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1- INTRODUCCIÓ 

La síndrome clínica anomenada hipertensió portal es caracteritza per un 

increment patològic de la pressió hidrostàtica del sistema venós portal per 

sobre del seu valor normal d’1-5 mmHg. Aquest increment origina la formació 

d’una extensa xarxa de venes col·laterals portosistèmiques que deriven una 

part del flux sanguini portal cap a la circulació sistèmica, evitant que circuli pel 

fetge. Bona part de les complicacions derivades de la cirrosi hepàtica, com 

l’hemorràgia digestiva pel trencament de varius esofàgiques, l’encefalopatia 

hepàtica, l’ascites o la insuficiència renal, estan directament relacionades amb 

la presència d’hipertensió portal. A causa de la gravetat d’aquestes 

complicacions, la hipertensió portal representa la primera causa de mort i de 

trasplantament hepàtic en malalts cirròtics (1). 

 

1.1- Bases fisiopatològiques de la hipertensió portal 
Com en qualsevol sistema hidrodinàmic, la pressió [portal] ve determinada per 

la interrelació entre el flux [sanguini portal] i la resistència que s’oposa a aquest 

flux. Mitjançant la Llei d’Ohm, el gradient de pressió entre dos punts en un vas 

sanguini queda definit per la següent equació:  

ΔP = Q x R 

On ΔP seria el gradient de pressió portal o pressió de perfusió hepàtica (la 

diferència entre la pressió de la vena porta i la pressió de la vena cava inferior), 

Q, el flux sanguini de tot el sistema venós portal (que en la patologia inclou el 

flux de la vena porta i el corresponent a les venes col·laterals portosistèmiques) 

i R, la resistència vascular exercida pel sistema venós portal, per les venes 

col·laterals i pel mateix fetge (2).  

 

1.1.1- Resistència vascular intrahepàtica (RVI) 

L’augment de la RVI al flux portal constitueix el fenomen fisiopatològic primari 

de la hipertensió portal. En la cirrosi aquest augment té lloc al sinusoide hepàtic 

(hipertensió portal sinusoïdal). 

Durant llarg temps s’havia considerat que l’elevada RVI únicament era 

conseqüència de la distorsió de l’arquitectura vascular del fetge cirròtic causada 

per la malaltia i que, per tant, aquesta no era modificable mitjançant fàrmacs. 
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L’any 1985 Bathal i Grossmann (3) canviaren aquest dogma demostrant que 

una part de l’augmentada RVI podia ser modificada farmacològicament. A partir 

d’aquell moment, diversos estudis van confirmar i ampliar aquesta troballa (4; 

5). Avui en dia és acceptat que una part significativa de la RVI en la cirrosi és 

modificable per drogues i és denominada component “dinàmic” de la RVI i 

podria arribar a representar fins el 40% de la RVI total. 

 

1.1.2- Component dinàmic de la RVI 

Amb l’objectiu de caracteritzar el component dinàmic de la RVI, diferents 

estudis han cercat quins són els elements contràctils intrahepàtics, i si en la 

cirrosi, existeixen anormalitats en la regulació dels mecanismes de contracció 

cel·lular. Fins a l’actualitat s’han descrit diversos tipus de cèl·lules hepàtiques 

amb capacitat contràctil com els miofibroblasts portals i septals i les vènules 

portals (6) però majoritàriament s’ha postulat que les principals cèl·lules 

involucrades en la regulació del to vascular hepàtic són les cèl·lules hepàtiques 

estelades (CHE) (7). 

 

 a) CHE, executores de l’increment en la RVI 
Les CHE, també conegudes com a cèl·lules d’Ito o lipòcits, representen 

aproximadament el 5% del total de cèl·lules hepàtiques i són el principal 

magatzem de vitamina A de l’organisme. Es troben localitzades a l’espai de 

Disse (espai virtual entre les cèl·lules endotelials i les cèl·lules hepàtiques) i 

presenten extensions citoplasmàtiques que rodegen els sinusoides, 

característica que els permet regular el flux sinusoïdal per contracció. En 

situacions de dany hepatocel·lular, les CHE sofreixen un ràpid canvi, tant 

morfològic com funcional, que comporta la seva “activació”, donant lloc a 

cèl·lules amb un fenotip tipus miofibroblast amb propietats típiques d’aquest 

tipus cel·lular, és a dir, amb potencial pro-fibrogènic i altes capacitats contràctil, 

immuno-moduladora i migratòria. Quan el dany hepàtic es converteix en crònic, 

les CHE es perpetuen en l’estat activat (7-9). 

