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I1l. TRASTORNOS CIRCULATORIOS EN LA CIRROSIS HEPATICA

Papel del 6xido nitrico vascular en la
cirrosis hepatica experimental
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Una de las mas importantes caracteristicas de la
cirrosis hepética, sea humana o experimental, es la
vasodilatacién esplacnica y sistémica. Aunque su ori-
gen no esta en absoluto claro, se piensa que ademas
de factores como el aumento de la capacidad vas-
cular, hay también una mayor vasodilatacion activa,
como consecuencia de la excesiva generacion de
sustancias vasodilatadoras, muchas de ellas de ori-
gen local. De entre la gran variedad de sustancias
implicadas, en este trabajo analizaremos algunas de
las pruebas que indican que el 6xido nitrico (NO) es
el principal factor implicado en dicha vasodilatacion.

EL NO EN LA PARED VASCULAR

El NO se forma a partir del aminoacido L-argini-
na'3, debido a la accién de varias isoformas del en-
zima o6xido nitrico sintasa (NOS). La isoforma en-
dotelial o NOS3 se expresa de forma constitutiva en
la célula endotelial, donde hace que se forme NO
de manera continua, aunque en pequefas cantida-
des, en respuesta a factores fisicos (estrés de roza-
miento) o quimicos (hormonas vasoconstrictoras, por
ejemplo). Por el contrario, la NOS2 o inducible es
«inducida» en la pared vascular por endotoxinas y
citoquinas, entre otros, y produce grandes cantida-
des de NO, bien que en un corto espacio de tiem-
po. Este proceso produce una gran vasodilatacion
que juega un papel de gran importancia en la re-
gulacion del proceso inflamatorio.

La vasodilatacion debida al NO requiere la pro-
duccién de un segundo mensajero, el cGMP, como
se demuestra tras la inhibicion de la guanilato ci-
clasa mediante azul de metileno, por ejemplo. A su
vez, el cGMP produce la vasodilataciéon mediante la
modulacién de varias protein-quinasas, como la in-
hibicion de la quinasa de la cadena ligera de la mio-
sina, lo que reduce la actividad de la miosina, o me-
diante el control de la concentracion de calcio
intracelular?.

EL NO Y LAS ALTERACIONES
CARDIOVASCULARES DE LA CIRROSIS
HEPATICA EXPERIMENTAL

Los tres modelos animales més usados de cirrosis
hepética o hipertension portal son el de administra-
cion de tetracloruro de carbono (CCl4), el de liga-
dura crénica del conducto biliar (LCB) y el de liga-
dura parcial de la vena porta (LVP). Como el lector
podra comprobar, hay algunas diferencias en el
papel del NO en cada uno de ellos. Por ello, estos
estudios experimentales han de ser tratados con pre-
caucion, sobre todo en el caso de intentar una ex-
trapolacion al ser humano?.

Los tres modelos experimentales mencionados
presentan la tipica circulaciéon hiperdindmica que
caracteriza a la enfermedad humana, esto es, gasto
cardiaco elevado y descenso de las resistencias vas-
culares, con presion arterial normal (en la fase pre-
ascitica) o francamente disminuida“®.

Papel del NO en la circulacién hiperdinamica

Bastantes experimentos han demostrado clara-
mente que la administracion de inhibidores de la
sintesis de NO a animales con cirrosis o hiperten-
sion portal aumenta la presion arterial en forma de-
pendiente de la dosis®8. Por supuesto, este efecto
hipertensor es mayor que en los animales controles.
El tratamiento crénico con esos mismos inhibidores
también aumenta la presion arterial y reduce el gasto
cardiaco y la hipervolemia, lo que indica que el NO
es un mediador de importancia de la circulacién hi-
perdindmica®'0. Otros estudios recientes han mos-
trado también que existe una mayor liberacion de
NO desde el endotelio de las arterias mesentéricas
antes incluso de que la circulacién hiperdinamica
esplacnica estd completamente establecida'’, antes
por lo tanto del desarrollo de la circulaciéon hiper-
dinamica sistémica. Estos datos sugieren claramente
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que el NO desempefia un papel primario en el de-
sarrollo de esta vasodilatacion arterial. Aunque la
isoforma que parece estar implicada con mayor pro-
babilidad es la endotelial, también se ha descrito en
el modelo de LVP la implicacion de la isoforma in-
ducible'.

