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1. INTRODUCCIÓ 

La síndrome de la hipertensió portal és la més greu de les complicacions de les 

malalties cròniques del fetge, com són la cirrosi hepàtica, l’hepatitis crònica, la malaltia 

hepàtica alcohòlica o el carcinoma hepatocel·lular, i és la primera causa de mort i 

trasplantament hepàtic entre aquests malalts. La hipertensió portal també és la causa 

principal d’altres complicacions greus de la cirrosi, com l’ascites, la insuficiència renal o 

l’encefalopatia hepàtica (1-3).��

�

La hipertensió portal es caracteritza per un increment patològic de la pressió sanguínia 

a la vena porta per damunt del seu valor normal (entre 1 i 5 mmHg). Com en qualsevol 

sistema hidrodinàmic, la pressió portal ve determinada per la interrelació entre el flux, 

en aquest cas el flux sanguini portal, i la resistència que s’oposa a aquest flux. 

Mitjançant la Llei d’Ohm, podem calcular el gradient de pressió entre dos punts en un 

vas sanguini amb la següent equació:  

                                                     �P = Q x R 

On �P seria el gradient de pressió portal, Q, el flux sanguini de tot el territori venós 

portal i R, la resistència vascular exercida pel sistema portal i pel mateix fetge. Així 

doncs, un increment en el gradient de pressió portal es pot originar per un augment de 

les resistències, per un augment de l’aflux sanguini portal o per una combinació de tots 

dos (1-3). 

1.1. La resistència vascular intrahepàtica. Component estructural i component 
vascular 

El factor desencadenant primari de la hipertensió portal en la cirrosi és l’augment de la 

resistència vascular exercida pel fetge, que podem atribuir a dos components. En 

primer lloc, un component estructural degut a la distorsió de l’arquitectura normal del 

fetge, causada per la fibrosi, la cicatrització i la formació de nòduls de regeneració. 

Aquest component estructural es calcula responsable d’un 60-70% de l’increment de la 

resistència intrahepàtica. Paral·lelament, intervé un component vascular, degut a 

l’acció d’elements contràctils i de substàncies vasoactives al fetge, el qual es considera 

responsable del 30-40% de l’increment de la resistència intrahepàtica (1-3).  
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Els principals elements contràctils implicats en l’increment de la resistència vascular 

intrahepàtica són les cèl·lules de múscul llis vascular (presents en les vènules portals) 

i, sobre tot, les cèl·lules estrellades hepàtiques. Aquestes cèl·lules, també conegudes 

com a cèl·lules d’Ito, són pericits específics del fetge i es troben a l’espai de Disse, 

entre les cèl·lules endotelials i els hepatòcits. Les cèl·lules estrellades presenten 

extensions citoplasmàtiques que envolten els sinusoides, fet que els permet, 

mitjançant contracció, regular el flux sinusoïdal. Davant d’un dany hepatocel·lular es 

produeix l’activació de les cèl·lules estrellades, la qual dóna lloc a cèl·lules amb un 

fenotip tipus miofibroblast, amb potencial profibrogènic i gran capacitat contràctil. En el 

cas que el dany hepàtic esdevingui crònic, les cèl·lules estrellades es perpetuen en 

l’estat activat (4,5).  

S’han descrit diverses substàncies vasoactives implicades en la regulació de la 

resistència vascular intrahepàtica (6,7). En la cirrosi es produeix un important 

desequilibri entre aquests mediadors, amb elevats nivells de vasoconstrictors 

(endotelina, angiotensina II, vasopressina, norepinefrina o tromboxà, entre d’altres) 

acompanyats de nivells anormalment reduïts de vasodilatadors (principalment òxid 

nítric), que contribueix a l’increment de la resistència vascular intrahepàtica. 

Paral·lelament, el fetge cirròtic presenta hiperresposta als vasoconstrictors i 

hiporesposta als vasodilatadors (6,7).  

En condicions normals, l’endoteli és capaç de produir un estímul vasodilatador en 

resposta a un increment de flux, de pressió o d’agents vasoconstrictors, però en 

determinades condicions patològiques, entre les quals figura la cirrosi, però també la 

hipertensió arterial o la diabetis, es produeix un desequilibri en aquesta vasodilatació 

dependent de l’endoteli. Aquesta condició, present en la vasculatura del fetge cirròtic, 

es coneix com a disfunció endotelial (8), i s’atribueix a la reduïda biodisponibilitat d’òxid 

nítric (NO) i a la producció excessiva de vasoconstrictors derivats de l’endoteli.  

L’enzim NO sintasa endotelial (eNOS) és el principal productor d’òxid nítric. La reduïda 

producció d’òxid nítric (NO) en el fetge cirròtic té lloc tot i que els nivells d’eNOS són 

normals, fet que indica que la seva activitat està alterada per modificacions post-

traduccionals, com l’increment en l’expressió de caveolina o defectes en el cofactor 

tetrahidrobiopterina (BH4) (9,10).  
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1.2. Formació de vasos col·laterals portosistèmics 

L’establiment de la hipertensió portal provoca el desenvolupament d’una sèrie de 

vasos col·laterals que deriven la sang des de la vena porta cap a la circulació 

sistèmica amb la finalitat de descomprimir el territori portal (2). Aquest fenomen, també 

conegut com a shunting portosistèmic, en principi beneficiós per la descompressió de 

la vena porta, comporta una sèrie de problemes associats, com la formació de varices 

gastroesofàgiques. Les hemorràgies gastrointestinals per la ruptura d’aquestes varices 

resulten difícils d’aturar i, en ocasions, poden ser letals (11,12).      

A més a més, els vasos col·laterals portosistèmics impliquen que la sang passi 

directament del territori esplàncnic a la circulació sistèmica sense passar pel fetge. 

Això suposa que arribin a la circulació sistèmica partícules i substàncies que en 

condicions normals es metabolitzarien en el fetge, i pot conduir a situacions com la 

sèpsia i l’encefalopatia hepàtica (2). En etapes avançades de la hipertensió portal, la 

circulació col·lateral pot reconduir fins al 90% de la sang que entra al sistema portal.  

La formació dels vasos col·laterals portosistèmics s’ha atribuït tradicionalment a un 

procés complex que implica la obertura, dilatació i hipertròfia de canals vasculars 

preexistents (13). Més recentment, estudis previs realitzats en el nostre laboratori han 

posat en relleu que un procés d’angiogènesi dirigit pel Factor de Creixement de 

l’Endoteli Vascular (VEGF) modula la formació de col·laterals (14).  

1.3. Circulació hiperdinàmica esplàncnica  

Tot i la formació dels vasos col·laterals portosistèmics, que descomprimeixen el territori 

portal, la pressió portal es manté elevada. El motiu és que, concomitantment, es 

produeix un increment en el volum de sang que arriba a la vena porta degut a 

l’augment del flux sanguini als òrgans esplàncnics (estómac, duodè, intestí, mesenteri, 

pàncrees i melsa). Aquesta situació condueix a una circulació hiperdinàmica 

esplàncnica, i contribueix a mantenir i agreujar la síndrome de la hipertensió portal, en 

les seves etapes més avançades (2). 

Els mecanismes implicats en l’establiment d’aquesta hiperdinàmia esplàncnica no són 

ben coneguts, i es considera un fenomen multifactorial, amb implicació de mecanismes 

neurogènics, humorals i locals. S’ha descrit una sobreproducció de vasodilatadors 
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paracrins circulants i una hiporesposta als vasoconstrictors (2,15,16). Aquesta situació 

resulta en una marcada vasodilatació arteriolar en els òrgans esplàncnics, la sang dels 

quals concorre a la vena porta, mantenint així la pressió portal elevada.  

La majoria de vasodilatadors implicats en l’establiment de la circulació hiperdinàmica 

esplàncnica són molècules que tenen origen en el mateix territori esplàncnic i, en 

condicions normals, són metabolitzades al fetge. Així doncs, en el context de la cirrosi, 

els vasodilatadors s’acumulen a la circulació sistèmica a causa de la reduïda 

metabolització per part del fetge malalt o del shunting portosistèmic.  

Diverses substàncies, algunes d’elles circulants com el glucagó i els 

endocannabinoids, d’altres de paracrines com la prostaciclina (PIG2) o el monòxid de 

carboni (CO) s’han descrit com a promotores de la marcada vasodilatació esplàncnica 

observada en la cirrosi, però el mediador més important sembla ser l’òxid nítric (NO) 

(1-3).  

Estudis realitzats en models experimentals han mostrat un increment de l’expressió de 

la sintasa d’òxid nítric endotelial (eNOS) en artèries mesentèriques durant la cirrosi 

(17), al contrari que la isoforma induïble (iNOS), la qual sembla no tenir una implicació 

en aquesta sobreproducció de NO. S’ha descrit que els pacients cirròtics i animals 

amb hipertensió portal experimental presenten elevats nivells plasmàtics d’òxid nítric, 

principalment en el territori portal, suggerint una producció mesentèrica d’aquest 

vasodilatador (18). A més a més, la inhibició de la síntesi de NO mitjançant inhibidors 

específics corregeix parcialment l’estat de circulació hiperdinàmica esplàncnica 

(19,20). 

L’excessiva producció d’òxid nítric en el territori esplàncnic és degut a un increment de 

l’expressió d’eNOS, però també a una activitat incrementada d’aquest enzim (17). En 

aquest sentit, s’han descrit diversos factors que poden activar eNOS, com l’estrès per 

fregament (shear stress), el TNF-α o la presència de substàncies vasoactives 

circulants (endotelina, angiotensina II, vasopressina o norepinefrina), entre d’altres, 

però el mecanisme inicial responsable de la regulació a l’alça de l’activitat de l’eNOS 

en la hipertensió portal sembla ser la fosforilació de l’enzim per part d’Akt (21).  

És remarcable el fet que l’increment de la síntesi de NO en el territori esplàncnic es 

produeix al mateix temps que la síntesi reduïda d’aquest vasodilatador al fetge, la qual 

participa en l’increment de la resistència vascular intrahepàtica. Aquest fet constitueix 
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el que s’ha anomenat la “paradoxa de la hipertensió portal” (22), que descriu la situació 

en la que en un territori predomina la vasodilatació i en l’altre la vasoconstricció. A 

l’hora de planificar estratègies terapèutiques cal tenir en compte aquest fenomen, ja 

que un tractament beneficiós a nivell hepàtic podria resultar perjudicial a nivell 

esplàncnic i viceversa.  

Recentment, estudis del nostre grup han demostrat que en el territori esplàncnic de 

models animals d’hipertensió portal té lloc un procés de neovascularització estimulat 

pel Factor de Creixement de l’Endoteli Vascular (VEGF) que contribueix a l’increment 

del flux sanguini als òrgans esplàncnics (23).  

1.4.  Hiperdinàmia sistèmica 

En les fases més avançades de la cirrosi, tan pacients com models animals presenten 

una circulació hiperdinàmica sistèmica. Aquesta es caracteritza per una vasodilatació 

generalitzada acompanyada d’un descens en la pressió arterial i la resistència vascular 

perifèrica, juntament amb un augment de la despesa cardíaca i el volum plasmàtic (1-

3). 

Aquests canvis hemodinàmics a nivell sistèmic es produeixen a conseqüència de 

l’exagerada producció de vasodilatadors a nivell esplàncnic, acompanyada de la 

reduïda metabolització d’aquests per part del fetge patològic, que ja hem mencionat. 

L’acumulació d’aquests vasodilatadors en la circulació perifèrica comporta una 

vasodilatació arterial generalitzada, seguida d’una hipovolèmia relativa de la circulació 

arterial. En aquesta situació es produeix l’activació d’una sèrie de sistemes reguladors, 

com el sistema renina-angiotensina o la secreció de vasopressina, que activen la 

retenció d’aigua i sodi per part del ronyó, augmentant així el volum plasmàtic per tal de 

mantenir la pressió arterial perifèrica (1-3).  

