshidratacidn, dentro de

cubetas, sin agitacion y a temperatura ambiente.

solucién tiempo (min)
citrosol 20
etanol 100%
etanol 95%
etanol 70%
H20d

(S2 IO I, ) |

* Los porta-objetos se introducen en tampon citrato, durante 20 minutos a
959C, después se dejan enfriar dentro del mismo tampén durante 25
minutos.

e Se realizan tres lavados de 5 minutos con PBS 1x manteniendo la cubeta

en agitacion.

15.2.2.4 Pretratamiento de muestras congeladas

¢ Las preparaciones se dejan descongelar durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

¢ A continuacion, se fijan las muestras con acetona durante 10 minutos.
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¢ Se realiza un lavado rapido seguido de tres lavados de 5 minutos en PBS

1x, en agitacion y a temperatura ambiente.

15.2.2.5 Deteccién por inmunohistoquimica

Realizamos la técnica de inmunohistoquimica en los paquetes nerviosos de
muestras parafinadas de SMA de ratas con hipertension portal y ratas

control.

¢ Se bloquea la peroxidasa endégena con una solucién de H,0, (3% v/v)
durante 10 minutos en agitacion.

¢ Se realizan dos lavados de 5 minutos, el primero con H,0 destilada y el
segundo con PBS 1x.

¢ A continuacion, se bloguean las muestras con una solucién de suero de
cabray PBS 1x (5% p/v). Se aplican 50ul de solucién de bloqueo sobre cada
muestra y se dejan incubar dentro de una cdmara humeda durante 30
minutos a temperatura ambiente.

¢ Después de escurrir la solucidn de bloqueo, sin lavar, se aplican 50ul de
dilucion de anticuerpo primario sobre cada muestra y se deja incubar en una
camara humeda toda la noche a 42C. La dilucion del anticuerpo primario
(1/250 v/v) se realiza con Antibody diluyente (Dako, Glostrup, Dinamarca).
En el caso del control negativo, en vez de la solucién del anticuerpo
primario, las muestras se incuban en PBS 1x.

¢ Para eliminar el exceso de anticuerpo primario se realizan tres lavados de
5 minutos con PBS 1x.

e El anticuerpo secundario Envision anti-rabbit (Dako) se aplica sobre cada

muestra y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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¢ Para eliminar el exceso de anticuerpo secundario se lavan las
preparaciones por triplicado con PBS 1x durante 5 minutos.

* Para detectar la proteina se utiliza la solucién de revelado para la enzima
peroxidasa del kit de revelado VIP substrate kit (Vector, Burlingame, CA,
USA) que produce un precipitado violeta. Se deja incubar bajo el
microscopio hasta que el marcaje aparece, aproximadamente 5 minutos. La
reaccion de marcaje se para con H,0 destilada, y finalmente con agua
corriente.

e La contra tincion se realiza sumergiendo las preparaciones unos segundos
con hematoxilina de Mayer (Sigma, Aldrich). Seguidamente, se elimina el
exceso lavando con abundante agua corriente.

¢ Después de dejar las muestras con H,0 destilada durante 5 minutos, se
deshidratan sumergiéndolas 10 veces en alcoholes crecientes (etanol al 70,
95y 100% v/v), finalmente se dejan 5 minutos en xilol.

¢ El montaje se lleva a cabo con una gota de DPX (Fluka) que posteriormente

cubrimos con un cubre-objetos.
15.2.2.6 Cuantificacion y analisis de inmunohistoquimica

El analisis de los resultados obtenidos por inmunohistoquimica se realiza
sacando varias fotografias por cada muestra de SMA a un aumento de 200X
de los paquetes nerviosos que rodean la SMA utilizando una cdmara digital
acoplada a un microscopio Olympus BX61 (Olympus, Hamburgo, Alemania).
El andlisis cuantitativo se lleva a cabo mediante el programa de analisis de
imagen Image Pro Plus (Media Cybernetics, Infaimon, Barcelona, Spain).
Cada imagen de color de tipo RGB se convierte en dos imagenes en escala
de grises correspondientes a la informacion contenida en los canales azul y

verde. El canal azul se utiliza para definir y seleccionar las regiones de
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interés (ROI) correspondientes a los paquetes nerviosos. Para calcular el
porcentaje de tincién dentro del ROI se determina un umbral de intensidad
en la imagen del canal verde. También se calcula el drea ocupada por las
estructuras nerviosas. Los parametros morfoldgicos relativos a las
estructuras nerviosas se comparan con un test de Mann Withney (no
paramétrico) utilizando el programa Sigma Stat 3.0. Establecemos Ia

significancia estadistica a p<0.05.

15.2.3 Deteccion por inmunofluorescencia

Realizamos la técnica de inmunofluorescencia en muestras de tejido
parafinado o congelado para detectar y localizar diferentes marcadores en
los paquetes nerviosos de muestras de SMA, en muestras de SMG, de
médula espinal y de cerebro de ratas con hipertensién portal y ratas control

(ver tabla 3).

® Las muestras se permeabilizan con 0.25% de tritén-100X en PBS 1x 10

minutos en agitacién y a temperatura ambiente.