Papel del NO en la hiporrespuesta vascular a
vasoconstrictores

Otra importante alteracién cardiovascular que
muestran los modelos experimentales de cirrosis he-
patica o hipertension arterial es una menor respues-
ta presora a las influencias humorales o nerviosas
vasoconstrictoras'314. Se sabe que en las enferme-
dades hepaticas existe una activacion del sistema
nervioso simpatico, de la vasopresina y del sistema
renina-angiotensina, como se sabe los mas podero-
sos vasoconstrictores enddégenos. Sin embargo, la
administracion de esas sustancias a animales cirr6-
ticos produce una respuesta presora menor de lo
normal. Esta hiporrespuesta vascular se ha observa-
do tanto en animales conscientes como anestesiados
y en distintos tejidos y vasos in vitro. Como vere-
mos, la gran mayoria de los trabajos realizados sobre
este tema indican que el NO es el principal meca-
nismo patogénico implicado.

En animales LCB anestesiados, la respuesta preso-
ra a endotelina 1 fue menor que en sus controles y
la inhibicién de la produccién de NO mejord esa
respuesta parcialmente'. En anillos adrticos de ani-
males con LCB, la respuesta a fenilefrina esta redu-
cida y la inhibicion de la sintesis de NO con L-
NAME o la eliminacién del endotelio mejoraron y
casi corrigieron esa alteracion'®!'”, lo que sugiere
que una mayor produccién de NO, de origen pre-
dominantemente endotelial, interfiere con el meca-
nismo de la contraccién. El uso de aminoguanidina,
un inhibidor preferencial de la iINOS no mejoré la
respuesta a fenilefrina'”. También en ratas LCB, la
respuesta vasodilatadora al nitroprusiato sédico, un
donante de NO, fue menor que la observada en las
ratas controles'8, lo que sugeriria una alteracion de
la capa muscular. Sin embargo, la respuesta vasodi-
latadora a acetilcolina, que libera NO endotelial, en
anillos aérticos y mesentéricos de animales con LCB
fue completamente normal, lo que sugiere que no
todos los mecanismos de liberaciéon de NO pueden
estar alterados en este modelo de cirrosis biliar!”-18.

En el modelo de hipertension portal sin afectacion
hepética (LVP), la administracion sistémica de me-
toxamina revel6 también una importante hiporres-
puesta presora que fue revertida con el uso de un
inhibidor de la producciéon de NO'. También en
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este modelo, y usando la preparacion vascular me-
sentérica, las respuestas presoras a noradrenalina,
vasopresina y potasio fueron menores que en los ani-
males controles y la inhibicion de la sintesis de NO
potenci6é y normalizé las respuestas presoras de los
animales con LVP2°. Estos datos han sido parcial-
mente confirmados por otros laboratorios?'*23, que
también demostraron que la principal fuente de este
NO es la capa endotelial?*%>. En este modelo, tam-
bién se ha descrito la participacion de otros facto-
res distintos del NO?2°, como los canales de potasio,
efecto que fue descrito por nuestro laboratorio?’,
usando el inhibidor tetraetilamonio. Ademas, en
estos experimentos se comprobd que el efecto del
NO se lleva a cabo mediante dos mecanismos dife-
rentes, uno es mediante la formacién de cGMP vy el
otro, mediante la activacion directa de canales de
potasio. Sin embargo, el papel de los canales de po-
tasio parece de pequena magnitud y el NO parece
ser el principal mediador de la hiporrespuesta?.
Todos estos resultados concuerdan con estudios que
han encontrado una mayor actividad de la isoforma
constitutiva de la NOS en arterias mesentéricas de
animales con LVP?-29, asi como experimentos que
demuestran una mayor liberaciéon de NO, de las ar-
terias mesentéricas de ratas con LVP, en respuesta a
aumentos del flujo sanguineo y del estrés de roza-
miento, estimulos basicos para la liberacion de NO
endotelial3°.