Aquesta circulació hiperdinàmica és la causant de complicacions associades a la 

hipertensió portal en diversos òrgans, com l’elevada retenció de sodi a nivell renal, la 

síndrome hepatopulmonar, la progressió d’encefalopatia hepàtica, la síndrome 

d’isquèmia o l’aparició d’estrès oxidatiu en diferents teixits. La severitat de la circulació 

hiperdinàmica es considera un índex de la prognosi i supervivència dels pacients amb 

hipertensió portal (1-3). 
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1.5. Angiogènesi  

L’angiogènesi es defineix com el procés fisiològic mitjançant el qual es formen nous 

vasos sanguinis a partir de la vasculatura preexistent. Té una implicació important 

durant el desenvolupament embrionari i el creixement, mentre que, en l’edat adulta, 

gran part dels vasos sanguinis esdevenen quiescents i l’angiogènesi intervé únicament 

en funcions reproductives (durant el cicle ovàric o a la placenta, durant 

l’embaràs)(24,25). De tota manera, les cèl·lules endotelials mantenen la capacitat de 

dividir-se ràpidament en resposta a estímuls concrets, com la hipòxia i, així, 

l’angiogènesi s’activa en la cicatrització i la reparació de teixits danyats, però també en 

processos fisiopatològics, com el càncer o processos inflamatoris. El correcte 

funcionament d’aquest procés depèn, fonamentalment, de l’equilibri entre factors 

promotors i inhibidors d’angiogènesi (24,25). 

Cal distingir l’angiogènesi de la vasculogènesi, que consisteix en la formació de vasos 

sanguinis de novo, a partir d’angioblasts o cèl·lules stem (26). Tot i que tradicionalment 

s’havia pensat que els processos de vasculogènesi estaven limitats a l’etapa 

embrionària, quan tenen lloc durant la formació de l’estructura vascular naixent, 

recentment s’ha demostrat que la vasculogènesi també pot tenir lloc en organismes 

adults. S’han identificat cèl·lules progenitores endotelials circulants que poden ser 

reclutades a regions isquèmiques o tumors en desenvolupament, on s’incorporen a la 

vasculatura promovent vasculogènesi (27). 

A finals dels anys 90 es va demostrar que en el mesenteri de les rates amb hipertensió 

portal induïda mitjançant la lligadura parcial de la vena porta (PPVL) té lloc un procés 

angiogènic (28). Es va implantar una matriu de col·lagen en el mesenteri dels animals i 

es va observar com en els implants mesentèrics de les rates amb hipertensió portal es 

formaven molts més vasos que en els implants de les rates control (29). Posteriorment, 

estudis realitzats en els darrers anys proposen una implicació de l’angiogènesi en 

l’establiment i la progressió de la síndrome de la hipertensió portal, tant a nivell de la 

formació de vasos col·laterals portosistèmics (14), com de la neovascularització dels 

òrgans del territori esplàncnic i el conseqüent increment del volum de sang que arriba 

a la vena porta (23). En aquest sentit, els treballs realitzats per part del nostre grup van 

posar en relleu que el desenvolupament de la hipertensió portal està associat a una 

sobreexpressió de VEGF, però l’acció coordinada de diversos altres factors de 

creixement podrien estar implicats el control dels processos angiogènics relacionats 

amb aquesta síndrome.  
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S’ha descrit que el VEGF és el principal mediador de les respostes angiogèniques que 

tenen lloc al principi del procés de formació d’un nou vas sanguini a partir d’un de 

preexistent (26). Així doncs, el VEGF promouria la vasodilatació i permeabilitat del vas 

preexistent, l’expressió de proteases que dissoldrien la matriu extracel·lular que 

envolta el vas i la proliferació i migració de les cèl·lules endotelials que donarien lloc a 

un túbul d’endoteli: el vas naixent (26). 

A partir d’aquest punt, uns altres factors prendrien protagonisme a l’hora de permetre 

l’estabilització i maduració d’aquest nou vas sanguini. El Factor de Creixement Derivat 

de Plaquetes (PDGF) seria el principal encarregat de reclutar cèl·lules murals, pericits i 

cèl·lules de múscul llis vascular, que permeten l’evolució del vas naixent a un nou vas 

sanguini consolidat. Un altre factor que intervindria en aquesta fase és el Factor de 

Creixement Transformant β (TGFβ), una citocina multifuncional que promou la 

maduració dels vasos estimulant la producció de matriu extracel·lular i induint la 

diferenciació de cèl·lules mesenquimals en cèl·lules murals (26). 

Les Angiopoietines (Ang-1 i Ang-2) també tenen un paper important en la formació i 

estabilització de nous vasos sanguinis. L’Angiopoietina-1 és sintetitzada, bàsicament, 

per part de les cèl·lules murals i té la funció de facilitar l’estabilització dels nous vasos 

promovent les unions entre cèl·lules endotelials i cèl·lules murals. L’Angiopoietina-2, en 

canvi, és sintetitzada principalment a les cèl·lules endotelials i té diferents funcions 

depenent del context en el qual es troba. En presència de VEGF té una activitat 

proangiogènica facilitant la ramificació (sprouting) dels vasos, mentre que en absència 

de VEGF té la funció d’antagonitzar Ang-1, desestabilitzant i regressionant els vasos 

sanguinis a través de l’apoptosi de les cèl·lules endotelials (26).  

1.5.1. El procés angiogènic 

El procés de formació d’un nou vas sanguini a partir d’un de preexistent, de manera 

molt resumida, s’inicia amb un estímul proliferatiu per a les cèl·lules endotelials 

vasculars. El principal factor responsable d’aquest estímul, com ja s’ha mencionat, és 

el Factor de Creixement de l’Endoteli Vascular (VEGF), el qual interacciona amb els 

seus receptors situats a la membrana de les cèl·lules diana. El receptor VEGFR-2 és el 

més important a nivell de cèl·lules endotelials, i el principal mediador de la resposta 

proangiogènica al VEGF. És un receptor amb un domini intracel·lular tipus tirosina 
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kinasa, que mitjançant la unió de VEGF, dimeritza i s’autofosforil·la, activant-se. El 

sistema VEGF/VEGFR-2 produeix múltiples efectes proangiogènics a través de 

diverses vies de senyalització, com són l’increment de la permeabilitat vascular, 

vasodilatació, proliferació, migració i supervivència de les cèl·lules endotelials (30).  

Les cèl·lules endotelials que reben l’estímul angiogènic proliferen i, alhora, comencen 

a produir proteases i altres enzims que degraden la matriu extracel·lular, com les 

metal·loproteases de matriu (MMPs), per tal de permetre la migració de les noves 

cèl·lules endotelials. Aquestes conformaran una estructura tubular, que serà la base 

del nou vas sanguini. A continuació, té lloc l’estabilització d’aquest nou vas mitjançant 

el recobriment amb pericits, cèl·lules de múscul llis vascular que li donen consistència. 

El procés consisteix, primerament, en el reclutament de cèl·lules mesenquimals per 

part del vas en desenvolupament. Aquest reclutament és mediat, principalment, per 

l’estímul del Factor de Creixement Derivat de Plaquetes (PDGF). El contacte entre les  

cèl·lules endotelials i les mesenquimals produeix l’activació de TGFβ, el qual provocarà 

la diferenciació de les mesenquimals en pericits. A partir d’aquest punt, s’atura la 

proliferació de les cèl·lules endotelials, es produeix matriu extracel·lular de suport i es 

dóna lloc al nou vas madur (30).  

1.5.2. El Factor de Creixement de l’Endoteli Vascular (VEGF) 

El Factor de Creixement de l’Endoteli Vascular (VEGF) forma part d’una família que 

també inclou el Factor de Creixement Placentari (PlGF), el VEGF-B, el VEGF-C, el 

VEGF-D o el VEGF-E. La nomenclatura d’aquests membres més recents ha convertit 

el primer VEGF en ser descobert en VEGF-A, tot i que, en general, es denomina 

simplement VEGF (31-35).   

La isoforma predominant del VEGF, VEGF165, és una glicoproteïna dimèrica de 45 KDa 

produïda per les cèl·lules endotelials, els macròfags o les cèl·lules T activades, entre 

d’altres, amb efectes proangiogènics específicament per les cèl·lules endotelials. 

L’expressió de VEGF està regulada per una gran diversitat d’estímuls, entre els quals 

hi ha la hipòxia, alguns factors de creixement, l’òxid nítric, algunes hormones o els 

promotors tumorals (31-35). 

El gen del VEGF-A s’organitza en vuit exons separats per set introns i dóna lloc a 

través de splicing a les diferents isoformes de la proteïna: VEGF165, la isoforma 



� �

� 

�

predominant, VEGF121, VEGF189, VEGF206 i les menys freqüents: VEGF145 i VEGF183. 

La isoforma VEGF121 és acídica i no s’uneix a la heparina, resultant una proteïna 

completament soluble, mentre que les isoformes VEGF189 i VEGF206 són bàsiques i 

tenen alta afinitat per l’heparina, de manera que es troben quasi totalment retingudes 

en la matriu extracel·lular. La isoforma VEGF165 té propietats intermitges: és secretada, 

però al mateix temps una fracció important es manté retinguda a la superfície cel·lular i 

la matriu extracel·lular (36). 

Els membres de la família de VEGF s’uneixen als seus receptors: VEGFR-1, VEGFR-

2, i VEGFR-3 o les neuropil·lines 1 i 2. El VEGF-A, concretament, s’uneix a dos 

receptors, el VEGFR-1 (Flt-1) i el VEGFR-2 (Flk-1), que s’expressen constitutivament 

en les cèl·lules endotelials vasculars (tot i que altres tipus cel·lulars també poden 

expressar-los), provocant la seva dimerització. Aquests receptors són del tipus tirosina 

kinasa i s’activen a través d’una transfosforilació induïda per la seva dimerització (31-

35). 

El receptor VEGFR-2 és el principal mediador de les respostes cel·lulars al VEGF. Un 

cop s’ha produït la unió lligand-receptor, el receptor s’activa per transfosforilació. Ja 

activat, VEGFR-2 ofereix llocs d’unió per a proteïnes adaptadores amb dominis SH2 

(com Grb2 o Shb, entre d’altres), les quals iniciaran les diferents cascades de 

senyalització induïdes pel VEGF, o per a proteïnes tirosina fosfatasa (SHP-1 i SHP-2), 

moduladors negatius de la senyalització a través dels receptors tirosina kinasa. Les 

funcions del VEGFR-1 no són tan ben conegudes, però hi ha moltes evidències que 

apunten a que VEGFR-1 actua com a regulador negatiu de VEGFR-2, unint el VEGF 

per tal que aquest no s’uneixi al VEGFR-2. Pel que fa al receptor VEGFR-3, les seves 

funcions resulten importants per a les cèl·lules endotelials limfàtiques (31-35).  

Les principals respostes que indueix el VEGF en les cèl·lules endotelials, a través de 

diversos intermediaris intracel·lulars, són la promoció de la supervivència, la inducció 

de la proliferació i la migració cel·lular o la regulació de la permeabilitat i l’estímul de la 

síntesi de vasodilatadors (31-35). 

La promoció de la supervivència de les cèl·lules endotelials és fonamental en el procés 

de formació de nous vasos sanguinis i en la seva integritat. VEGF actua com un factor 

de supervivència per a les endotelials, inhibint l’apoptosi a través de l’activació de la 

kinasa antiapoptòtica Akt/PKB a través de PI3K. A llarg termini, els efectes de VEGF 

sobre la supervivència probablement són mediats a través de la regulació a l’alça de 
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components de la maquinaria antiapoptòtica cel·lular, concretament de les proteïnes 

Bcl-2 i A1, que inhibeixen l’activació  de les caspases (31,33) 

L’estímul proliferatiu de VEGF per a les cèl·lules endotelials té lloc, principalment, a 

través de l’activació de les kinases regulades per senyals extracel·lulars (ERKs), 

també conegudes com p42/44 MAPK. Hi ha, com a mínim, dues vies que porten a 

aquesta activació de les ERKs. Per una banda, la unió de la proteïna adaptadora Grb2 

al receptor VEGFR-2 activat, la qual, a través de SOS activa la proteïna Ras. 