 

b) Substàncies vasoactives, reguladores de l’increment en la RVI 
Un ampli ventall de molècules amb capacitat vasomotora s’han descrit com a 

moduladores de la RVI en la cirrosi (10-13). Aquestes substàncies poden 
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procedir de la circulació sistèmica (com l’angiotensina II o la vasopressina), 

poden originar-se a l’endoteli i actuar de forma paracrina (com l’òxid nítric [ON], 

la prostaciclina [PGI2] o l’endotelina) o tenir un origen neuronal (norepinefrina). 

Tinguin l’origen que tinguin, un fet ben conegut i característic de la cirrosi és el 

marcat desequilibri en la concentració d’aquests mediadors vasoactius en la 

circulació hepàtica: es troben elevats nivells de vasoconstrictors (com la 

endotelina o el tromboxà) i reduïdes quantitats de vasodilatadors 

(principalment l’ON) (14-17). A més, s’ha demostrat que els fetges cirròtics 

hiperresponen als estímuls vasoconstrictors i hiporesponen als vasodilatadors 

(10-13; 18; 19).  

 

 Tromboxà A2 (TXA2) 

Aquesta molècula de 20 àtoms de carboni, derivada de l’àcid araquidònic per 

acció dels enzims ciclooxigenasa (COX) i tromboxà sintasa (TXS), té com a 

principals característiques ser un potent vasoconstrictor i induir l’agregació 

plaquetària (el seu nom prové d’aquesta última propietat [induir trombosi]). És 

sintetitzat principalment per plaquetes, tot i que diversos autors han demostrat 

que alguns tipus de cèl·lules endotelials també en poden produir (20-23). 

Els primers estudis que involucraren el TXA2 en la hipertensió portal foren 

publicats pels grups de Clemens i Zhang als EUA i de García-Pagán i Bosch a 

Barcelona. Ambdós grups, treballant amb diferents models experimentals de 

cirrosi (lligadura del conducte biliar els primers i inhalació de CCl4 els segons) 

evidenciaren que els fetges de rates amb hipertensió portal sintetitzen majors 

quantitats de TXA2, tant basalment com a l’estimular la circulació intrahepàtica 

amb un agonista alfa-1-adrenèrgic (metoxamina), i que aquest augment en la 

síntesi de TXA2 s’acompanya d’un increment significatiu en la pressió portal 

(13; 24).  

Estudis posteriors ampliaren aquest coneixement demostrant que la modulació 

del to vascular intrahepàtic cirròtic per l’acció de prostanoids vasoconstrictors 

(principalment TXA2) és dependent de la isoforma 1 de la COX (COX-1) i que 

les cèl·lules endotelials sinusoïdals (CES) podrien ser les responsables de la 

seva síntesi (25). 
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 Òxid nítric (ON) 

Aquest gas, fonamental en varietat de processos biològics, ha estat definit com 

el vasodilatador més important d’origen endotelial. En el camp de la hipertensió 

portal, des del pioner estudi de Bathal i Grossman fins avui en dia, s’han 

publicat més de 350 estudis avaluant el rol de l’ON sobre la regulació del to 

vascular hepàtic i la forma de modular-lo. 

L’ON és sintetitzat com a subproducte de la formació de L-citrulina per part de 

tres isoformes de la proteïna sintasa d’ON (NOS), la NOS neuronal (nNOS), la 

forma induïble (iNOS) i l’endotelial (eNOS) (26). La producció hepàtica 

fisiològica d’ON és derivada de la eNOS en resposta a estímuls com l’estrès de 

fregament i la presencia de vasoconstrictors (27; 28). El mecanisme d’acció de 

l’ON és paracrí, possiblement sobre les CHE, promovent la síntesi de GMP 

cíclic (GMPc) (29). 

El seu paper en el fetge normal és de compensació vascular enfront un estímul 

vasoconstrictor i per tant, la seva biodisponibilitat és correcta i plenament 

efectiva (30). En el fetge cirròtic, en canvi, la síntesi d’ON es troba fortament 

alterada per diferents desregulacions post-traduccionals que condueixen a un 

estat de baixa biodisponibilitat intrahepàtica (16; 31-33). 

