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Estrés oxidativo y funcion vascular

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas deriva-
das del oxigeno con alta reactividad quimica que incluyen: los
radicales libres (especies con 1 0 mas electrones desaparea-
dos), como el superdxido (0,~) o el hidroxilo (OH"), y especies
no radicales, como el peréxido de hidrégeno (H,0,).

Multiples tipos celulares, incluyendo células endotelia-
les, vasculares del musculo liso, inflamatorias y macrofagos
(células de Kupffer), entre otras, pueden ser fuente de un
exceso en la produccion de ROS. Numerosos sistemas enzi-
maticos tienen capacidad para producir ROS, aunque los
mas frecuentemente involucrados son: la NAPDH oxidasa, la
xantina oxidasa, la sintasa del 6xido nitrico (NO) desacopla-
da, y los sistemas enzimaticos mitocondriales'2. Fisioldgica-
mente, la generacion de ROS se ve contrarrestada por los
sistemas antioxidantes, enzimaticos y no enzimaticos, que
disminuyen los valores de ROS, manteniendo un equilibrio
redox adecuado®*. La alteracion de este equilibrio, debido
a una mayor produccion de ROS y/o una menor capacidad
de los sistemas antioxidantes, conduce al estrés oxidativo.

El potencial de las ROS para unirse a proteinas, romper el
ADN y promover dafo celular se ha visto involucrado en el
desarrollo de necrosis, inflamacion y apoptosis en varios
trastornos®”’.

Ademas, el estrés oxidativo ha sido implicado en el au-
mento del tono vascular observado en la hipertension®?, la
aterosclerosis'® o la diabetes'. En estos trastornos, la re-
duccion de la biodisponibilidad del NO endotelial es el prin-
cipal factor que promueve el aumento del tono'.

*Autor para correspondencia
Correo electronico: jcgarcia@clinic.ub.es (J.C. Garcia-Pagan).

La sintasa endotelial del NO (eNOS) es responsable de la
mayor parte del NO vascular producido, en una reaccion en
la cual la L-arginina es oxidada a L-citrulina y NO'. Una de
las causas de la disminucion en la biodisponibilidad de NO es
la disminucion en su produccion debido a una menor activi-
dad de la eNOS, consecuencia de la existencia de diversas
alteraciones postraduccionales en su regulacion™ ™. Ademas,
el aumento del secuestro de NO por ROS también contribuye
a disminuir la biodisponibilidad de NO. De hecho, es bien
conocido que el NO es capaz de reaccionar con el O,, dando
lugar a la formacion de peroxinitrito (ONOO-) (fig. 1)'®", con
el consiguiente descenso en la biodisponibilidad de NO™:",

Las ROS también pueden afectar la biologia del NO a tra-
vés de su capacidad de oxidar y, por tanto, inactivar el co-
factor de la eNOS, la tetrahidrobiopterina (BH,)®. La BH,
desempena un papel fundamental en la transferencia de
electrones desde el grupo prostético hemo de la eNOS a la
L-arginina. En ausencia de BH, activa, la eNOS es incapaz de
transferir electrones a la L-arginina y comienza a usar el
oxigeno como sustrato conduciendo a la formacion de O,-
en lugar de NO, situacion que se ha denominado desacopla-
miento de la eNOS?"%, El desacoplamiento de la eNOS se ha
demostrado en distintas situaciones fisiopatologicas, como
la diabetes', la hipercolesterolemia?* y la hipertension?,
habiéndoselo relacionado con la menor biodisponibilidad de
NO que se halla en éstas.

Se podria prever, pues, que una reduccién en las ROS me-
diante intervencion farmacoldgica podria mejorar la biodis-
ponibilidad de NO y asi mejorar la funcion endotelial. La
reduccion en las ROS puede lograrse mediante la preven-
cion/atenuacion en su generacion, o aumentando su elimi-
nacion (tabla 1).