Posteriorment, el senyal es transporta via Raf-1 i MEK fins activar les ERKs. D’altra 

banda, el VEGF també activa, a través del receptor VEGFR-2, la fosforilació de la 

fosfolipasa C-γ (PLC-γ), la qual produirà diacilglicerol (DAG) i inositol trifosfat (IP3) i la 

subseqüent activació de la proteïna kinasa C (PKC), la qual té la capacitat d’induir 

l’activació de la via Raf-1/MEK/ERK. L’activació de mTOR per part del VEGFR-2 a 

través de la via PI3K/Akt també està implicada en la senyalització proliferativa per a les 

cèl·lules endotelials induïda per VEGF (31,33,37).   

El VEGF estimula la migració de les cèl·lules endotelials a través de la kinasa 

d’adhesions focals (FAK). La senyalització a través de FAK és crítica per la 

reorganització del citoesquelet i la migració cel·lular. VEGF provoca la fosforilació de 

FAK i de la proteïna adaptadora paxillin, promovent el reclutament de FAK cap a les 

noves adhesions focals que s’estableixen entre les cèl·lules endotelials i la matriu 

extracel·lular i que permeten la migració (31,33). 

Pel que fa a la permeabilitat vascular, VEGF té la capacitat de modular-la a través 

d’induir la fenestració de l’endoteli. La producció de vasodilatadors, com l’òxid nítric i la 

prostaciclina, està implicada en la inducció de la permeabilitat. En el cas concret de 

l’òxid nítric, l’activació de l’enzim eNOS té lloc mitjançant la fosforil·lació directa per 

part d’Akt, la qual és activada per PI3K. A nivell de la microvasculatura mesentèrica, 

s’ha implicat l’activació de la fosfolipasa C-γ (PLC-γ), la mobilització de calci i l’activació 

la proteïna kinasa C (PKC) com a mediadors dels efectes del VEGF sobre la 

permeabilitat vascular. A més a més, a través de la unió del VEGFR-2 activat amb la 

proteïna Src es promou la fosforil·lació de les proteïnes VE-cadherina i β-catenina, 

implicades en les unions cel·lulars, cosa que es tradueix en una major permeabilitat 

(31,33).  



� �

� 
��

1.5.3. El Factor de Creixement Derivat de Plaquetes (PDGF) 

El Factor de Creixement Derivat de Plaquetes (PDGF) és una glicoproteïna dimèrica 

d’uns 30 KDa. Està composada per dues cadenes A (PDGF-AA), dues cadenes B 

(PDGF-BB) o una de cada (PDGF-AB) i és el principal mitògen per als fibroblasts i les 

cèl·lules de múscul llis vascular. El PDGF és expressat per multitud de tipus cel·lulars, 

entre els quals hi ha les plaquetes, les cèl·lules endotelials, les cèl·lules de múscul llis 

vascular, els macròfags o els fibroblasts, i la seva síntesi s’incrementa en resposta a 

estímuls com la hipòxia, la trombina o diversos factors de creixement i citocines. Un 

cop sintetitzat, el PDGF queda retingut en la cèl·lula productora o en la seva matriu 

extracel·lular, però un cop madura pot esdevenir difusible (38-41).  

Els efectes de les diferents isoformes del PDGF són induïts a través de l’activació de 

dos receptors tipus tirosina kinasa, el PDGFR-α i el PDGFR-β. El receptor α uneix tan 

les cadenes A com les B amb alta afinitat, mentre que el receptor β només uneix 

cadenes B amb alta afinitat. El fet que el PDGF sigui una proteïna dimèrica li permet, 

com en el cas del VEGF, unir-se a dos receptors i provocar la seva dimerització, fet 

que promourà la seva activació mitjançant una transfosforilació (38-41).  

A més a més de diferenciar-se per la seva afinitat per les isoformes del PDGF, els dos 

receptors de PDGF també generen respostes cel·lulars diferents. D’aquesta manera, la 

resposta d’una cèl·lula concreta al PDGF dependrà de quin dels dos receptors 

expressa. Els fibroblasts i les cèl·lules de múscul llis vascular, principals dianes del 

PDGF, expressen els dos tipus de receptor, però principalment PDGFR-β (38-41).  

Les principals respostes induïdes pel PDGF són de proliferació cel·lular, quimiotaxi, 

migració i supervivència i prevenció de l’apoptosi (38-41). 

La proliferació cel·lular induïda per PDGF té lloc, principalment, a través de l’activació 

de la via Raf/MEK/ERK. La unió de la proteïna adaptadora Grb2 al receptor PDGFR-β

activat, a través de SOS, activa la proteïna Ras, la qual s’unirà a Raf-1 per posar en 

marxa la citada via de senyalització. En alguns models s’ha posat en relleu una 

implicació de la via de PLC-γ/PKC i de la proteïna tirosina kinasa Src en la promoció de 

la proliferació depenent de PDGF (38). 
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PI3K té un paper central en la coordinació de la senyalització intracel·lular en resposta 

a PDGF. A través de PI3K s’activa Akt/PKB, la qual participa en la supervivència 

cel·lular degut a la seva capacitat de produir efectes antiapoptòtics, així com la 

proteïna Rac, una GTPasa de la família Rho, important per la reorganització del 

citoesquelet que permetrà la migració cel·lular i per la quimiotaxi (38). 

1.5.4. Altres factors proangiogènics relacionats amb la hipertensió portal 

A més a més del VEGF i el PDGF, la implicació de molts altres factors ha estat 

descrita en la hipertensió portal, com el Factor de Creixement de la Placenta (PlGF) 

(42), o l’Apelina (45).  

El PlGF és, com hem vist anteriorment, un membre de la família del VEGF que no es 

troba sobreexpressat en teixits normals ni durant l’embriogènesi. Únicament exerceix 

funcions proangiogèniques durant l’embaràs i el cicle ovàric, de manera que en 

condicions de salut no té efectes sobre els vasos quiescents. S’uneix al receptor 

VEGFR-1, el qual s’expressa mínimament en vasos quiescents però es regula a l’alça 

en condicions patològiques, potenciant els efectes de VEGF, fet que fa atractiu el PlGF 

com a diana terapèutica, ja que la seva inhibició no afectaria la vasculatura normal 

(42).  

A nivell de la hipertensió portal, ha estat demostrat recentment en un model de ratolins 

amb hipertensió portal prehepàtica que la neovascularització mesentèrica s’associa a 

una sobreexpressió de PlGF. En els ratolins knockout pel PlGF amb hipertensió portal 

es redueix la neovascularització esplàncnica i, conseqüentment, es produeix una 

millora en les alteracions hemodinàmiques provocades per la hipertensió portal (42). 

    

L’Apelina és un pèptid identificat recentment. És el lligand del receptor tirosina kinasa 

APJ i la senyalització del sistema Apelina/APJ participa en el control de la pressió 

sanguínia (té efecte hipotensor), així com en alguns processos angiogènics, com el 

desenvolupament vascular embrionari, la formació postnatal de vasos a la retina, o en 

la vascularització d’alguns models  tumorals (43). D’altra banda, un article recent ha 

mostrat nivells circulants elevats d’Apelina en pacients cirròtics i que l’Apelina 

endògena podria estar implicada en el remodelat vascular intrahepàtic en rates 

cirròtiques (44). 
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Un treball realitzat en el nostre grup va posar en relleu que existeix una sobreexpressió 

d’Apelina i el seu receptor APJ en el territori esplàncnic de les rates amb hipertensió 

portal prehepàtica. La inhibició específica del receptor APJ mitjançant l’administració 

del fàrmac F13A va reduir la neovascularització a nivell esplàncnic i la formació de 

vasos col·laterals portosistèmics en aquests animals, suggerint una implicació de 

l’Apelina en la regulació de l’angiogènesi associada a la hipertensió portal (45). 

1.5.5. L’angiogènesi en models animals d’hipertensió portal 

Els primers estudis realitzats en el nostre grup van posar de relleu l’existència d’un 

procés actiu d’angiogènesi en el territori esplàncnic de models animals d’hipertensió 

portal, tant rates com ratolins, evidenciat per la sobreexpressió del Factor de 

Creixement de l’Endoteli Vascular (VEGF), que com hem vist és un potent factor 

proangiogènic i del seu receptor 2 (VEGFR-2) (14,23). També es va detectar en 

aquests òrgans un increment en l’expressió de la proteïna CD31, un marcador de 

cèl·lules endotelials que s’utilitza com a índex de vascularització i d’angiogènesi. 

Aquests resultats indicaven que en els animals amb hipertensió portal té lloc, a nivell 

esplàncnic, una neovascularització estimulada per VEGF (14,23). 

Com hem vist anteriorment, una de les conseqüències de la hipertensió portal és la 

formació d’una xarxa de vasos col·laterals portosistèmics. Tradicionalment, la formació 

d’aquests vasos s’atribuïa a l’obertura de vasos preexistents com a conseqüència 

mecànica de l’increment de pressió en el territori portal. Sense descartar la implicació 

parcial d’aquest fenomen en la formació dels vasos col·laterals, es va demostrar que el 

procés actiu d’angiogènesi detectat en el territori esplàncnic dels animals amb 

hipertensió portal era, si més no en part, responsable de la formació d’aquests vasos 

(14).   

En un estudi posterior, es va examinar la possibilitat que el procés angiogènic actiu 

detectat en el territori esplàncnic dels models animals d’hipertensió portal estigués 

també implicat en l’establiment i el manteniment de la circulació hiperdinàmica 

esplàncnica, a través de l’increment de la vascularització en aquest territori. Amb 

aquesta finalitat es va dissenyar un estudi en el qual, mitjançant l’administració d’un 

fàrmac que interfereix la via de senyalització VEGF/VEGFR-2, es pretenia atenuar la 

circulació hiperdinàmica esplàncnica de rates amb hipertensió portal. En aquest cas, 

es va administrar als animals el fàrmac SU5416, el qual té la capacitat d’inhibir 
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l’autofosforil·lació activadora del receptor VEGFR-2, promoguda per la unió de VEGF. 

D’aquesta manera, queda interrompuda la senyalització de la via VEGF/VEGFR-2. 

Mitjançant aquest tractament, es va observar, efectivament, un efecte antiangiogènic 

que es va traduir en una millora de la circulació esplàncnica, representada per una 

reducció del volum de sang afluent a la vena porta (portal venous inflow, PVI) i un 

increment en la resistència arteriolar esplàncnica i la resistència de la vena porta (23).  

Els resultats d’aquests estudis posen en relleu la importància de l’angiogènesi en la 

patogènesi de la hipertensió portal, tant a nivell de la formació dels vasos col·laterals 

portosistèmics, com de l’increment del flux esplàncnic responsable de la circulació 

hiperdinàmica esplàncnica, i suggereixen que un tractament antiangiogènic podria ser 

una estratègia terapèutica prometedora per tal de prevenir la progressió de la 

síndrome de la hipertensió portal (14,23).  

1.6. Altres conseqüències de la hipertensió portal 

Acompanyant a l’augment de la pressió a la vena porta, l’establiment de la circulació 

hiperdinàmica al territori esplàncnic i la formació dels vasos col·laterals portosistèmics, 

la síndrome de la hipertensió portal provoca altres alteracions que cal mencionar, com 

l’ascites, la síndrome hepatopulmonar, l’encafalopatia hepàtica o l’esplenomegàlia (2). 