El dèficit d’ON en els fetges cirròtics va proporcionar la base racional per al 

tractament de la hipertensió portal amb donants d’ON, primerament no 

selectius i més recentment, fetge selectius, per tal d’evitar la hipotensió arterial 

provocada pels primers. Diversos estudis, a través d’estratègies ben diferents, 

han aconseguit incrementar la producció hepàtica d’ON i reduir així 

significativament la RVI i la pressió portal de rates amb cirrosi sense modificar 

la pressió arterial. D’una banda, la infecció gènica del fetge amb l’adenovirus 

que conté la nNOS o l’eNOS (34; 35); de l’altra, administrant donants d’ON 

específicament hepàtics (36) i molt recentment augmentant la síntesi d’ON 

mitjançant el tractament amb estatines (37). 

 

En resum, el component “dinàmic”, modificable i reversible de la RVI en la 

cirrosi ve determinat per un desequilibri en les substàncies vasoactives 

intrahepàtiques (excés de vasoconstrictors enfront dèficit de vasodilatadors), 

que, a l’actuar sobre les CHE provocarien la seva contracció i conseqüentment, 

l’increment del to vascular hepàtic.  
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1.1.3- El segon factor de l’equació, el flux portal 

El segon factor que contribueix a l’existència d’hipertensió portal és l’augment 

del flux del sistema portal. Aquest fet és secundari a una marcada vasodilatació 

esplàcnica causada per un alliberament exagerat de mediadors vasodilatadors 

endògens i circulants i a una hipo-resposta als agents vasoconstrictors 

presents (38).  
Diverses substàncies com el glucagó (39; 40), la prostaciclina (PGI2) (41; 42) o 

el monòxid de carboni (43) s’han descrit com a causes de la marcada 

vasodilatació esplàncnica en la cirrosi, però el mediador més important sembla 

ésser l’ON.  

Els primers estudis dirigits a la recerca de factors vasodilatadors esplàncnics es 

van centrar en el glucagó. Elevats nivells d’aquesta proteïna foren descrits en 

pacients cirròtics i en models experimentals de cirrosi. A més, la inhibició de la 

síntesi de glucagó redueix parcialment el flux esplàncnic i l’administració de 

glucagó a rates sanes comporta un augment significatiu en la vasodilatació 

esplàncnica (39; 40; 44-46). Aquest conjunt de troballes proporcionaren la base 

racional per a l’ús d’inhibidors de la síntesi de glucagó (somatostatina i anàlegs) 

en el tractament de les complicacions de la hipertensió portal. 

Més recentment, el possible paper de l’ON regulant el to vascular mesentèric i 

els seus mecanismes d’acció foren i continuen sent investigats. Hom pot trobar 

una extensa bibliografia en referència a aquesta recerca. S’ha descrit que 

pacients amb cirrosi i animals amb hipertensió portal experimental mostren 

elevats nivells plasmàtics d’ON, els quals són més elevats en la zona portal, 

suggerint una producció mesentèrica. A més, la producció esplàncnica d’ON en 

rates cirròtiques és superior a les controls, i la inhibició de la seva síntesi 

redueix el flux de l’artèria mesentèrica superior, el grau de col·lateralització  i 

preveu parcialment el desenvolupament de la circulació hiperdinàmica típica de 

la hipertensió portal (47-51).  

Diferents estudis han hipotetitzat sobre l’origen i els mecanismes moleculars 

responsables dels elevats nivells sistèmics i esplàncnics d’ON en la cirrosi. Ja 

fa gairebé dues dècades, Vallance i Moncada proposaren que l’endotoxèmia 

sovint present en la cirrosi activava l’expressió vascular de la isoforma induïble 

de la sintasa d’ON (iNOS), i augmentava d’aquesta forma la producció d’ON 
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(52). Posteriorment, aquesta hipòtesi fou desestimada a l’observar que en la 

cirrosi, els nivells d’expressió i l’activitat enzimàtica d’aquesta isoforma no es 

troben augmentats i que, la seva inhibició selectiva no prevén el 

desenvolupament de la circulació hiperdinàmica. A més, fou demostrat que 

l’isoforma endotelial de la sintasa d’ON (eNOS) és la veritable responsable 

mitjançant un augment en la seva activitat enzimàtica (53; 54). 

Els mecanismes que explicarien la sobre-activació de l’eNOS en el territori 

esplàncnic són diversos i possiblement, encara no els coneixem tots. 

L’augmentat estrès per fregament present al territori esplàncnic cirròtic, 

juntament amb elevats nivells de diferents factors humorals, proteïnes 

estabilitzadores i citosines pro-inflamatòries podrien ser alguns d’aquests 

mecanismes (50; 55-58). 