Se ha realizado un nimero creciente de estudios sobre el
efecto de los antioxidantes en la funcion vascular. A modo de

0210-5705/$ - see front matter © 2010 Elsevier Espafa, S.L. Todos los derechos reservados



Papel del estrés oxidativo intrahepatico en la fisiopatologia de la hipertension portal en la cirrosis 101

NADPH Xantia eNOS Otras eNOS
oxidasa oxidasa desacoplada fuentes acoplada

N\Iﬁ?ﬁ

NO
sop. Y |

4+ ONOO" | Biodisponibilidad
H,0, * de ON
Figura 1 Esquema de los posibles mecanismos involucrados en

el aumento de la produccion de superoxido y sus efectos redu-
ciendo la biodisponibilidad de oxido nitrico (NO) mediante su
secuestro. eNOS: sintasa endotelial del NO; NADPH: dinucleoti-
do de nicotinamida y adenina fosfato; ONOO": peroxinitrito;
SOD: superoxidodismutasa.

ejemplo, se ha demostrado que la vitamina C mejora la dis-
funcion endotelial, restaurando la vasorrelajacion dependien-
te del endotelio, en los fumadores cronicos y en pacientes
con diabetes, hipercolesterolemia e hipertension®?’, aunque
la mayoria de los estudios no ha podido demostrar un benefi-
cio en la reduccion de episodios cardiovasculares clinicos?.
Varias dificultades en el enfoque utilizado para reducir el
estrés oxidativo pueden explicar la falta de eficacia clinica
de las terapias antioxidantes. Las intervenciones antioxidan-
tes se han dirigido, principalmente, a cambiar el equilibrio
redox general de la célula de manera inespecifica. Es posible
que este enfoque pueda no ser suficiente para corregir las
alteraciones en los potenciales de oxidacion-reduccion loca-
lizados en compartimientos especificos dentro de la célula®.
Por ejemplo, el O, reacciona con NO para formar ONOO- a
un ritmo significativamente mas rapido que con su enzima
metabolizante superoxidodismutasa (SOD) o con antioxidan-
tes exdgenos como la vitamina C'. Por tanto, la competencia
para la reaccion 0,~/NO es limitada. Esto puede ser extrema-
damente importante en situaciones en las que el O,” y el NO
se producen simultaneamente en la misma localizacion sub-
celular, como sucede en el desacoplamiento de la eNOS.
Enfoques mas selectivos, centrados en las moléculas in-
volucradas en el aumento de liberacion de ROS, pueden ser
mas eficaces en la reduccion del estrés oxidativo. Ademas,
la falta de eficacia clinica de las terapias antioxidantes se

Tabla 1

ha atribuido a la accién pleiotropica de las ROS. EL O,-,
aparte de promover efectos indirectos sobre el tono vascu-
lar mediante la inactivacion del NO, también puede ejercer
efectos directos después de su transformacion a H,0, por la
accion de la SOD¥ (fig. 1).

De hecho, se ha propuesto que el H,0, es el vasodilatador
conocido como factor hiperpolarizante derivado del endo-
telio (EDHF), liberado por las células endoteliales en res-
puesta a estimulos como el aumento del flujo sanguineo'-.
Las ROS también pueden modular el crecimiento, la prolife-
racion y la muerte celular’*®. Asi, la accion final de las ROS
puede ser beneficiosa o perjudicial dependiendo de la can-
tidad de ROS generadas, la fraccion especifica que se crea,
la reaccion con radicales de otras enzimas y el territorio
vascular analizado'**.

Estrés oxidativo y enfermedades hepaticas

El higado sano es rico en sistemas antioxidantes enzimati-
cos y no enzimaticos*. Se ha sugerido que el aumento de
estrés oxidativo juega un papel fisiopatologico en la progre-
sion de la enfermedad en pacientes con hepatopatia al-
cohdlica®* esteatohepatitis no alcohodlica®® y hepatitis C
cronica®, asi como en la mayoria de los modelos experi-
mentales de fibrogénesis hepatica®®*'. Muchas de estas evi-
dencias provienen de 2 observaciones: los elevados valores
plasmaticos y tisulares de marcadores de peroxidacion lipi-
dica, como el malondialdehido (MDA), y la demostracion en
los pacientes y en modelos animales de enfermedad hepati-
ca, de valores plasmaticos y hepaticos reducidos de antioxi-
dantes, como el glutation y las vitaminas A, E y C. Sin em-
bargo, en analogia con las enfermedades vasculares, la
relevancia clinica del estrés oxidativo en las enfermedades
hepaticas ha sido cuestionada por la falta o el minimo efec-
to de las terapias antioxidantes en los ensayos clinicos en
humanos. Para una revision ampliada de estos datos se re-
mite al lector a documentos recientes’”-¥4,

¢Puede el estrés oxidativo desempenar
un papel en la hipertensién portal?