Existeixen múltiples treballs que exploren en profunditat gairebé cadascuna d’aquestes 

alteracions, però aquest no és el cas de l’esplenomegàlia, un fenomen que roman poc 

estudiat (46-48).  

La melsa és un òrgan que presenta una divisió en àrees estructurals i funcionals. El 

seu parènquima es divideix en zones de polpa blanca, l’àrea de teixit limfoide de la 

melsa on té lloc la formació i maduració de limfòcits, incloses en la polpa vermella, 

constituïda bàsicament d’una xarxa de sinusoides amb la funció de filtrar la sang i 

retirar les cèl·lules sanguínies velles o defectuoses de la circulació i destruir-les. A més 

a més, la melsa actua de reservori de cèl·lules sanguínies (49). 

L’esplenomegàlia, o increment patològic de la grandària de la melsa, és una 

conseqüència comú de la hipertensió portal i les malalties cròniques del fetge. En 

general resulta assimptomàtica, i sovint s’ acompanya d’hiperesplenisme. També 

implica un risc de ruptura, ja sigui espontània o deguda a traumatismes, amb 

hemoperitoni massiu (46-48). Tradicionalment, l’esplenomegàlia associada a la 
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hipertensió portal s’atribueix a l’efecte de la congestió de la melsa producte de 

l’increment de la pressió portal, però el fet que no existeixi una correlació estricta entre 

pressió portal i mida de la melsa suggereix que poden existir altres mecanismes 

implicats en aquest fenomen (47).  

El tercer treball dels que conformen la present tesi doctoral es va centrar en l’estudi de 

l’esplenomegàlia associada a la hipertensió portal, de cara a caracteritzar-la en major 

profunditat del que s’havia fet anteriorment i determinar quins altres mecanismes, a 

més a més de la congestió, intervenen en l’engrandiment de la melsa.  

1.7. Models animals d’hipertensió portal 

Els models animals permeten l’estudi detallat de les alteracions típiques de la 

hipertensió portal i els mecanismes moleculars que les provoquen. Existeixen models 

d’hipertensió portal prehepàtica, útils per a l’estudi de les alteracions en la circulació 

esplàncnica i la circulació sistèmica, així com models de cirrosi, que permeten també 

explorar la microcirculació hepàtica (50). 

Per a la realització dels tres estudis que formen part d’aquesta tesi s’han fet servir dos 

models animals diferents, un d’hipertensió portal prehepàtica, la lligadura parcial de la 

vena porta (PPVL), i un de cirrosi, la lligadura del conducte biliar (CBDL), en rates. 

La lligadura parcial de la vena consisteix en practicar una constricció calibrada de la 

vena porta amb una lligadura amb sutura de seda. El procés consisteix, primerament, 

en aïllar la vena del teixit circumdant i separar-la de l’artèria hepàtica. Realitzant un 

nus al voltant de la vena porta i d’una agulla de punta roma i de calibre determinat, 

quan retirem l’agulla, obtenim una constricció de la vena porta al calibre de l’agulla 

(50). Una setmana després de la lligadura, les rates han desenvolupat completament 

la síndrome de la hipertensió portal, amb vasodilatació mesentèrica, circulació 

hiperdinàmica, increment de la despesa cardíaca i un shunting portosistèmic que 

s’acosta al 100% (estimació del percentatge de sang que passa del territori portal a la 

circulació sistèmica a través dels vasos col·laterals portosistèmics) (51).  

La lligadura parcial de la vena porta s’utilitza freqüentment degut a que es tracta d’un 

model ràpid i senzill per reproduir les alteracions circulatòries de la hipertensió portal a 

nivell esplàncnic i sistèmic. A més a més, resulta un model excel·lent per a l’estudi de 
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la col·lateralització portosistèmica, ja que els animals PPVL desenvolupen gran 

nombre de vasos col·laterals d’una manera molt reproduïble.  
   

La lligadura del conducte biliar és un model de cirrosi biliar secundària que resulta 

especialment adient en rates degut a la seva manca de vesícula biliar. La intervenció 

consisteix en aïllar el conducte biliar o colèdoc del teixit circumdant i realitzar una 

doble lligadura amb sutura de seda entre el punt on s’uneixen els conductes hepàtics i 

el punt on s’uneixen els conductes pancreàtics. A continuació, es secciona el colèdoc 

entre les dues lligadures per evitar possibles repermeabilitzacions. Aquest model té 

una taxa alta de mortalitat, sobretot a partir de la cinquena setmana, motiu per el qual 

és recomanable l’ús profilàctic d’antibiòtics abans de l’operació (ampicil·lina en el 

nostre cas) i l’administració setmanal de vitamina K per tal de millorar la supervivència 

(50). Aquest model desenvolupa una fibrosi/cirrosi biliar, amb hipertensió portal molt 

accentuada (sovint amb un component presinusoidal) i ja a partir de les dues 

setmanes la pressió portal està elevada, mentre que a les quatre setmanes els animals 

presenten hipertensió portal severa, circulació hiperdinàmica i un valor de shunting

portosistèmic proper al 100% (50,52). 
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2. JUSTIFICACIÓ I OBJECTIUS 

2.1. Justificació i objectius generals 

Segons les dades del Centro Nacional de Epidemiología, la cirrosi hepàtica va ser la 

tercera causa de mort en homes i dones d’entre 45 i 64 anys a Espanya l’any 2007, 

únicament per darrera del càncer de pulmó i la isquèmia cardíaca (53). La hipertensió 

portal i les complicacions que porta associades (trencament de varices 

gastroesofàgiques, ascites, síndrome hepatorrenal, encefalopatia hepàtica...) són les 

causes de mort i trasplantament més rellevants entre els malalts de cirrosi.  

La hipertensió portal, com hem vist anteriorment, pot ser provocada per un increment 

de la resistència vascular intrahepàtica, per un augment de l’aflux de sang a la vena 

porta o per una combinació d’ambdós factors, de manera que, aquelles estratègies 

que atenuïn la circulació hiperdinàmica esplàncnica, la resistència vascular del fetge o 

tots dos factors, es traduiran en un descens de la pressió portal i una conseqüent 

reducció del risc de patir complicacions.  

Actualment, davant de la inexistència d’alternatives terapèutiques segures i efectives, 

el tractament de referència majoritàriament aplicat en els pacients amb cirrosi és l’ús 

de fàrmacs beta-bloquejants (propranolol, nadolol, o timolol). Aquest tipus de 

tractament té la finalitat de reduir la pressió portal, mitjançant la disminució del flux 

portal i col·lateral, per tal de prevenir les hemorràgies variceals. L’administració de 

beta-bloquejants, però, presenta limitacions, la principal, que una fracció dels pacients 

tractats són “no responsius” i els beta-bloquejants no assoleixen una reducció de la 

seva pressió portal (54). 

Els treballs que conformen la present tesi estan globalment orientats a aportar 

coneixement sobre la implicació dels factors de creixement i de l’angiogènesi en la 

hipertensió portal, concretament en el manteniment de la circulació hiperdinàmica 

esplàncnica, la formació de vasos col·laterals portosistèmics i el conseqüent increment 

de la pressió portal, subratllant el potencial terapèutic de les estratègies que bloquegen 

les vies de senyalització proangiogèniques en el tractament de la hipertensió portal. 
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Els estudis realitzats anteriorment per part del nostre grup, com hem vist en la 

introducció, han demostrat que la formació de vasos col·laterals portosistèmics i 

l’augment de flux en el territori esplàncnic, factors clau en l’establiment la hipertensió 

portal, tenen, en part, origen en un procés angiogènic. Mitjançant la inhibició d’aquest 

procés des del principi del curs de la hipertensió portal, es corregeix parcialment el 

progrés d’aquesta síndrome (11,19).  

2.2.   Estudi 1: Reversió de la hipertensió portal i la circulació hiperdinàmica 
esplàncnica mitjançant la inhibició combinada  de VEGF i PDGF en rates amb 
hipertensió portal experimental.  

Les estratègies antiangiogèniques emprades anteriorment s’havien aplicat en models 

animals mentre la hipertensió portal es trobava en procés de desenvolupament. A 

nivell clínic, però, un hipotètic tractament antiangiogènic seria administrat a pacients 

que presentarien una hipertensió portal en etapes avançades, i no en el període en el 

qual la síndrome s’està establint, com passava en els nostres models animals. Per 

aquest motiu, calia confirmar els resultats obtinguts en els estudis de “prevenció” de la 

hipertensió portal en models “terapèutics”, i d’aquesta manera, determinar si els agents 

antiangiogènics són capaços, no tan sols de prevenir l’establiment de les anomalies 

circulatòries associades a la hipertensió portal, sinó també de revertir aquestes un cop 

ja s’han establert. 

D’altra banda, i com hem vist en la introducció, el procés de formació de vasos 

sanguinis a partir de la vasculatura preexistent consta de dues etapes consecutives 

dirigides, principalment, per dos factors de creixement diferents. Primerament, té lloc 

una etapa d’activació, proliferació i migració de les cèl·lules endotelials, les quals 

conformaran l’estructura tubular immadura que esdevindrà el nou vas sanguini. El 

Factor de Creixement de l’Endoteli Vascular, VEGF, és el principal mediador que 

regeix aquesta etapa del procés angiogènic. Posteriorment, i amb la finalitat de donar 

consistència al nou vas i permetre la seva maduració, es produeix el reclutament de 

cèl·lules mesenquimals, que donaran lloc a un recobriment de pericits i musculatura 

llisa vascular. El Factor de Creixement Derivat de Plaquetes, PDGF, és, en aquest cas, 

el principal responsable d’aquesta segona etapa del procés (26). 

Amb aquestes premisses, en el primer dels estudis que conformen la present tesi 

doctoral, es va plantejar un tractament antiangiogènic que constava de dos fàrmacs, 
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Rapamicina i Glivec, els quals bloquegen, respectivament, les vies de senyalització de 

VEGF i PDGF. D’aquesta manera, s’incidia en la formació del túbul de cèl·lules 

endotelials i el seu posterior revestiment de cèl·lules de múscul llis vascular per 

estabilitzar i permetre la maduració dels nous vasos. 

La Rapamicina, o Sirolimus, és un inhibidor de la Mammalian Target of Rapamycin 

(mTOR), una proteïna serina/treonina kinasa que, com a integrador de diverses vies 

de senyalització, regula mecanismes com el creixement, la proliferació, la migració i la 

supervivència cel·lular o la transcripció proteica. La inhibició de mTOR mitjançant 

Rapamicina té efectes antiangiogènics a través de la capacitat de Rapamicina 

d’antagonitzar VEGF a dos nivells: per un costat, reduint la seva producció i per altra 

banda interferint en la senyalització desencadenada per VEGF a través del receptor 

VEGFR-2 i de les vies PI3K i Raf/MEK/ERK (55,56,37).  

El Glivec, també conegut com Imatinib, té la capacitat d’inhibir l’activació de diverses 

proteïnes tirosina kinasa, entre les quals, el receptor β del PDGF (PDGFR-β), així com 

la kinasa BCR-ABL i el receptor del factor c-Kit de cèl·lules mare. Pel que fa al 

PDGFR-β, l’activació d’aquest receptor per part del seu lligand, en aquest cas el 

PDGF, implica una fosforilació. El Glivec bloqueja el lloc d’unió de l’ATP al domini 

tirosina kinasa del receptor, impedint així la seva fosforilació. L’efecte del Glivec sobre 

la kinasa BCR-ABL i el receptor de c-Kit no tindria efectes importants de cara a l’estudi 

de la hipertensió portal (57,58).  