 

L’ON té un paper antagònic en la cirrosi (38). En la circulació intrahepàtica 

existeix un dèficit en la seva producció que provoca una alteració marcada del 

to vascular. En canvi, en la circulació esplàncnica i sistèmica la producció d’ON 

es troba augmentada, la qual cosa condueix a una forta vasodilatació arterial i a 

una hipo-resposta a vasoconstrictors. Així, ambdues situacions contribueixen a 

mantenir i a empitjorar la síndrome d’hipertensió portal. Aquesta dualitat 

d’efectes negatius ha comportat la ineficàcia dels tractaments amb donants 

d’ON no selectius pel fetge, ja que redueixen la RVI i la pressió portal, però 

alhora augmenten la vasodilatació perifèrica, la qual s’acompanya d’una 

disminució de la pressió arterial sistèmica (59). 

 

1.2- Circulació hiperdinàmica 
Els pacients en fases avançades de cirrosi presenten la síndrome anomenada 

circulació hiperdinàmica de la hipertensió portal. Aquesta es caracteritza per 

una vasodilatació generalitzada acompanyada d’un descens en la pressió 

arterial i resistència vascular perifèrica juntament amb un augment en la 

despesa cardíaca i el volum plasmàtic (60).  

Aquests canvis hemodinàmics a nivell sistèmic són derivats de l’exagerada 

vasodilatació esplàncnica típica de la cirrosi. Es creu que part dels 

vasodilatadors esplàncnics passarien a la circulació general (ja sigui per no 

haver estat degradats hepàticament o per haver evitat el fetge via venes 
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col·laterals portosistèmiques) comportant una vasodilatació arterial 

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

aquest punt l’organisme activaria una sèrie de sistemes reguladors, com el 

sistema renina-angiotensina, el sistema nerviós o la secreció de vasopressina, 

que activarien la retenció d’aigua i sodi per part del ronyó, augmentant així el 

volum plasmàtic i mantenint la pressió arterial perifèrica (60-63).  

Com a conseqüència d’aquesta adaptació, l’alteració de la funció renal més 

precoç i comuna dels pacients amb hipertensió portal és l’elevada retenció de 

sodi. A més, diverses complicacions en altres òrgans s’han relacionat amb la 

síndrome de la circulació hiperdinàmica, com la síndrome hepatopulmonar, la 

progressió d’encefalopatia hepàtica, la síndrome d’isquèmia i formació d’estrès 

oxidatiu en diferents teixits, etc. (64; 65). Diversos autors han relacionat la 

severitat de la circulació hiperdinàmica amb la prognosi i supervivència de 

pacients amb hipertensió portal (66). 

Per últim, en relació amb el tractament de la circulació hiperdinàmica la 

restricció de sodi en rates amb hipertensió portal experimental evita l’expansió 

del volum plasmàtic i normalitza l’índex cardíac i el flux esplàncnic. A més, en 

pacients cirròtics, l’administració de diürètics disminueix la pressió portal (67; 

68). 
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2- JUSTIFICACIÓ I OBJECTIUS DE LA PRESENT TESI 
 

2.1- Justificació i objectius generals 
 
La cirrosi hepàtica és la tercera causa de mort en homes d’entre 35 i 64 anys a 

Catalunya i a Espanya (cinquena causa en dones de la mateixa franja d’edat) i 

setena en persones d’entre 25 i 64 anys als Estats Units (69; 70). La 

hipertensió portal i les seves complicacions (trencament de varius 

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

són la principal causa de mort i trasplantament en pacients cirròtics. La 

hipertensió portal pot aparèixer per un augment de la RVI, per un augment del 

flux portal o per un augment d’ambdós factors. Tanmateix, l’augment de la RVI 

és el factor fisiopatològic primari i per tant, aquelles teràpies que disminueixin la 

RVI produiran un descens de la pressió portal i reduiran el risc de patir 

complicacions. 

Fins ara, a causa de la inexistència d’alternatives fiables, segures i efectives, la 

teràpia majoritàriament emprada en els pacients amb cirrosi és l’ús de beta-

bloquejants, els quals redueixen la pressió portal al disminuir els fluxos 

col·lateral i portal. Tot i això, aquelles estrategies capaces de reduïr el flux 

portal tenen com a efecte secundari una menor irrigació hepàtica i per tant, un 

possible efecte deleteri sobre la funció hepàtica (71; 72). 