El posible papel del estrés oxidativo y el uso terapéutico de
los antioxidantes en pacientes con cirrosis hepatica e hiper-

Distintos antioxidantes clasificados seglin su mecanismo de accion

Accion

Antioxidantes

Prevencion de la formacion de ROS

Union a proteinas/inactivacion

Transferrina, ferritina, ceruloplasmina,

de iones metalicos albimina

Neutralizacion enzimatica Transformacion de ROS en productos Superoxido dismutasa, catalasa, glutation
seguros peroxidasa

Secuestro Interaccion y bloqueo de ROS Acido ascorbico, alfa tocoferol, acido
con sustratos reemplazables Urico, bilirrubina, glutation

Extincion Absorcion de electrones y/o energia Alfa tocoferol, beta caroteno

ROS: especies reactivas de oxigeno.
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tension portal no ha sido evaluado®#. En la cirrosis, el prin-
cipal factor que conduce a la hipertension portal es un au-
mento en la resistencia al flujo sanguineo portal. Ademas,
el aumento posterior del flujo sanguineo portal, como re-
sultado de una marcada vasodilatacion arteriolar en los or-
ganos viscerales que drenan en la vena porta, contribuye al
empeoramiento de la hipertension portal*®#. Como conse-
cuencia, es posible reducir la hipertension portal mediante
la reduccion del aumento de la resistencia o del aumento
del flujo sanguineo portal.

Inicialmente, Moore y sus colegas propusieron que el es-
trés oxidativo jugaria un papel en el desarrollo de la circu-
lacion hiperdinamica asociada a la hipertension portal®. En
su estudio, ratas con ligadura parcial de la vena porta
(LPVP) tratadas con el antioxidante N-acetilcisteina no de-
sarrollaron circulacion hiperdinamica, contrariamente a las
ratas LPVP tratadas con vehiculo. El tratamiento con N-ace-
tilcisteina se asocid a una reduccion de la presion portal y
de los marcadores de estrés oxidativo®. La reduccion de la
presion portal se atribuyé a una reduccion en el flujo san-
guineo portal. El mismo grupo reporté resultados similares
con el antioxidante acido lipoico, que contiene el grupo
tiol“. Sin embargo, en estos estudios no se caracterizaron
los mecanismos subyacentes de los efectos de los antioxi-
dantes.

Mas recientemente, se ha demostrado que la administra-
cion aguda del antioxidante vitamina C revierte la hiporreac-
tividad a los vasoconstrictores del territorio arterial del
antebrazo de los pacientes con cirrosis*, lo que puede ex-
plicar, en parte, el efecto de los antioxidantes previniendo
el sindrome circulatorio hiperdinamico y reduciendo el flujo
sanguineo portal.

El posible papel del estrés oxidativo modulando el tono
del lecho vascular hepatico es todavia mas interesante. En
la cirrosis, el aumento de la resistencia vascular hepatica
no es solo la consecuencia de la distorsion de la arquitectu-
ra vascular del higado, sino que también se debe a la con-
traccion activa de las células estrelladas hepaticas y las
células vasculares del musculo liso en el higado. Este incre-
mento dinamico de la resistencia vascular hepatica se ha
atribuido a una insuficiente biodisponibilidad intrahepatica
de NO* junto con una mayor liberacion de vasoconstricto-
res, como los prostanoides vasoconstrictores derivados de
la enzima ciclooxigenasa (COX)>'.

La posibilidad de manipular farmacolégicamente el au-
mento de la resistencia intrahepatica de los higados cirréti-
cos ha cuestionado el paradigma de que solo era posible
disminuir la presion portal reduciendo el aumento del flujo
sanguineo esplacnico con vasoconstrictores esplacnicos.

Reducir la resistencia vascular hepatica representa una
nueva estrategia para el tratamiento de la hipertension
portal, con la ventaja, sobre las estrategias dirigidas a dis-
minuir el flujo portal, de que podria mejorar la perfusion
hepatica®. De hecho, se ha demostrado que aumentar el
NO en el higado o reducir o bloquear el efecto de diferentes
vasoconstrictores modula el tono vascular hepatico en higa-
dos cirroticos®>4,

