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INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

La celula endotelial hepatica y esplacnica sufre un Modelo de cirrosis experimental: El estudio se realizé en ratas Wistar adultas fibréticas, cirréticas (CH) y controles (CT),
proceso de transformacion fenotipica durante la segun los criterios del Comité Etico del Hospital Clinic. La fibrosis/cirrosis fue inducida por inhalacion de CCl, siguiendo un
progresion de la fibrosis hepatica caracterizado por la protocolo establecido en nuestro laboratorio (Tugues et al. Gastroenterology 2005; 129: 1686-16995).

sintesis de moléculas proinflamatorias. Sin embargo, se Alslamiento e inmortalizacion de las PVECs: PVECs primarias se aislaron de la vena porta de ratas CT y CH utilizando un
desconoce si esta disfuncidon endotelial ocurre en otros anticuerpo rabbit anti-rat CD31 (Abbiotec), como anticuerpo primario, y bolas magneticas unidas con un anticuerpo
secundario goat anti-rabbit (MACS system, Miltenyi Biotec). La inmortalizacion de las celulas se llevo a cabo utilizando un
retrovirus que contenia la secuencia larga del antigeno T del virus SV40.

Tratamiento in vitro e in vivo con CeO,NPs: Para el tratamiento in vitro, cultivos de PVECs CH y CT fueron tratados con
1ug/mL CeO,NPs durante 24h. Para el tratamiento in vivo, ratas fibroticas se trataron de forma intravenosa (vena de la cola)
, _ con vehiculo o con 0.1mg/kg CeO,NPs 2 veces por semana durante 2 semanas.

Act_ualn_lente, se ] es_tan evaluando las p0’5|bles Estrés oxidativo: El grado de estrés oxidativo presente en las lineas celulares se determind mediante un ensayo con
a!:)llca(:lones terapeutlca:s _ de la ) n_anntecnulogla €N diclorofluoresceina (DCF, Invitrogen) siguiendo el protocolo descrito en el kit.

diferentes ensayos pre-clinicos y clinicos. Una de estas pcR en Tiempo Real: El RNA total se extrajo de PVEC en cultivo utilizando el reactivo Trizol (Life Technologies, Rockville,
aplicaciones es el uso de CeO,NPs, que han demostrado D). Un microgramo de RNA total se retrotranscribi6 mediante First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim,
tener efectividad terapéutica en tejidos sometidos a Germany). Posteriormente, las muestras de DNA complementario se amplificaron unos 30-35 ciclos (94°C durante 30
estres oxidativo e inflamacion cronica. Existen evidencias segundos, 55-60°C durante 30 segundos, y 72°C durante1 minuto) con LigthCycler 480 (Roche Diagnostics). Para normalizar
de que las PVEC se pueden activar en diferentes los resultados, se us6 HPRT como gen de referencia. Los cebadores especificos para la amplificacion del DNA

situaciones patologicas y sobreexpresar moleculas complementario fueron:

proinflamatorias como ICAM-1, IL-6 o TNF-a (Fontaine et
al., Ann Clin Lab Sci 2002; 32(4): 352-361). Sin embargo, Colageno |, 9'-AGACCTGGCGAGAGAGGAGT-3’ (forward primer) y 9'-ATCCAGACCGTTGTGTCCTC-3’ (reverse primer);

TIMP1, 5-CATGGAGAGCCTCTGTGGAT-3’ (forward primer) y 5-TGTGCAAATTTCCGTTCCTT-3’ (reverse primer);
TIMP2, 5-GACAAGGACATCGAATTTATCTACAC-3’ (forward primer) y 5-CCATCTCCTTCCGCCTTC-3’ (reverse primer):
PIGF, 5-GTTGGCTGTGCACTCCCAG-3’ (forward primer) y 5-GTTGGCTGTGCACTCCCAG-3’ (reverse primer):
OBJECTIVOS Endotelina-1, 5-CTCCTCCTTGATGGACAAGG-3’ (forward primer) y 5-CTTGATGCTGTTGCTGATGG-3’ (reverse primer);
— _ — IL-6, 5-GCCCTTCAGGAACAGCTATGA-3’ (forward primer) y 5-TGTCAACAACATCAGTCCCAAGA-3’ (reverse primer):
El objetivo fue el de caracterizar el grado de activacion de p\/p2 5-GCGCTTTTCTCGAATCCAT-3 (forward primer) y 5-GGGTATCCATCTCCATGCTC-3 (reverse primer).