El tractament dels animals amb hipertensió portal amb aquests fàrmacs es va dur a 

terme seguint dues pautes: una de “prevenció”, similar a l’emprada en els estudis 

anteriors, administrant Rapamicina i Glivec des del moment de la inducció de la 

hipertensió portal i durant 5 dies, i una altra de “reversió”, en la qual els tractaments es 

van iniciar un cop la síndrome de la hipertensió portal ja es trobava plenament 

establerta, una setmana després de la seva inducció, i es van administrar durant dues 

setmanes. 

La finalitat del treball consistia, en primer lloc, en demostrar l’associació de la 

hipertensió portal amb una possible sobreexpressió, no només de VEGF, com ja 

s’havia reportat anteriorment, sinó també de PDGF i, conseqüentment, que el bloqueig 

simultani de les vies de senyalització de VEGF i PDGF en les rates amb una 

hipertensió portal plenament establerta, incidint tan en les cèl·lules endotelials com en 
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els pericits, produiria una reversió dels canvis en la circulació esplàncnica més 

important que el bloqueig de cadascuna d’elles per separat. 

2.3.   Estudi 2: Efectes beneficiosos de l’inhibidor multikinasa Sorafenib sobre la 
circulació esplàncnica, intrahepàtica i portocol·lateral en rates amb hipertensió 
portal i cirròtiques. 

Com a continuació natural de la feina iniciada en el primer dels treballs presentats es 

va plantejar un nou estudi que permetés aprofundir en el coneixement dels efectes 

dels agents antiangiogènics en les alteracions associades a la hipertensió portal, de 

cara a definir la viabilitat dels tractaments d’aquest tipus com a estratègia terapèutica 

en pacients.  

L’objectiu del nou estudi, doncs, va ser el de determinar els efectes de Sorafenib, un 

fàrmac que inhibeix de manera potent les vies de senyalització de VEGF, PDGF i 

Raf/MEK/ERK (totes elles implicades en la modulació de l’angiogènesi) (59,60), en 

diverses alteracions circulatòries associades a la hipertensió portal: alteració de la 

circulació esplàncnica, intrahepàtica, sistèmica i col·lateral portosistèmica. En aquest 

cas, el tractament es va aplicar a dos models animals diferents: rates amb hipertensió 

portal prehepàtica, induïda per lligadura parcial de la vena porta (PPVL) i rates amb 

cirrosi biliar secundària induïda per lligadura del conducte biliar (CBDL) i en ambdós 

casos, el tractament es va administrar seguint una pauta de tipus terapèutic, és a dir, 

iniciant-lo quan la hipertensió portal ja estava plenament desenvolupada (50-52). 

En el moment de dissenyar l’estudi, el fàrmac ja era administrat a pacients humans, 

concretament en casos de càncer de cèl·lules clares de ronyó (61) i càncer 

hepatocel·lular, aquest darrers, en molts casos, amb hipertensió portal (62). Aquests 

fets donarien peu, en cas d’obtenir bons resultats en els estudis en models animals, a 

plantejar-se l’aplicació d’una teràpia antiangiogènica amb Sorafenib en els malalts amb 

hipertensió portal 

El Sorafenib (BAY 43-9006) basa la seva capacitat antiangiogènica en el bloqueig dels 

dominis tirosina kinasa dels receptors VEGFR-2 i PDGFR-β, així com en la inhibició de 

l’activació de la proteïna serina-treonina kinasa Raf-1, la qual transmet l’estímul de 

proliferació cel·lular a través de la via Raf/MEK/ERK (59,60). �
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Com ja hem dit, mitjançant aquest treball es perseguia aconseguir un coneixement 

sistemàtic i exhaustiu dels efectes d’un tractament antiangiogènic sobre les diferents 

alteracions circulatòries derivades de la hipertensió portal, de cara a definir el potencial 

d’aquesta estratègia terapèutica en pacients humans. D’aquesta manera es pretenia 

descartar que un tractament que pogués resultar beneficiós a nivell de la circulació 

esplàncnica tingués un efecte negatiu sobre la circulació intrahepàtica o la circulació 

sistèmica. 

2.4.   Estudi 3: Importància de la senyalització per mTOR en la patofisiologia de 
l’esplenomegàlia associada a la hipertensió portal.

L’esplenomegàlia, l’increment patològic de la mida de la melsa, és una conseqüència 

comú de la hipertensió portal i les malalties cròniques del fetge. Les rates dels models 

animals d’hipertensió portal, entre ells la lligadura parcial de la vena porta i la lligadura 

del conducte biliar, presenten esplenomegàlia. 

Degut a que, en general, l’esplenomegàlia resulta assimptomàtica en els pacients 

cirròtics, és un fenomen relativament poc estudiat (46,48). L’observació de 

l’esplenomegàlia en aquests pacients s’associa amb un major risc de patir 

complicacions relacionades amb la hipertensió portal (63). La majoria dels pacients 

amb malalties hepàtiques que desenvolupen esplenomegàlia no presenten símptomes 

relacionats amb la mida de la melsa, sinó amb la seva activitat. La melsa, entre d’altres 

funcions, s’ocupa de retenir i destruir les cèl·lules sanguínies velles o defectuoses de 

la circulació. L’increment d’aquesta activitat de la melsa s’anomena hiperesplenisme, i 

a través de la destrucció ràpida i prematura de cèl·lules circulants pot comportar 

l’aparició de citopènies. La trombocitopènia especialment pot alterar i limitar les 

opcions de tractament dels pacients cirròtics. En termes generals, la major 

manifestació d’una melsa molt engrandida és el dolor, però també implica un risc de 

ruptura, espontània o deguda a petits traumatismes. A més a més, poden produir-se 

episodis d’isquèmia o infarts esplènics (46-48).   

Com s’ha mencionat anteriorment, l’establiment de l’esplenomegàlia s’atribueix, 

principalment, a la congestió venosa passiva que té lloc a la melsa com a  

conseqüència de l’increment de pressió al territori portal, però no existeix una 

correlació clara entre la pressió portal i la mida de la melsa (47), fet que indicaria que 
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hi hauria altres mecanismes implicats en l’establiment de l’esplenomegàlia associada a 

la hipertensió portal (48). 

L’objectiu de l’estudi, per tant, era el d’estudiar l’esplenomegàlia associada a la 

hipertensió portal, de cara a caracteritzar-la en major profunditat del que s’havia fet 

anteriorment i determinar quins altres mecanismes, a més a més de la congestió, 

intervenen en l’engrandiment de la melsa.  

Arran d’aquesta caracterització de l’esplenomegàlia es van identificar una sèrie de 

processos angiogènics, fibrogènics i de proliferació del compartiment limfoide, en la 

melsa dels animals amb hipertensió portal, fets que van suggerir que la inhibició de 

mTOR podria ser una estratègia terapèutica prometedora per tal de contrarestar les 

alteracions que condueixen a l’esplenomegàlia. El motiu és que mTOR, com ja hem 

mencionat anteriorment, és una proteïna serina/treonina kinasa que s’expressa de 

manera ubiqua i està implicada en la regulació del creixement i la proliferació cel·lular, 

jugant un paper clau en processos immunològics, angiogènics i fibrogènics (55,56).  



� �

� �

3. CÒPIES DELS ARTICLES ORIGINALS 



� �

� �



� �

�	�

3.  CÒPIES DELS ARTICLES ORIGINALS 

3.1. Fernandez M, Mejias M, Garcia-Pras E, Mendez R, Garcia-Pagan JC, Bosch J. 

Reversal of portal hypertension and hyperdynamic splanchnic circulation by 

combined vascular endothelial growth factor and platelet-derived growth factor 

blockade in rats. Hepatology 2007;46:1208-17. 

3.2. Mejias M, Garcia-Pras E, Tiani C, Miquel R, Bosch J, Fernandez M. Beneficial 

effects of sorafenib on splanchnic, intrahepatic, and portocollateral circulations 

in portal hypertensive and cirrhotic rats. Hepatology 2009;49:1245-56. 

3.3. Mejias M, Garcia-Pras E, Gallego J, Mendez R, Bosch J, Fernandez M. 

Relevance of the mTOR signaling pathway in the pathophysiology of 

splenomegaly in rats with chronic portal hypertension. J Hepatol 2010;52:529-

39. 



� �

� �



� �

� �
�
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� �	�
�



� �

� ���
�



� �

� �
�

�



� �

� ���

�



� �

� ���

�



� �

� ���

�



� �

� ���

�



� �

� ���

�



� �

� ���

�



� �

� ���

�



� �

� �	�

�



� �

� ���

�



� �

� �
�

�



� �

� ���

�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� ���
�



� �

� �	�
�



� �

� ���
�



� �

� �
�
�



� �

� ���
�



� �

� ���



� �

� �

�

�
�



� �

� �

4.    RESUM DE RESULTATS 



� �

� �



� �

���

4.  RESUM DE RESULTATS 

4.1.   Estudi 1: Reversió de la hipertensió portal i la circulació hiperdinàmica 
esplàncnica mitjançant la inhibició combinada  de VEGF i PDGF en rates amb 
hipertensió portal experimental.  

- L’expressió dels factors proangiogènics VEGF i PDGF de les rates amb 

hipertensió portal induïda per lligadura parcial de la vena porta està regulada a 

l’alça en els òrgans esplàncnics, concretament en l’intestí prim. L’expressió de 

tots dos factors s’incrementa conforme progressa la hipertensió portal, però el 

pic de màxima expressió de VEGF precedeix el de PDGF.    

- Els tractaments administrats quan la hipertensió portal es troba en 

desenvolupament, des del moment en que es lliga la vena porta i durant els 

cinc dies posteriors, van produir els següents resultats: 

o El tractament amb Rapamicina va disminuir la neovascularització 

esplàncnica, tal i com mostra el descens de l’àrea vascular al mesenteri, 

a través de la reducció de la sobreexpressió de VEGF i va evitar 

l’establiment de la circulació hiperdinàmica esplàncnica, reduint el flux 

sanguini i incrementant la resistència vascular en el territori esplàncnic. 

La pressió portal no es va reduir a causa de la dràstica reducció de 

vasos col·laterals portosistèmics. 

o El tractament amb Glivec no va produir cap efecte significatiu en els 

paràmetres hemodinàmics examinats. 

o El tractament combinat de Rapamicina i Glivec va oferir uns resultats 

equiparables a la Rapamicina per si sola en tots els paràmetres, llevat 

d’una lleugera tendència a reduir més la formació de vasos col·laterals 

portosistèmics. 

- Els tractaments administrats quan la hipertensió portal es troba plenament 

establerta, a partir d’una setmana des de la lligadura de la vena porta i durant 

les dues setmanes posteriors, van produir els següents resultats: 

o El tractament amb Rapamicina va disminuir la neovascularització 

esplàncnica, com demostra la menor àrea vascular detectada al 

mesenteri, a través de la prevenció de la sobreexpressió de VEGF i va 
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atenuar la circulació hiperdinàmica esplàncnica, reduint el flux sanguini i 

incrementant la resistència vascular en el territori esplàncnic. En aquest 

cas, la pressió portal sí que es va reduir significativament, en un 17%, ja 

que la Rapamicina no va assolir una reducció de la col·lateralització 

portosistèmica. 

o El tractament amb Glivec va ser eficaç en la inhibició de la 

sobreexpressió de PDGF, però aquesta no va traduir-se en una 

reducció de la neovascularització esplàncnica. A nivell hemodinàmic, el 

Glivec no va comportar canvis significatius en cap paràmetre, tret d’un 

lleuger augment de la pressió arterial. Tampoc va alterar la formació de 

vasos col·laterals portosistèmics. 

o El tractament combinat de Rapamicina i Glivec va inhibir la 

sobreexpressió tant de VEGF com de PDGF i, conseqüentment, va 

produir una reducció de la neovascularització esplàncnica. L’efecte 

antiangiogènic es va acompanyar d’efectes hemodinàmics, amb una 

reducció important del flux i un increment de la resistència vascular a 

nivell esplàncnic. La pressió portal es va reduir marcadament, en un 

40%. La col·lateralització esplàncnica va disminuir de manera modesta 

però significativa. 

o El tractament combinat amb els dos fàrmacs, doncs, va oferir efectes 

més importants que l’addició dels efectes de tots dos per separat 

- Cap dels tractaments va tenir efectes significatius en els animals control 

(sham), als quals se’ls va realitzar una manipulació quirúrgica comparable a la 

lligadura de la vena porta però sense realitzar la lligadura del vas. 