La insuficiente biodisponibilidad hepatica de NO en la ci-
rrosis se da a pesar de encontrar valores de expresion géni-
ca y proteica de eNOS normales, de modo que ha sido atri-
buida, en parte, a una disminucion de la actividad de la

eNOS causada por alteraciones en la regulacion postraduc-
cional de la actividad de la enzima. Dichas alteraciones
pueden ser una combinacion de los siguientes eventos: un
aumento de la interaccion de eNOS con la proteina inhibi-
dora caveolina'>%, una disminucion de la fosforilacion de la
eNOS dependiente de AKT>¢, un desacoplamiento de la eNOS
debido a la deficiencia en cofactores de la enzima, como la
BH,*, e incluso valores aumentados de dimetilarginina asi-
métrica. De acuerdo con estas anormalidades fisiopatologi-
cas, se han intentado distintos esfuerzos para mejorar la
biodisponibilidad de NO en el higado.

Una primera aproximacion fue la administracion de dona-
dores de NO selectivos de higado®. En este sentido, en hu-
manos se ha visto que la administracion de dosis bajas de
nitratos, como el mononitrato de isosorbide, reduce la pre-
sion portal®’.

Otras estrategias para corregir la deficiencia intrahepati-
ca de NO en la cirrosis experimental se han basado en la
sobreexpresion de NOS mediante la transferencia con ade-
novirus que codifican eNOS, nNOS o AKT constitutivamente
activa®* en la mejora de la actividad de eNOS mediante
su regulacion postraduccional con simvastatina®!, adminis-
trando el cofactor BH, o disminuyendo el secuestro de NO
mediante antioxidantes.

En este sentido, datos recientes de nuestro grupo apoyan
la idea de que la suplementacion con BH, puede represen-
tar una estrategia terapéutica nueva y eficaz para la hiper-
tension portal. Este estudio consolida, a la vez, el papel del
estrés oxidativo modulando la biodisponibilidad de NO en la
circulacion intrahepatica en la cirrosis. Este estudio experi-
mental, que investiga el desacoplamiento de la eNOS, de-
muestra que los higados cirréticos tienen valores de BH,
marcadamente disminuidos, debido a una disminucion de la
actividad y de la expresion de la enzima clave en la sintesis,
la GTP ciclohidrolasa. Ademas, la BH, se encontraba en gran
parte oxidada (y por lo tanto inactiva), un hecho que podria
deteriorar alin mas la actividad de la eNOS. En este estudio,
el desacoplamiento de la eNOS fue corregido mediante su-
plementacién con BH *, sugiriendo que la prevencion de la
oxidacion de BH, puede ser otra manera de mejorar el de-
sacoplamiento de la eNOS. Posteriormente, en otro estudio,
la administracién de BH, durante 3 dias en ratas cirroticas
aumento la actividad de eNOS y los valores de GMPc intra-
hepaticos y redujo significativamente la presion portal. Esta
mejoria de la hipertension portal se asocié a una normaliza-
cion de la presion arterial?.

Estos datos sugieren fuertemente que, analogamente a lo
que se observa en otros trastornos vasculares, en la cirrosis
el estrés oxidativo contribuye a la deficiencia intrahepatica
de NO a través de su secuestro.

Recientemente, hemos demostrado, mediante microsco-
pia confocal, que secciones de tejido hepatico de ratas con
cirrosis muestran un marcado incremento en la fluorescen-
cia del dihidroetidio, un colorante fluorescente que reac-
ciona especificamente con el O, intracelular, reflejando un
aumento en la produccion de 0,~¢%. En este estudio pudimos
demostrar que la actividad de la SOD estaba disminuida v,
por lo tanto, podria ser un posible mecanismo responsable
del incremento de O, en los higados cirréticos. Ademas,
este estudio aclaré que la disminucion en la actividad de
SOD era, al menos en parte, debida a una disminucion de la
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expresion proteica de las isoformas citoplasmatica y mito-
condrial, pero no de la isoforma extracelular de la SOD.
Interesantemente, este estudio también mostro que la inhi-
bicion de las enzimas COX o la xantina oxidasa (XO) es ca-
paz de reducir los valores intrahepéticos de O,-, lo que in-
dica que estos sistemas enzimaticos son fuentes potenciales
de O, en la cirrosis®.

Asi, en los higados cirréticos, tanto el aumento en la pro-
duccion de O,~ como la disminucion en su degradacion son
causas de los valores elevados de O,".