Per contra, s’ha demostrat que també és possible manipular farmacològicament 

el component dinàmic de la RVI (sense necessitat de modificar el flux portal) 

(73; 74). Aquest increment de la resistència dinàmica és derivat de tres 

mecanismes fisiopatològics diferents: a) un augment en la concentració dels 

vasoconstrictors hepàtics, b) un augment en la resposta a aquests 

vasoconstrictors, i c) una marcada disminució en la biodisponibilitat de 

vasodilatadors hepàtics. Fins a dia d’avui, encara no coneixem tots els 

mediadors vasomotors que contribueixen a incrementar la resistència dinàmica 

ni quins mecanismes regulen la seva acció. 

Els treballs de recerca de la present tesi estan globalment orientats a ampliar el 

coneixement dels mecanismes moleculars responsables de l’augment del 

component dinàmic de la RVI. 
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2.2- Estudi 1: Enhanced vasoconstrictor prostanoid production by 
sinusoidal endothelial cells increases perfusion portal pressure 
in cirrhotic rat livers. 

 

Com s’ha mencionat anteriorment, dos fets responsables de la incrementada 

RVI en la cirrosi són l’elevada producció intrahepàtica de vasoconstrictors i 

l’exagerada resposta vascular a aquests. Repassant la recent bibliografia al 

voltant d’aquest tema, l’estudi del possible paper dels prostanoids derivats de 

l’àcid araquidònic (AA) sobre la RVI en la cirrosi ocupa una remarcable posició 

(12; 13; 21; 24; 25; 75-78). 

Graupera i col·laboradors varen demostrar que, tant la hiperresposta a 

vasoconstrictors com la disfunció endotelial presents en la cirrosi són 

conseqüència, en part, d’una exagerada producció de prostanoids 

vasoconstrictors derivats de l’acció de COX-1. A més, en el seu últim estudi 

publicat el 2005 varen mostrar que l’únic tipus cel·lular hepàtic que sobre-

expressa l’isoforma 1 de la COX en la cirrosi són les cèl·lules endotelials 

sinusoïdals (CES), hipotetitzant així que serien aquestes les responsables de la 

exagerada síntesi. 

Diversos estudis realitzats en cèl·lules in vitro han mostrat que l’activació de 

l’enzim fosfolipasa A2 mitjançant un agonista del receptor lligat a proteïna G, 

promou l’alliberament de molècules d’àcid araquidònic (AA) procedents dels 

fosfolípids de membrana (79; 80). Una vegada lliure, l’AA pot ser transformat 

per l’acció de COX a prostaglandina H2 (PGH2; intermediari comú de la resta 

de prostanoids i amb propietats vasoconstrictores) i posteriorment aquesta 

PGH2 pot convertir-se en l’ampli ventall de prostanoids mitjançant l’activitat de 

diferents sintases (Fig 1). 

Segons els antecedents presentats, la hipòtesi del present estudi fou que en el 

fetge cirròtic un augment en la disponibilitat d’AA en un ambient de sobre-

expressió de COX-1, com el present en les CES cirròtiques, comportaria una 

exagerada producció de prostanoids vasoconstrictors que promourien un 

marcat augment de la RVI. 
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Figura 1: Via metabòlica de l’àcid araquidònic (AA). L’AA, sintetitzat per l’enzim fosfolipasa A2 (FLA2), 

pot ser transformat en tres famílies diferents de compostos mitjançant l’acció dels enzims: 5-

Lipooxigenasa (5-LO) per donar lloc a leucotriens (LTs), ciclooxigenasa (COX) per formar el precursor 

comú prostaglandina (PG) H2, que pot ser ulteriorment transformat en un altre tipus de prostaglandina o 

en tromboxà A2; i per últim pel citocrom P-450 (CYP-450) sintetitzant àcids epoxieicosatrienoics (EETs). 

 

Per tant, els objectius del present estudi foren: avaluar l’efecte d’una elevada 

disponibilitat d’AA sobre la modulació del to vascular intrahepàtic en la cirrosi i 

sobre la síntesi de prostanoids per part de les CES. A més, l’enzim responsable 

de la formació de l’AA fou estudiat amb l’objectiu de conèixer si aquest es troba 

sobre-activat en la cirrosi i, per tant, seria un nou mecanisme a tenir en compte. 

 

2.3- Estudi 2: Evidence against a role for NADPH oxidase modulating 
hepatic vascular tone in cirrhosis. 

 

La disfunció endotelial que presenten els fetges cirròtics es caracteritza per una 

deficient resposta endoteli dependent a estímuls vasodilatadors. Es creu que 

aquesta deficiència és causada per una disminució en la biodisponibilitat d’ON 

(38; 81; 82) així com una exagerada síntesi de vasoconstrictors derivats de 

COX-1 (13; 25; 75). 