PVECs aisladas de ratas controles (CT) y ratas cirroticas pMP9 5-CCTGAAAACCTCCAACCTCA-3 (forward primer) y 5-GAGTGTAACCATAGCGGTACAGG-3’ (reverse primer):
(CH), y evaluar nuevas estrategias terapéuticas para MMP13,5-TCTGCACCCTCAGCAGGTTG-3’ (forward primer) y 5-CATGAGGTCTCGGGATGGATG-3’ (reverse primer); y

territorios vasculares, como por ejemplo en la vena porta.
Esta cuestion es relevante si se toma en consideracion la
elevada morbimortalidad asociada a las complicaciones
portales que acontecen en los pacientes cirroticos.

la ausencia de lineas celulares endoteliales portales
limitan la investigacion en este campo.

revertir su activacion en la condicion de cirrosis. HPRT, 5-GACCGGTTCTGTCATGTCG-3' (forward primer) y 5-ACCTGGTTCATCATCACTAATCAC-3' (reverse primer).
RESULTADOS
1. Las PVECs aisladas de ratas CT CH mantienen diferencias || 2. El tratamiento de las PVECs con CeO,NPs revierte parcialmente la
fenotipicas ocasionadas por la cirrosis experimental activacion de las PVEC-CH
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(a) Panel de genes de activacion endotelial. Con el objetivo de comprobar el mantenimiento de diferencias £
fenotipicas entre CT y CH se determinaron los niveles de expresion de un panel de genes de activacion endotelial. E
Se observaron cambios significativos de expresion en los siguientes genes: Colageno |, Endotelina-1, MMP2, IL-6, -
TIMP1, TIMP2 y PIGF (n=10) (*p<0.09). El mismo panel se encontré sobreexpresado en venas portales de ratas CH. hx
(b) Perfil proteémico del sobrenadante de cultivos de PVECs CT y CH. Para investigar el perfil del secretoma E
de las PVEC se analizo el medio de cultivo mediante espectrometria de masas de alta resolucion (SELDI-TOF). En S 0.0-
comparacion con PVEC-CT, las PVEC-CH mostraron un perfil protedmico diferencial. n‘@f" qﬁﬁ .@fﬁ Qéf’b é‘"ﬁ ,es"
(c) Deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Con el propdsito de encontrar un denominador comun Q (&"' ? ! c&"'
causante de estos cambios fenotipicos, estudiamos el grado de estrés oxidativo presente en estas lineas celulares X *
mediante un ensayo con diclorofluoresceina (DCF). Las PVEC-CH mostraron un incremento significativo de estrés
oxidativo en comparacion con las PVEC-CT (n=10) (*p<0.05). (a) Las CeO,NPs modifican el estrés oxidativo de las PVEC-CH de manera dosis-dependiente. Con el
proposito de evaluar la efectividad terapeutica de las CeO,NPs en las PVECs, se evalud el grado de estres
= oxidativo presente en estas células a diferentes concentraciones de nanoparticulas. El tratamiento de las PVEC-CH
CONCLUSION " P

con 1ug/mL de CeO,NPs durante 24h redujo significativamente los niveles de estrés oxidativo (n=10) (*p<0.03).

- - - - (b) EI tratamiento in vitro con CeO,NPs revierte parcialmente la activaciéon de las PVEC-CH. El tratamiento
Hemos generado lineas celulares de PVEC CT y CH que mantienen sus diferencias (|| ge jJas PVEC-CH con 1ug/mL de CeO,NPs durante 24h redujo significativamente la expresion de los genes TIMP2
fenotipicas. El fenotipo patologico de las PVEC-CH se revierte parcialmente al disminuir el |||e |L-6 (n=10) (*p<0.05).

estrés oxidativo con CeO,NPs. Las nanoparticulas presentan una eficacia y una cinética de |||(c) El tratamiento in vivo con CeO,NPs reduce la inflamacion de la vena porta en ratas fibréticas. Con el
hormésis in vitro que es exclusiva de la condicion CH. Estos resultados abren nuevas objetivo de estudiar la potencialidad terapéutica de las CeO,NPs in vivo, ratas fibroticas fueron tratadas i.v. con

perspectivas para la aplicabilidad de la nanomedicina en el tratamiento de la disfuncién |||Vehiculo (n=5) o con 0.1mg/kg de CeO,NPs (n=3). Las venas portales de las ratas tratadas con CeO,NPs
endotelial mostraron una disminucion significativa de la expresion de IL-6, en comparacion con el grupo vehiculo (*p<0.095).
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