4.2.   Estudi 2: Efectes beneficiosos de l’inhibidor multikinasa Sorafenib sobre la 
circulació esplàncnica, intrahepàtica i portocol·lateral en rates amb hipertensió 
portal i cirròtiques.

Efectes sobre la neovascularització esplàncnica: 

- Tant en el model d’hipertensió portal prehepàtica (PPVL) com el de cirrosi biliar 

secundaria (CBDL) es va observar una sobreexpressió en el mesenteri dels 

factors proangiogènics VEGF i PDGF, dels marcadors de cèl·lula endotelial 
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CD31 i VEGFR-2 i dels marcadors de cèl·lules perivasculars α-SMA i PDGFR-

β.  

- En els dos models, el tractament amb Sorafenib va inhibir la sobreexpressió de 

VEGF i PDGF, la qual cosa es va traduir en una reducció de la 

neovascularització esplàncnica, evidenciada pel descens de l’àrea vascular al 

mesenteri i el descens de l’expressió dels marcadors de cèl·lula endotelial 

(CD31 i VEGFR-2) i de cèl·lules perivasculars (α-SMA i PDGFR-β) en 

comparació amb els animals que van rebre vehicle. 

- El tractament va inhibir la fosforilació de ERK1/2 en els òrgans esplàncnics, 

concretament a l’intestí prim, cosa que indica que el Sorafenib va inhibir la 

senyalització a través de la via Raf/MEK/ERK en les rates PPVL i CBDL. 

- No es va observar cap efecte antiangiogènic del Sorafenib en les rates control 

o sham. 

Efectes sobre la circulació col·lateral portosistèmica: 

- Els models d’hipertensió portal van desenvolupar un grau de col·lateralització 

portosistèmica molt alt, d’aproximadament el 98% de shunting en ambdós 

casos.  

- El tractament amb Sorafenib va reduir en un 18% el shunting, tan en els 

animals PPVL com els CBDL, indicant una reducció en la formació de vasos 

col·laterals portosistèmics. 

Efectes hemodinàmics: 

- Les rates PPVL i CBDL van presentar les alteracions característiques de la 

hipertensió portal, amb una pressió portal (PP) elevada, un increment en el flux 

de l’artèria mesentèrica superior (SMABF) acompanyat d’una reducció en la 

resistència (SMAR) d’aquesta artèria i una baixada de la pressió arterial (MAP) 

en comparació amb les rates control o sham. 
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- El tractament amb Sorafenib en les rates PPVL va atenuar la circulació 

hiperdinàmica esplàncnica, amb una reducció del 17% en el flux de l’artèria 

mesentèrica superior i un increment del 30% en la seva resistència, en 

comparació amb els animals que van rebre vehicle. La pressió portal no es va 

reduir a causa de la reducció de vasos col·laterals portosistèmics provocada 

pel Sorafenib. A nivell sistèmic, la pressió arterial no es va modificar amb el 

tractament, però sí que es va reduir la despesa cardíaca en un 24%. 

- El tractament amb Sorafenib en les rates CBDL també va atenuar la circulació 

hiperdinàmica esplàncnica, amb una reducció del 28% en el flux de l’artèria 

mesentèrica superior i un increment del 39% en la seva resistència, en 

comparació amb els animals que van rebre vehicle. En aquest cas, la millora en 

la circulació hiperdinàmica esplàncnica sí que es va traduir en un important 

descens de la pressió portal, que es va reduir en un 25%, tot i es va inhibir la 

formació de vasos col·laterals portosistèmics en una magnitud similar que a les 

rates PPVL. A nivell sistèmic, la pressió arterial no es va modificar amb el 

tractament, però sí que es va reduir la despesa cardíaca en un 31%, tot i que 

no va ser un canvi estadísticament significatiu. 

- Tots aquests efectes hemodinàmics del Sorafenib són atribuïbles a la inhibició 

de la vascularització esplàncnica, descartant els seus possibles efectes sobre 

la dilatació vascular, ja que el tractament no va afectar l’expressió de la sintasa 

d’òxid nítric endotelial (eNOS) ni de l’hemoxigenasa-1 (HO-1), principals fonts 

dels vasodilatadors òxid nítric (NO) i monòxid de carboni (CO). 

Efectes intrahepàtics: únicament es van examinar els fetges dels animals amb 

cirrosi biliar, ja que el fetge dels animals amb hipertensió portal prehepàtica no és 

susceptible de patir alteracions importants. 

- El tractament amb Sorafenib en les rates CBDL va reduir en un 49% la fibrosi 

hepàtica en comparació amb les rates que van rebre vehicle. Aquest efecte 

podria estar mediat per l’atenuació de l’activació de les cèl·lules estrellades 

hepàtiques, com indica la menor expressió de α-SMA i PDGFR-β detectada en 

el fetge. 
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- El Sorafenib també va disminuir l’infiltrat inflamatori al fetge, així com 

l’expressió de mediadors d’inflamació com el TNF-α, LBP o iNOS. 

- L’increment de la neovascularització hepàtica que va acompanyar els 

processos d’inflamació i fibrogènesi va ser atenuat pel tractament amb 

Sorafenib, amb un descens del recompte de vasos positius pel Factor de Von 

Wilebrand (vWF). 

- L’expressió de VEGF en el fetge, tot i la neovascularització observada, va 

resultar menor en els animals CBDL que en els sham. 

- Novament, el tractament no va afectar l’expressió de eNOS ni de HO-1, 

principals fonts dels vasodilatadors NO i CO, indicant que l’efecte reductor de la 

resistència vascular intrahepàtica no va ser depenent de l’efecte de Sorafenib 

sobre la producció de vasodilatadors. 

Efectes sobre la inflamació intestinal: 

- El tractament amb Sorafenib va millorar les alteracions provocades per la 

hipertensió portal i la cirrosi a nivell de l’intestí prim (PPVL i CBDL), 

concretament va corregir l’estructura anòmala de les vellositats intestinals, més 

curtes que en les rates sham, i va reduir l’infiltrat inflamatori i la producció dels 

mediadors d’inflamació TNF-α, LBP o iNOS. 

En tots els casos, el tractament de dues setmanes amb Sorafenib va ser ben 

tolerat. Els animals no van presentar signes de toxicitat ni efectes adversos 

(pèrdua de pes, diarrea, hemorràgies), ni tampoc es va observar mortalitat deguda 

al tractament. 

4.3.   Estudi 3: Importància de la senyalització per mTOR en la patofisiologia de 
l’esplenomegàlia associada a la hipertensió portal.

- Les rates amb hipertensió portal presenten esplenomegàlia tres setmanes 

després de la PPVL. 
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- A més a més de la congestió, a la melsa de les rates PPVL tenen lloc altres 

mecanismes amb una implicació en el desenvolupament de l’esplenomegàlia: 

proliferació i hiperactivació del teixit limfoide, angiogènesi i fibrogènesi: 

o Les melses dels animals PPVL van mostrar una expansió de l’àrea de 

teixit limfoide, la polpa blanca, que es va acompanyar d’un increment en 

la funció immunològica, ja que es va observar una major producció 

d’immunoglobulina G. 

o La sobreexpressió de VEGF, conjuntament amb la detecció de cèl·lules 

en proliferació en la polpa vermella, indica l’existència d’un procés 

angiogènic a la melsa de les rates PPVL. Aquest procés no es va traduir 

en una sobreexpressió dels marcadors de cèl·lula endotelial, CD34 i 

VEGFR-2, però sí dels marcadors de cèl·lules murals, α-SMA i PDGFR-

β. De tota manera, pot assumir-se que l’increment de l’expressió dels 

marcadors endotelials hagi quedat emmascarat pel fet que la mida i el 

pes de la melsa s’hagin incrementat a causa de la hipertensió portal.   

o Les rates amb hipertensió portal van desenvolupar un procés de 

fibrogènesi a la melsa, tal com va mostrar la tinció Sirius Red. 

- La via de senyalització de mTOR, que intervé en la regulació de creixement i 

proliferació cel·lular i està implicada en processos immunològics, angiogènics i 

fibrogènics, es troba sobreactivada en les rates amb hipertensió portal, com 

demostra l’increment de la fosforilació de p70S6K, mediador situat per sota de 

mTOR en la seva via de senyalització (60,61). 

- El tractament amb Rapamicina es va traduir en una menor senyalització a 

través de la via de mTOR, que es va acompanyar d’una atenuació de 

l’esplenomegàlia: 

o La mida de la melsa de les rates amb hipertensió portal tractades amb 

Rapamicina es va reduir en un 44% respecte les rates que van rebre 

vehicle. 

o La Rapamicina va reduir l’expansió de l’àrea de teixit limfoide i la seva 

funció immunològica, la qual cosa va suposar una menor producció 

d’immunoglobulina G. Analitzades per separat, la disminució de l’àrea 

de polpa blanca va tenir lloc per igual en les tres regions que la 

composen: els fol·licles limfoides i la zona marginal, àrees riques en 

limfòcits B, i la beina limfoide periarteriolar o PALS, rica en limfòcits T. 

Aquests efectes de la Rapamicina sobre l’àrea limfoide de la melsa van 
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ser mediats a través de dos mecanismes: la reducció de la proliferació 

cel·lular en aquesta àrea i la inducció de l’apoptosi de cèl·lules 

limfoides. 

o La inhibició de mTOR va atenuar el procés angiogènic observat en les 

rates amb hipertensió portal, regulant a la baixa l’expressió de VEGF i 

atenuant la proliferació cel·lular detectada a nivell de la polpa vermella. 

Els marcadors de vascularització, CD34 i VEGFR-2 per a l’endoteli i α-

SMA i PDGFR-β per a les cèl·lules murals, van reduir-se 

conseqüentment.   

o Les rates amb hipertensió portal tractades amb Rapamicina van 

presentar menys fibrogènesi que les rates tractades amb vehicle.  

o Els efectes antiangiogènics i antifibrogènics de la Rapamicina es van 

acompanyar d’un efecte antiinflamatori, tal i com mostra la reducció en 

l’infiltrat inflamatori i la menor expressió de la citocina TNF-α. 

- La reducció de la mida de la melsa es va traduir en una disminució de la seva 

capacitat de segrestar i destruir eritròcits, de manera que el tractament amb 

Rapamicina va suposar un increment en el nombre de glòbuls vermells 

circulants. En canvi, el recompte de plaquetes es va veure reduït, probablement 

degut a un efecte de la inhibició de mTOR disminuint la seva producció. 
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5. DISCUSSIÓ DE RESULTATS 

5.1. Estudi 1: Reversió de la hipertensió portal i la circulació hiperdinàmica 
esplàncnica mitjançant la inhibició combinada  de VEGF i PDGF en rates amb 
hipertensió portal experimental. 

Els resultats de l’estudi mostren que el desenvolupament de la circulació 

hiperdinàmica i de la neovascularització esplàncnica i la formació de vasos col·laterals 

portosistèmics en rates amb hipertensió portal són deguts, si més no en part, a 

processos d’angiogènesi promoguts pel VEGF, tal i com demostra la seva prevenció 

mitjançant l’administració de Rapamicina, un inhibidor de la via de senyalització de 

VEGF, durant el període en el qual la hipertensió portal s’està desenvolupant. 