La reducció en la biodisponibilitat intrahepàtica d’ON ha estat atribuïda 

principalment a una reducció en l’activitat de l’enzim responsable de la seva 

síntesi (eNOS) (16; 83). Tot i això, en altres territoris com el cardiovascular la 
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reducció en la biodisponibilitat d’ON s’ha relacionat amb un augment del 

segrest d’aquest per part del radical superòxid (O2
-) derivat de l’activitat de 

l’enzim NADPH oxidasa (84-86). A més, s’ha atribuït un important rol a la 

NADPH oxidasa en patologies hepàtiques que cursen amb presència d’estrès 

oxidatiu (87-90). 

És important afegir que estudis del nostre grup han demostrat que el fetge 

cirròtic presenta elevats nivells de O2
- (vegeu estudi 3 de la present tesi) i que 

l’ús d’antioxidants millora la vasorelaxació hepàtica en pacients amb cirrosi 

(74). 

Amb els antecedent descrits, la hipòtesi del present estudi fou que, en el fetge 

cirròtic, un augment en la formació de O2
- per part de l’enzim NADPH oxidasa 

comportaria un increment en el segrest d’ON i per tant, una disminució en la 

seva biodisponibilitat, empitjorant així la deficient vasodilatació intrahepàtica. 

Per tant, la inhibició selectiva de l’enzim NADPH oxidasa milloraria la 

hipertensió portal i la disfunció endotelial en la cirrosi. 

En conseqüència, els objectius del present estudi foren caracteritzar 

bioquímica i biològicament l’enzim NADPH oxidasa en el fetge cirròtic i avaluar 

el seu possible rol modulant el to vascular hepàtic. 

 

2.4- Estudi 3: Increased oxidative stress in cirrhotic livers. A 
potential mechanism contributing to reduce nitric oxide 
bioavailability. 

 
Anteriorment s’ha descrit que la baixa biodisponibilitat d’ON en el fetge cirròtic, 

responsable parcialment de la disfunció endotelial, és causada per una menor 

activitat enzimàtica d’eNOS secundària a una sèrie de desregulacions post-

traduccionals .  

En malalties cardiovasculars s’ha demostrat que un increment en els nivells de 

l’espècie radical d’oxigen, superòxid (O2
-), al reaccionar amb l’ON, redueix 

marcadament la biodisponibilitat d’aquest vasodilatador i s’acompanya d’un 

augment significatiu en el to vascular (84; 91-94). 

A més, en diferents desordres hepàtics s’han descrit elevats nivells de O2
-, 

conseqüència d’una exagerada síntesi i/o d’una deficient eliminació (95-99). 



J Gracia-Sancho    

 21

La hipòtesi del present estudi va ser que, en els fetges cirròtics, un increment 

en els nivells de O2
-, al reaccionar amb l’ON, contribuiria a reduir la 

biodisponibilitat d’ON i per tant, l’eliminació del O2
- del fetge cirròtic seria una 

nova estratègia terapèutica encaminada a incrementar la biodisponibilitat 

intrahepàtica d’ON.  

Per tant, els objectius d’aquest estudi foren conèixer els nivells d’ON en el 

fetge cirròtic, el grau d’estrès oxidatiu i les seves possibles causes a més 

d’avaluar l’efectivitat d’una teràpia antioxidant sobre la biodisponibilitat d’ON. 
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4- RESUM DELS RESULTATS 
 
4.1- Estudi 1: Enhanced vasoconstrictor prostanoid production by 
sinusoidal endothelial cells increases perfusion portal pressure in 
cirrhotic rat livers. 

 
- Les CES de fetges cirròtics són capaces de sintetitzar el prostanoid 

vasoconstrictor TXA2, tant a partir de l’administració exògena del 

precursor de prostanoids, l’AA, com al promoure l’alliberació endògena 

d’aquest, mitjançant l’estimulació amb l’agonista alfa-1-adrenèrgic 

metoxamina. Aquest fet no s’observa en les CES de fetges controls. 

- L’administració exògena d’AA promou l’augment de la pressió portal de 

perfusió (PPP) tant en fetges controls com en cirròtics. Tot i això, 

l’augment de la PPP en els fetges cirròtics és significativament superior 

als controls. Aquest fet s’acompanya d’un increment en la síntesi de 

TXA2, essent també significativament superior en els fetges de rates 

cirròtiques. 

- La inhibició selectiva de l’enzim COX-1 atenua totalment, tant la resposta 

de la PPP com la producció de TXA2 enfront l’administració exògena 

d’AA dels fetges controls i especialment dels cirròtics.  