En contraste con estas homogéneas respuestas de
las arterias mesentéricas entre diferentes laboratorios,
el uso de anillos de aorta de animales con LVP ha
proporcionado muchas discrepancias. Asi, se han
descrito respuestas menores, normales o incluso au-
mentadas en respuesta a la aplicacion de vasocons-
trictores®'-**. También la actividad enzimatica ha
sido medida normal?® o aumentada?. Es muy pro-
bable que estas diferencias sean debidas a las dis-
tintas metodologias empleadas o incluso a variacio-
nes fisiopatologicas en la actividad enzimatica
adrtica seglin el momento de evolucién de la en-
fermedad en el animal.

En el modelo de CCl, los resultados comentados
anteriormente también son validos. Asi, se ha des-
crito que la angiotensina Il y la noradrenalina pro-
ducen menos efecto en estos animales que en sus
controles3>-37.

En resumen, la mayor produccién de NO, princi-
palmente de origen endotelial, parece ser responsa-
ble de la menor respuesta presora a vasoconstricto-
res observada en el lecho mesentérico?! 242538
rinén3? y anillos aédrticos de ratas con cirrosis o hi-
pertension portal40-42,

Como se ha comentado antes, el NO parece ser el
principal factor implicado en el fenémeno de hipo-



rrespuesta vascular de los animales con hipertension
portal y cirrosis hepatica. Estudios recientes de nues-
tro laboratorio han intentado profundizar en el me-
canismo de acciéon del NO*3. Nuestros datos indican
que el NO interfiere de forma muy importante con
los mecanismos de regulacion de la concentracion de
calcio intracelular. En un primer grupo de experi-
mentos, utilizando el lecho arterial mesentérico ais-
lado y perfundido de ratas con LCB, hemos analiza-
do la respuesta presora a la adicion de calcio en vasos
perfundidos con un Krebs sin calcio anadido. Asi, la
entrada de calcio a través de sus canales dependien-
tes de voltaje (mediante la aplicaciéon de un medio
de perfusion con alto potasio) produce una menor res-
puesta en los vasos de los animales LCB que en sus
controles. De la misma manera, la entrada de calcio
por canales operados por el receptor adrenérgico es
también menor en los animales LCB. También es de-
fectuosa la liberacion de calcio intracelular, desde los
almacenes intracelulares, en respuesta a metoxamina.
Estas tres alteraciones son revertidas y mejoradas tras
la inhibicién de la sintesis de NO, con el inhibidor
L-NNA. Es decir, que el NO interfiere de forma ne-
gativa con los mecanismos que regulan tanto la en-
trada extracelular como la liberacién intracelular del
calcio®3. Para analizar estas alteraciones de una forma
mas directa, hemos estudiado algunos de estos me-
canismos directamente en células musculares lisas ais-
ladas de la aorta abdominal de ratas con LCB. Los ni-
veles de calcio se han determinado tras cargar las
células con fura-2, un fluorocromo que se une al cal-
cio intracelular, y analizar sus cambios en un mi-
croscopio de fluorescencia equipado con un fotéme-
tro altamente sensible. Los resultados obtenidos
confirman nuestros datos descritos anteriormente, es
decir, tanto la entrada de calcio extracelular como la
liberacion intracelular son menores en las células
musculares lisas de los animales con LCB. Cuando in-
hibimos la sintesis de NO con L-NNA esas respues-
tas mejoraron muchisimo, al igual que ocurri6 con el
uso de L-NIL, un inhibidor selectivo de la isoforma
inducible de la NOS. Es decir, que una mayor pro-
duccion de NO, no sélo de origen endotelial como
hemos visto antes, sino también muscular es respon-
sable de la menor movilizacion del calcio en las cé-
lulas musculares lisas de los animales con cirrosis por
LCB (datos sin publicar).
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