Aquests resultats estan d’acord amb els obtinguts anteriorment amb altres 

metodologies per interferir la via de senyalització del VEGF, afegint consistència a la 

idea que l’angiogènesi està implicada en la patogènesi de la hipertensió portal (14,23). 

El fet innovador que posa en relleu aquest estudi s’extreu dels experiments en els 

quals la teràpia antiangiogènica s’administra a models animals amb una hipertensió 

portal plenament establerta. Aquesta situació s’aproxima de manera més precisa al 

context dels pacients amb hipertensió portal, els quals, en termes generals, són 

diagnosticats quan la síndrome ja es troba en un estadi avançat i presenten 

manifestacions clíniques. La idea, doncs, era determinar si una teràpia antiangiogènica 

podia ser capaç, no només de prevenir les alteracions hemodinàmiques associades a 

la hipertensió portal, sinó també de revertir-les un cop aquestes ja s’havien establert 

completament. 

Donat que la regulació a l’alça dels factors de creixement VEGF i PDGF resulta 

imprescindible en els processos de formació, estabilització i maduració de nous vasos 

sanguinis a partir de la vasculatura preexistent, sorgeix la hipòtesi que tots dos factors 

estarien sobreexpressats en la hipertensió portal, i que incidint sobre les dues vies 

alhora és factible assolir una major eficàcia en la reducció de les anomalies 

circulatòries associades a aquesta síndrome que fent-ho sobre cadascuna d’elles per 

separat.  
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Així doncs, en primer lloc, aquest estudi demostra que en el territori esplàncnic de les 

rates amb hipertensió portal es produeix, a més a més d’una sobreexpressió de VEGF, 

tal i com ja ha estat reportat amb anterioritat, una sobreexpressió de PDGF.  

El tractament amb Rapamicina administrat quan la hipertensió portal es troba 

plenament establerta, a partir d’una setmana des de la lligadura de la vena porta va 

disminuir la neovascularització esplàncnica a través de la prevenció de la 

sobreexpressió de VEGF i va atenuar la circulació hiperdinàmica esplàncnica, reduint 

el flux sanguini i incrementant la resistència vascular en el territori esplàncnic, fets que 

van traduir-se en un descens de la pressió portal. Aquests resultats indiquen que la via 

de senyalització de VEGF té una implicació, no només en el desenvolupament de la 

hipertensió portal, sinó també en el seu manteniment. L’efecte antiangiogènic de la 

Rapamicina va restringir-se a la neovascularització, ja que el tractament no va produir 

cap efecte en la vasculatura normal dels animals control.��
El tractament amb Glivec únicament va oferir efectes a nivell del PDGF, reduint la seva 

expressió, i del recobriment dels vasos sanguinis per part de les cèl·lules murals, tal i 

com indica la menor expressió dels marcadors de pericits α-SMA i PDGFR-β. 

El tractament combinat de Rapamicina i Glivec va assolir una inhibició tan de VEGF 

com de PDGF, així com dels marcadors de cèl·lula endotelial, CD31 i VEGFR-2, i de 

pericits, α-SMA i PDGFR-β. Aquests efectes antiangiogènics es van traduir en una 

reversió gairebé completa de l’increment de la pressió portal i del flux esplàncnic, 

d’una magnitud superior a l’addició dels efectes obtinguts amb cada fàrmac per 

separat, suggerint una interacció sinergètica, entre les vies de VEGF i PDGF, en el 

manteniment de les alteracions circulatòries associades a la hipertensió portal.  

Una altra dada que s’extreu d’aquests resultats és que, en absència de cèl·lules 

perivasculars, en el cas del present estudi quan s’inhibeix el seu reclutament per part 

de PDGF, l’endoteli és més vulnerable a estratègies antiangiogèniques que afecten les 

cèl·lules endotelials, com el bloqueig de la via de senyalització de VEGF.  �
Un fet que crida l’atenció és que el bloqueig de VEGF amb Rapamicina no va afectar 

els vasos col·laterals portosistèmics quan aquests ja s’havien format (tractament a 

partir d’una setmana després de la PPVL), i que el tractament combinat de Rapamicina 

i Glivec, incidint tant en les cèl·lules endotelials com en els pericits, va assolir una  
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modesta regressió dels vasos col·laterals portosistèmics, reduint el shunting en un 9%. 

El bloqueig de VEGF, en canvi, sí que va ser efectiu en prevenir la formació d’aquests 

vasos durant el seu desenvolupament. Aquestes observacions donen peu a diverses 

especulacions. Per exemple, seria possible que assolir una reducció mesurable de la 

col·lateralització requerís d’un tractament més llarg de dues setmanes. A favor 

d’aquesta explicació podem argumentar que els pacients cirròtics que reben un 

trasplantament de fetge i que, per tant, normalitzen automàticament la seva 

hemodinàmica hepàtica i esplàncnica, mantenen una circulació col·lateral durant 

mesos abans aquesta no es corregeix (66). D’altra banda, és possible que al llarg de 

les diferents etapes de la seva maduració, els vasos col·laterals presentin diferències 

respecte a la seva dependència dels factors de creixement, i que en les seves fases 

més madures, aquests vasos siguin poc sensibles a la manca de VEGF i PDGF (67). 

De tota manera, tot i que els vasos col·laterals es mantinguin presents, el fet de reduir 

dràsticament la pressió portal i l’hiperdinàmia esplàncnica fa que els riscos que porten 

associats, sobretot el risc d’hemorràgies, es redueixin (68). 

�

5.2. Estudi 2: Efectes beneficiosos de l’inhibidor multikinasa Sorafenib sobre 
la circulació esplàncnica, intrahepàtica i portocol·lateral en rates amb 
hipertensió portal i cirròtiques. 

Mitjançant estratègies antiangiogèniques es pot assolir una millora important de la 

hipertensió portal en models animals, com ja s’ha observat anteriorment (14,23). 

Aquest nou estudi determina que l’inhibidor multikinasa Sorafenib causa efectes 

beneficiosos en la circulació esplàncnica, la circulació intrahepàtica i també la 

circulació sistèmica, així com en els vasos col·laterals portosistèmics de dos models 

diferents d’hipertensió portal: rates amb hipertensió portal prehepàtica i rates amb 

cirrosi biliar secundària.  

La recerca translacional és una manera de dissenyar i dirigir la recerca científica per 

tal que els resultats d’aquesta siguin traslladables a la pràctica clínica (69). Aquest 

treball té la intenció d’aportar informació sobre l’eficàcia terapèutica dels agents 

antiangiogènics, en aquest cas l’inhibidor multikinasa Sorafenib, en les alteracions 

associades a la hipertensió portal, de cara a definir la viabilitat dels tractaments 

d’aquest tipus com a estratègia terapèutica en pacients, i per tant, s’han explorat els  
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efectes d’aquest fàrmac sobre diferents processos fisiopatològics associats a aquesta 

síndrome.  

Els resultats del treball mostren que el Sorafenib té efectes protectors a nivell de la 

circulació esplàncnica, la circulació intrahepàtica i també la circulació sistèmica, així 

com en els vasos col·laterals portosistèmics en rates PPVL i CBDL. El tractament va 

ser eficaç interferint la senyalització per part del VEGF i el PDGF, així com la via 

Raf/MEK/ERK, crucials per al procés de formació, estabilització i maduració de nous 

vasos sanguinis. L’efecte antiangiogènic del Sorafenib es va traduir en una disminució 

d’un 80% de la neovascularització esplàncnica, tant en el model PPVL com el model 

CBDL. A més a més, aquests efectes no es van observar en els animals sham, 

indicant que els efectes del Sorafenib es van limitar a la vasculatura en proliferació 

sense afectar els vasos quiescents. La inhibició de la neovascularització es va 

acompanyar d’una atenuació en la circulació hiperdinàmica esplàncnica i sistèmica, 

així com una reducció en la col·lateralització portosistèmica. 

La reducció del flux esplàncnic provocada per Sorafenib no va comportar una baixada 

de la pressió portal en les rates PPVL. Aquest fet es pot atribuir a la inhibició parcial de 

la col·lateralització portosistèmica, la qual cosa suposaria una menor descompressió 

del territori portal a través de la derivació del flux a través dels vasos col·laterals. En 

canvi, en el model CBDL, l’atenuació de la hiperdinàmia esplàncnica va resultar en una 

reducció del 25% de la pressió portal, tot i que el Sorafenib va reduir la circulació 

col·lateral portosistèmica en la mateixa magnitud que en el model PPVL. Aquestes 

dades apunten a un efecte del Sorafenib reduint la resistència vascular a nivell del 

fetge cirròtic dels animals CBDL. En aquesta línia, es va observar una important 

atenuació del dany hepàtic, a nivell estructural amb una reducció de la fibrosi i la 

proliferació dels conductes biliars típica del model CBDL i a nivell de la inflamació amb 

una reducció de l’infiltrat inflamatori  i de l’expressió de iNOS i de citocines 

proinflamatòries (TNF-α, LBP). El mecanisme responsable de l’atenuació de la 

inflamació i la fibrosi sembla ser la inhibició de l’activació de les cèl·lules estrellades 

hepàtiques, tal com evidencia la marcada reducció de l’expressió dels marcadors de 

cèl·lula estrellada activada α-SMA i PDGFR-β, així com de PDGF, el principal factor de 

proliferació per aquestes cèl·lules (70). El present resultat està en consonància amb 

d’altres que ja han mostrar anteriorment la capacitat antifibròtica de certs inhibidors de 

VEGF i PDGF en diferents models animals (71-73). 
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A nivell hepàtic també es va observar un major grau de neovascularització en les rates 

CBDL, la qual va ser marcadament reduïda mitjançant el tractament amb Sorafenib. 

L’angiogènesi intrahepàtica ha estat descrita anteriorment en les malalties cròniques 

del fetge, i sembla estar implicada en la resposta compensadora a la manca de flux 

sanguini al fetge cirròtic, associant-se, a més, amb la fibrogènesi i la inflamació (74). 

Aquesta neovasculatura té una estructura molt diferent dels sinusoides hepàtics, ja 

que té un endoteli continu i no fenestrat, fet que la fa molt menys permeable i empitjora 

la difusió d’oxigen de la sang als hepatòcits. La formació de nous vasos sanguinis, 

unida a la capil·larització que experimenten els sinusoides, són alteracions implicats en 

l’empitjorament de la funció hepàtica (74,75).  

El fet que el procés angiogènic detectat en el fetge no s’associï a una sobreexpressió 

de VEGF, sinó més aviat a una menor expressió d’aquest factor de creixement, no té, 

de moment, una explicació. De tota manera, aquesta observació està d’acord amb 

altres que s’han reportat recentment a nivell de fetge cirròtic, amb presència de 

neovascularització associada a una expressió reduïda de VEGF i una sobreexpressió 

de VEGFR-2 (76,77). D’altra banda, en el model CBDL s’ha descrit una 

sobreexpressió de VEGF a nivell hepàtic limitada als primers dies després de la 

lligadura del colèdoc (78). Això podria indicar que la producció de VEGF durant els 

primers dies de l’establiment de la cirrosi contribuiria a la proliferació de les cèl·lules 

endotelials, mentre que en etapes més avançades, l’estabilització i maduració dels 

vasos nouformats estaria mediada per altres factors. 

Els efectes protectors del Sorafenib davant la inflamació i els danys estructurals dels 

teixits no es va limitar al fetge, sinó que també va ser observada en òrgans 

esplàncnics, tan de rates PPVL com CBDL. A nivell de l’intestí prim es va observar 

inflamació acompanyada de l’expressió elevada de mediadors proinflamatoris, com 

l’enzim iNOS o les citocines TNF-α, IL-1 o LBP. Aquesta darrera, la proteïna que 

s’uneix a LPS, suggereix la presència d’un procés d’un sobrecreixement bacterià a 

nivell de l’intestí prim i la translocació bacteriana a través de la paret intestinal, la qual 

té una forta implicació en la inflamació intestinal associada a la hipertensió portal (79). 