El aumento en los valores de O, se asocié a un aumento
significativo de las proteinas nitrotirosinadas, un marcador
de la formacion de ONOO-, lo que apoya el concepto que el
NO es secuestrado por el O, (fig. 1). Asimismo, la relacion
entre la biodisponibilidad de NO y el contenido de O, en el
higado se ve respaldada por nuestros experimentos en célu-
las endoteliales sinusoidales (CES), demostrando que la bio-
disponibilidad de NO es modulada por O,”. De hecho, el
aumento del contenido de O, en las CES después de incu-
bar con el inhibidor de la SOD, DDC, se asoci6 con una re-
duccion importante en la biodisponibilidad de NO. Ademas,
la supresion de este incremento de O,” mediante la suple-
mentacion de SOD fue acompafnada por una restauracion
parcial de la biodisponibilidad del NO¢.

Todos estos datos sugieren que el estrés oxidativo puede
contribuir a reducir la biodisponibilidad de NO en los higa-
dos cirréticos, y hacen hincapié en que las terapias antioxi-
dantes, mediante la eliminacién de O,-, podrian ser una
nueva estrategia terapéutica para mejorar la biodisponibi-
lidad de NO intrahepatica y para mejorar el tono vascular
hepatico en la cirrosis.

Como consecuencia, una manera de disminuir el estrés oxi-
dativo en el higado cirrético podria ser incrementar la activi-
dad de SOD. En este sentido, en un estudio realizado en nues-
tra unidad, la transfeccion en ratas cirréticas con hipertension
portal con adenovirus que codifican para SOD extracelular dio
lugar a una marcada reduccién del O, intrahepatico, que se
acompan6 de una mayor biodisponibilidad de NO (valorado
por los valores hepaticos de GMPc) y de una disminucion de
las proteinas nitrotirosinadas en el higado. Estos efectos mo-
leculares se asociaron con una mejoria significativa en la va-
sodilatacion dependiente del endotelio a acetilcolina y, mas
importante, promovio una reduccion significativa de la pre-
sion portal in vivo sin cambios significativos en la presion ar-
terial media®. La reduccion de la presion portal fue en pro-
medio del 13,3%. Estos valores se asemejan a los observados
en otros estudios dirigidos a reducir la presion portal en ratas
con cirrosis a través de otras estrategias, como la administra-
cion de los bloqueadores beta no selectivos®.

Este estudio proporciona, por primera vez in vivo, evi-
dencias de que disminuir los valores de O, puede represen-
tar una estrategia efectiva para mejorar la biodisponibili-
dad de NO en el higado. Un estudio reciente, realizado en
nuestra unidad, en el que se administré acido ascorbico a
pacientes con cirrosis refuerza este concepto. El acido as-
corbico (vitamina C) es un potente antioxidante que mejora
la vasodilatacion dependiente de NO en los lechos vascula-
res de pacientes con enfermedades que se asocian a disfun-
cion endotelial, como la hipertension, la diabetes, la hiper-
colesterolemia y las enfermedades coronarias. En estas
condiciones, el efecto beneficioso de la administracion agu-

da de acido ascorbico se ha atribuido a su capacidad para
neutralizar las ROS, principalmente O, . En nuestro estu-
dio, pudimos confirmar que los pacientes con cirrosis tienen
unos valores reducidos de vitamina C y aumentados de MDA
(un marcador de estrés oxidativo en suero) y que experi-
mentan un marcado aumento pospandrial de la presion por-
tal (reflejando la existencia de una alteracion de la res-
puesta vasodilatadora del lecho vascular hepatico a los
aumentos en el flujo de sangre promovido por la comida;
disfuncion endotelial). La administracion aguda de altas do-
sis de vitamina C redujo los valores de MDA, lo que sugiere
un potente efecto antioxidante. Esto se asoci6 a una ate-
nuacion significativa en el aumento pospandrial de la pre-
sion portal, lo que apoyaria una mejoria en la disfuncion
endotelial intrahepatica®.

En conjunto, estos resultados sugieren que el estrés oxi-
dativo puede contribuir a la disfuncion endotelial y al au-
mento del tono vascular en la cirrosis hepatica, y que una
terapia antioxidante puede contribuir a corregir esta ano-
malia. Por otro lado, el estrés oxidativo es otra de las cau-
sas multifactoriales que pueden promover la vasodilatacion
esplacnica y el empeoramiento de la hipertension portal en
la cirrosis. Todos estos hallazgos apoyan a nuevos estudios
con antioxidantes como terapia adyuvante en el tratamien-
to médico de la hipertension portal.
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