- La inhibició selectiva de l’enzim responsable de la formació del TXA2, la 

tromboxà sintasa, aboleix totalment la síntesi d’aquest prostanoid. 

Malgrat això, no s’observen canvis en l’augment de la PPP quan 

s’administra exògenament AA. 

- El bloqueig del receptor cel·lular comú pel TXA2 i per la PGH2 inhibeix 

totalment l’augment de la PPP quan s’administra AA, tant en fetges 

controls com particularment en cirròtics, sense modificar la síntesi de 

TXA2. 

- L’activitat enzimàtica de la fosfolipasa A2, enzim responsable 

d’incrementar la biodisponibilitat intracel·lular d’AA, es troba 

significativament augmentada en els fetges procedents de rates 

cirròtiques respecte els controls. 
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4.2- Estudi 2: Evidence against a role for NADPH oxidase modulating 

hepatic vascular tone in cirrhosis. 

 

- Els fetges procedents de rates cirròtiques sobre-expressen 

significativament l’mRNA de les sub-unitats NOX2, p22phox, p47phox i 

p67phox i infra-expressen NOX4 en comparació amb fetges controls. 

- L’expressió proteica de NOX2 i NOX4 es troba significativament 

disminuïda en els fetges procedents de rates cirròtiques respecte els 

controls. 

- Els fetges cirròtics presenten una activitat enzimàtica de NADPH oxidasa 

significativament inferior respecte els controls. 

- La inhibició selectiva i crònica de l’enzim NADPH oxidasa no modifica 

cap paràmetre de l’hemodinàmica sistèmica o hepàtica en les rates 

controls ni en les cirròtiques. 

- La inhibició selectiva i crònica de l’enzim NADPH oxidasa no modifica la 

PPP basal ni la vasodilatació endoteli dependent a acetilcolina de les 

rates controls ni de les cirròtiques. 

- En humans, l’expressió proteica de NOX4 és significativament inferior en 

fetges procedents de pacients cirròtics respecte individus sans. No 

s’observen diferencies en l’expressió de NOX2 ni en l’activitat enzimàtica 

de NADPH oxidasa entre ambdós grups. 

 

4.3- Estudi 3: Increased oxidative stress in cirrhotic livers. A potential 
mechanism contributing to reduce nitric oxide bioavailability. 

 

- Les CES procedents de rates cirròtiques presenten menors nivells d’ON, 

mesurats en directe i en viu, respecte les procedents de rates controls. 

Aquesta dada es confirma amb el fet que els fetges de rates cirròtiques 

presenten significativament menor quantitat de GMPc comparant-los 

amb controls. 

- La quantitat d’estrès oxidatiu, mesurat com a quantitat de radicals O2
-, 

present en els fetges de rates cirròtiques és marcada i significativament 

superior al present en controls. Dues de les possibles fonts són 
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identificades, les proteïnes COX i XO, en canvi el paper de l’eNOS en la 

formació de espècies lliures d’oxigen no és significativa. 

- L’activitat de degradació de radicals O2
- per part de la SOD en els fetges 

cirròtics es troba significativament disminuïda respecte als controls, 

probablement per la inferior expressió proteica de les isoformes 

citoplasmàtica i mitocondrial de la SOD. 

- El marcador per excel·lència de la reacció entre el radical O2
- i l’ON, la 

nitrotirosinació proteica, es troba significativament augmentat en els 

fetges cirròtics comparant-los amb els controls. 

- La inhibició de la SOD en CES aïllades de rates controls indueix un 

augment significatiu en els nivells de radicals O2
- intracel·lulars que 

s’acompanya d’una marcada reducció en la biodisponibilitat d’ON. 

Aquests dos fets són corregits si les cèl·lules són suplementades 

exògenament amb l’eliminador de O2
-, SOD, demostrant l’íntima i alhora 

oposada relació entre els nivells de O2
- i d’ON. 
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5. Discussió 
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5- DISCUSSIÓ DELS RESULTATS 
 

La hipertensió portal és la més greu complicació de la cirrosi, en ser 

responsable del sagnat per varius esofàgiques, l’ascites, la disfunció renal i 

l’encefalopatia. El factor primari del desenvolupament d’hipertensió portal és 

aquell que els últims avenços en el coneixement de la fisiopatologia de la 

malaltia indiquen com a futura teràpia: l’augmentada resistència vascular 

intrahepàtica (RVI). L’augment en la RVI en la cirrosi té dues causes: 

primerament, una distorsió en l’arquitectura vascular del fetge deguda al 

transcurs de la pròpia malaltia, i que, fins a dia d’avui és pràcticament 

irreversible, i segon, un component dinàmic secundari a la contracció de 

diferents estructures contràctils de localització sinusoïdal i extrasinusoïdal, 

principalment cèl·lules hepàtiques estelades (CHE), resultat del desequilibri 

entre forces vasoconstrictores i vasodilatadores intrahepàtiques. 