¢ A continuacidn, se bloquean las muestras sumergiéndolas en una solucién
de 1% BSA y PBS-T 1x durante 30 minutos a temperatura ambiente.

* Después de escurrir la solucién de bloqueo, sin lavar, se aplican 50ul de
dilucién de anticuerpo primario sobre cada muestra y se deja incubar en una
camara humeda a 42C toda la noche o 48 horas, dependiendo del
anticuerpo (ver tabla 3). La dilucidn del anticuerpo primario se realiza con
PBS-T 1x. Para el control negativo, en vez de la solucién del anticuerpo

primario, las muestras se incuban con PBS-T 1x.
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¢ Para eliminar el exceso de anticuerpo primario se realizan tres lavados de

5 minutos con PBS 1x.

e El anticuerpo secundario (tabla 3), diluido en PBS-T 1x, se aplica sobre
cada muestra y se incuba durante 1 o 4 horas dependiendo del anticuerpo a
temperatura ambiente.

¢ Para eliminar el exceso de anticuerpo secundario se lavan las
preparaciones por triplicado con PBS 1x, durante 5 minutos.

¢ Las muestras se dejan secar y se montan con una gota de medio de

montaje Vectashield hard set mounting medium for fluorescence y un cubre.

¢ Se dejan secar de 20-30 minutos a temperatura ambiente a oscurasy se

miran en el microscopio Olympus BX61 (Olympus, Hamburgo, Alemania).
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Anticuerpo primario (Acl)

Casa comercial, codigo Acl

Dilucion del Acl

Th
CGRP

CGRP
nNos
Sema3A*
Nrp-1
Vacht*
cFos*
075 NTR
TrkA
fosfo-Akt (Ser 473)
eNOS
sortilina

Abcam, Ab112
Enzo, CA1135

Bioporto, ABS 026-04
BD Transduction, 610309
Abcam, Ab23393
R&D Systems, AF566
Novus biologicals, NB110-74764
Sta Cruz, sc-52
Abcam, Ab38335
Santa Cruz, sc-118
Cell Signalling, #9271
BD Transduction, 610296
Abcam, Ab16640

1/250
1/200
1/400
1/200
1/200
1/20
1/200
1/3000
1/500
1/200
1/50
1/50
1/200

Anticuerpo primario (Acll)

Casa comercial, codigo Acll

Dilucion del Acll

anti-rabbit 1gG (FITC)
anti-mouse (Chromeo546)
DyLight 596

Abcam, ab6717
Abcam, ab60316
Bethyl, A50200D4

1/500
1/500
1/500

Tabla 3. Tabla de anticuerpos primarios (Ac I) y anticuerpos secundarios (Ac Il) de

inmunohistoquimica e inmunofluorescencia: Los Ac | se incuban toda la noche a

49C excepto los marcados con (*) que se incubaron 48 horas a 42C en muestras de

médula espinal y cerebro.

15.2.3.1 Cuantificacion y analisis de inmunofluorescencia

Para el analisis cuantitativo de inmunofluorescencia en el SMG, se toman

tres imagenes representativas para cada muestra de ganglio, a un aumento

de 400X y se mide el contenido de proteina con el software de anadlisis de

Image J. (http://rsbweb.nih.gov/ii/).
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Para la deteccion de proteinas realizadas mediante inmunofluorescencia
simultdnea con diferentes anticuerpos, las imagenes se toman a un
aumento de 400x con el microscopio confocal Olympus FV1000 (Olympus,

Hamburg, Germany).

15.3 REACTIVOS Y TAMPONES

15.3.1 WESTERN BLOT

Solucion de Krebbs
4.7 mM KCI

2.5 mM CaCl2

1.1 mM KH2PO4
1.2 mM MgS04

25 mM NaHCO3

11.1 mM glucosa

Tampon de lisis para la extraccidon de proteinas

10% (p/v) deoxicolato sddico

6% coctel de Inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) en tampdn RIPA (Sigma-
Aldrich)

Tampon de electroforesis (espacio exterior)

1x NuPAGE MES SDS Running Buffer (Invitrogen)
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Tampon de electroforesis (espacio interior)
200 ml 1x NuPAGE MES SDS Running Buffer
500ul NuPAGE Antioxidante (Invitrogen)

TBS 10x (1L)
160 g NaCl

4 g KClI

150 g Tris-HCI
pH 8

TBS-T 1x (1L)
0,1% (p/v) Tween 20 en TBS 1x

Tampon de transferencia (1L)

50 ml NuPAGE Transfer Buffer 20x (Invitrogen)
1 ml NuPAGE Antioxidante (Invitrogen)

50 ml MeOH

849 ml H20 MQ

15.3.2 INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOFLUORESCENCIA

PBS 10x (1L)

80g NaCl
2.0g KCI
14.4g Na2HPO4



2.4g KH2PO4
pH 7.4

PBS-T 1x (1L)
0,1% (p/v) Tween 20 en PBS 1x

Tampon citrato (1L)
10mm tri-sodium Citrate

pH 6
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