El tractament amb Sorafenib va reduir marcadament la resposta inflamatòria en les 

rates PPVL i CBDL. Paral·lelament, tot i que eNOS, la forma constitutiva de l’enzim 

sintetitzador d’òxid nítric, és la principal font d’aquest vasodilatador contribuent a la 

hiperdinàmia esplàncnica, la sobreexpressió de iNOS observada suggeriria una 

participació de l’òxid nítric produït per la forma induïble en la circulació hiperdinàmica 

esplàncnica. 
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Com ja hem mencionat, el tractament amb Sorafenib va produir una disminució de la 

neovascularització esplàncnica d’un 80%, mentre que la reducció de la vasculatura 

col·lateral portosistèmica va ser tan sols d’un 18%. Tal i com ja s’especulava en la 

discussió de l’estudi anterior, aquesta diferència en la resposta dels vasos col·laterals 

portosistèmics i la neovasculatura mesentèrica al tractament antiangiogènic podria 

explicar-se per les diferències intrínseques entre els diferents tipus de vasos a la 

privació de factors de creixement o a les diferències entre el grau de maduració dels 

dos llits vasculars (67). En aquesta línia, possiblement un tractament de dues 

setmanes sigui suficient per regressar els neovasos formats a nivell mesentèric, però 

no per afectar de la mateixa manera els vasos col·laterals, els quals són, generalment, 

vasos relativament grans amb un alt grau de maduració, cosa que els faria menys 

sensibles a la teràpia antiangiogènica. 

Cal destacar que la dosi administrada als models animals, tant PPVL com CBDL, va 

ser, en proporció, molt menor que la que s’administra als pacients humans amb càncer 

hepatocel·lular. Això explicaria el fet que no s’observessin signes de toxicitat ni efectes 

adversos (pèrdua de pes, diarrea, hemorràgies), ni tampoc mortalitat deguda al 

tractament en els animals, cosa que contrasta amb els nombrosos efectes adversos, 

de naturalesa gastrointestinal, constitucional o dermatològica, reportats en els assaigs 

clínics del Sorafenib en humans, com la diarrea, la pèrdua de pes, reaccions cutànies, 

al·lopècia, anorèxia, etc (62). 

Tenint sempre presents les limitacions a l’hora de traslladar les dades obtingudes en 

models animals als humans, els resultats obtinguts en aquest estudi reforçarien la idea 

de considerar l’aplicació d’una teràpia d’aquest tipus com a eina terapèutica en 

pacients amb hipertensió portal (80). En referència a un hipotètic tractament de tipus 

antiangiogènic en pacients amb hipertensió portal caldria realitzar una dosificació 

acurada per tal d’assolir eficàcia tenint en compte la tolerabilitat i la seguretat d’un 

tractament crònic d’aquest tipus, és a dir, que el tractament fos efectiu reduint la 

neovascularització patològica però no afectés la vasculatura normal. Així com en el 

cas dels pacients amb càncer hepatocel·lular es va utilitzar la dosi màxima tolerable 

(62), és factible que la dosi necessària per modular la fibrosi i les alteracions 

hemodinàmiques de la hipertensió portal fos molt menor (80). 
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5.3. Estudi 3: Importància de la senyalització per mTOR en la patofisiologia de 
l’esplenomegàlia associada a la hipertensió portal.

Els resultats obtinguts en aquest treball complementen la hipòtesi convencional que 

assenyala la congestió esplènica com a principal responsable de l’esplenomegàlia 

associada a la hipertensió portal, afegint altres mecanismes com l’angiogènesi, la 

fibrogènesi o l’expansió i hiperactivació del compartiment limfoide de la melsa, 

implicats en l’engrandiment de la melsa.  

Un dels principals fets posats en relleu en el present estudi és la potencial implicació 

del sistema immunològic en l’origen de l’esplenomegàlia associada a la hipertensió 

portal. En aquest sentit, es va observar l’expansió de la polpa blanca en la melsa de 

les rates amb hipertensió portal, així com la potenciació de la capacitat d’aquesta per 

produir immunoglobulines, indicant una funció immune de l’esplenomegàlia en la 

hipertensió portal. En un context en el qual es produeix un increment d’antígens 

circulants, com és la hipertensió portal, sembla lògic que l’eficiència a l’hora de retenir i 

eliminar aquests antígens es trobi augmentada. Donat que la melsa té un paper 

important en aquesta mena de processos (49), no és d’estranyar que durant la 

hipertensió portal tingui lloc un increment compensador de l’activitat immune d’aquest 

òrgan.  

Un altre fet innovador proposat en aquest estudi és la presència de processos 

angiogènics i fibrogènics implicats en l’engrandiment de la melsa de les rates amb 

hipertensió portal. Els resultats mostren proliferació associada amb una 

sobreexpressió de VEGF, així com dels marcadors de cèl·lula endotelial, CD34 i 

VEGFR-2 (no en valor absolut, però sí en relació a l’increment de la mida de la melsa), 

i de cèl·lula mural, α-SMA i PDGFR-β. A més a més, el parènquima esplènic de les 

rates PPVL va presentar abundant dipòsit de fibra de col·lagen. 

Aquests resultats indiquen el progrés en paral·lel de l’angiogènesi i la fibrogènesi 

estimulats per la sobreproducció de diversos mediadors proangiogènics i 

proinflamatoris, com són VEGF o TNF-α, en la melsa de les rates amb hipertensió 

portal. 

El fet d’aprofundir en el coneixement de la patofisiologia de l’esplenomegàlia va 

permetre assenyalar la senyalització a través de mTOR com a diana terapèutica 

atractiva (81,82). Per aquest motiu, es va explorar l’estat d’activació d’aquesta via, 
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detectant un increment en la fosforilació de p70S6K, de la qual és responsable mTOR 

(64,65), donant peu a afirmar que la senyalització a través de mTOR es troba 

incrementada en el context de la melsa de les rates amb hipertensió portal. 

La Rapamicina, com a inhibidor específic de mTOR, va ser capaç d’atenuar les 

manifestacions de l’esplenomegàlia en les rates PPVL, cosa que va comportar un 

increment del recompte d’eritròcits circulants. Aquests resultats, sumats als obtinguts 

en el primer dels estudis presentats, en els quals el mateix tractament administrat en 

aquest cas va assolir una reducció de la pressió portal i una reducció de la 

hiperdinàmia esplàncnica, indicarien que incidir en la senyalització a través de mTOR 

pot representar una prometedora estratègia de cara a millorar les alteracions 

hemodinàmiques de la hipertensió portal a nivell clínic. Per altra banda, a l’hora 

d’aplicar una teràpia d’aquest tipus caldria tenir en compte el fet que la inhibició de 

mTOR es va acompanyar d’una reducció en el recompte de plaquetes, que tot i ser 

lleu seria important en uns pacients que ja presenten un recompte baix de plaquetes. 

Per aquest motiu qualsevol hipotètic tractament amb Rapamicina en pacients amb 

hipertensió portal s’hauria d’acompanyar, per una banda, d’un seguiment precís dels 

nivells de plaquetes circulants, i d’altra banda, s’hauria de complementar amb algun 

factor trombopoiètic capaç d’estimular la producció de plaquetes.  
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6.  CONCLUSIONS 

6.1.    Estudi 1: Reversió de la hipertensió portal i la circulació hiperdinàmica 
esplàncnica mitjançant la inhibició combinada  de VEGF i PDGF en rates amb 
hipertensió portal experimental. 

- El desenvolupament de la hipertensió portal està associat a una 

sobreexpressió progressiva tant de VEGF com de PDGF. 

- Quan la hipertensió portal s’està desenvolupant, la inhibició de la via de VEGF 

redueix la neovascularització i millora la circulació hiperdinàmica, a nivell 

esplàncnic, i atenua la formació de vasos col·laterals portosistèmics 

- Quan la hipertensió portal ja està plenament establerta, la inhibició de la via de 

VEGF millora la circulació hiperdinàmica esplàncnica i redueix la pressió portal. 

Si inhibim les vies de VEGF i PDGF alhora, els efectes són molt més 

importants que inhibint cada via per separat, revertint la circulació 

hiperdinàmica, reduint la neovascularització esplàncnica i abaixant la pressió 

portal de forma molt significativa 

- Aquests resultats suggereixen una interacció entre les vies de VEGF i PDGF 

en el manteniment de la circulació hiperdinàmica i la neovascularització 

esplàncniques i de la pressió portal elevada en les rates amb hipertensió portal 

prehepàtica.  

6.2.    Estudi 2: Efectes beneficiosos de l’inhibidor multikinasa Sorafenib sobre la 
circulació esplàncnica, intrahepàtica i portocol·lateral en rates amb hipertensió 
portal i cirròtiques. 

- El Sorafenib ofereix, mitjançant la inhibició dels processos angiogènics, 

fibrogènics i inflamatoris, efectes beneficiosos en el tractament de la 

hipertensió portal i la cirrosi a diversos nivells: la circulació esplàncnica, la 

circulació col·lateral portosistèmica, la circulació sistèmica i la microcirculació 

intrahepàtica. 
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- El tractament produeix una important disminució de la neovascularització 

esplàncnica que s’acompanya d’una atenuació de la circulació hiperdinàmica 

esplàncnica i sistèmica. El Sorafenib també és capaç de reduir la 

col·lateralització portosistèmica. 

- En les rates cirròtiques, el tractament va resultar en una considerable reducció 

de la pressió portal, d’un 25%, a través d’una remarcable millora de la fibrosi, 

l’angiogènesi i la inflamació hepàtica. 

- Els efectes beneficiosos del Sorafenib sobre les lesions estructurals dels teixits 

i la inflamació no es van limitar al fetge, sinó que també van tenir lloc en òrgans 

esplàncnics com l’intestí prim.  

- Sempre tenint en compte les limitacions a l’hora de traslladar les dades 

obtingudes en models animals als humans, els resultats obtinguts en aquest 

estudi reforçarien la idea de considerar l’aplicació d’una teràpia d’aquest tipus 

com a eina terapèutica en pacients amb hipertensió portal.

6.3.    Estudi 3: Importància de la senyalització per mTOR en la patofisiologia de 
l’esplenomegàlia associada a la hipertensió portal.

- Els resultats de l’estudi posen en relleu la implicació d’altres mecanismes, a 

més a més de la congestió, en el desenvolupament de l’esplenomegàlia 

associada a la hipertensió portal: l’expansió i la hiperactivació del teixit limfoide 

esplènic, l’angiogènesi i la fibrogènesi. 

- La via de senyalització de mTOR, implicada en la regulació de proliferació i 

creixement cel·lular, es troba hiperactivada a la melsa de les rates amb 

hipertensió portal i té un paper important en la esplenomegàlia. 

- La inhibició de la via de mTOR mitjançant l’administració de Rapamicina es 

tradueix en una millora de l’esplenomegàlia, reduint la mida de la melsa i la 

seva capacitat de retenir i destruir eritròcits. Aquesta millora s’atribueix a l’acció 

inhibidora de la Rapamicina sobre la proliferació cel·lular, l’angiogènesi y la 

fibrogènesi. 
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- Considerant els resultats obtinguts anteriorment en rates amb hipertensió portal 

tractades amb Rapamicina (reducció de la pressió portal i atenuació de la 

circulació hiperdinàmica esplàncnica), la inhibició de mTOR podria representar 

una estratègia terapèutica prometedora per a la hipertensió portal. 

- La principal reserva a l’hora de considerar aquesta estratègia és l’efecte de la 

Rapamicina sobre la producció de plaquetes, fet que obligaria a considerar la 

possibilitat de suplementar el tractament amb un factor estimulador de la 

trombopoiesi. 
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