El fet que aquest component dinàmic de la RVI sigui reversible, i per tant, 

potencialment manipulable, ha constituït la base racional per al tractament 

farmacològic de la hipertensió portal (1). 

Conseqüentment, en els presents treballs d’investigació ens vàrem proposar 

ampliar el coneixement entorn la regulació del to vascular intrahepàtic per part 

dels metabòlits vasomotors derivats de l’AA, així com indagar nous 

mecanismes que podrien reduir la biodisponibilitat intrahepàtica del 

vasodilatador ON.  

Els resultats del primer estudi amplien els coneixements ja existents al voltant 

de l’efecte dels prostanoids sobre la RVI, alhora que aporten noves dades fins 

ara desconegudes. Per primera vegada hem demostrat que les cèl·lules 

endotelials sinusoïdals (CES) procedents de fetges cirròtics tenen la capacitat 

de produir el vasoconstrictor TXA2, quan se les incuba amb el precursor de 

prostanoids AA. Aquesta producció és totalment abolida quan l’enzim COX-1 és 

inhibit. De forma semblant, la capacitat de síntesi de TXA2 per part de les CES 

de fetges cirròtics quan els seus receptors cel·lulars acoblats a proteïna G són 

estimulats amb un agonista alfa-1-adrenèrgic, metoxamina, queda demostrada i 

de nou s’aboleix quan l’enzim COX és inhibit.  

Aquests primers resultats reforcen el paper que tenen les CES en l’elevada 

producció de prostanoids vasoconstrictors observada en els fetges cirròtics, cal 



J Gracia-Sancho    

 91

remarcar que altres tipus cel·lulars, com les cèl·lules de kupffer, també podrien 

contribuir a la síntesi global de prostanoids (21; 100). 

Una altra troballa important del primer estudi ha estat la demostració que els 

fetges cirròtics exhibeixen una major activitat enzimàtica de la fosfolipasa A2, la 

proteïna responsable de proporcionar AA intracel·lular. Una major 

biodisponibilitat d’AA en el fetge cirròtic podria donar lloc a una elevada síntesi 

de prostanoids vasoconstrictors derivats i per tant, constitueix una nova diana 

terapèutica a considerar. 

Els resultats obtinguts en els experiments de perfusió hepàtica ens mostren 

que el TXA2 tindria un destacat paper en la modulació de la RVI. Tot i això, la 

manca d’efecte de la inhibició de la sintasa del TXA2 en l’augment del to 

vascular hepàtic en resposta a l’administració d’AA ens indica que algun altre 

prostanoid constrictor, hipotèticament el precursor i també potent 

vasoconstricor PGH2, podria estar involucrat en l’augment de la RVI dels fetges 

cirròtics. De fet, PGH2 comparteix amb el TXA2 el seu receptor cel·lular (101). 

Això explicaria per què el bloqueig del receptor PGH2/TXA2 resulta en una total 

inhibició de la hiper-resposta a l’AA observada en els fetges cirròtics. També 

seria concebible que, en condicions normals, fóra el TXA2 el responsable 

d’activar el seu receptor, però en situacions d’inhibició selectiva de la producció 

de TXA2 l’acumulació del precursor PGH2 donaria lloc igualment a l’activació 

del receptor PGH2/TXA2. Sigui com sigui, el bloqueig efectiu del receptor comú 

PGH2/TXA2 seria una forma ideal d’inhibir l’exagerada resposta a prostanoids 

vasoconstrictors del fetge cirròtic.  

Aquest conjunt de troballes poden ser d’important interès terapèutic considerant 

que la inhibició selectiva de l’altre enzim involucrat en la formació de PGH2 i 

TXA2, la COX-1, pot comportar fallida renal (102). Aquest problema no existiria 

al bloquejar selectivament el receptor per PGH2/TXA2. 

El segon i tercer treballs de la present tesi es centraren en l’estudi del possible 

paper que pot exercir l’estrès oxidatiu sobre la biodisponibilitat d’ON i per tant, 

en la regulació de la RVI en el fetge cirròtic. 

El complex enzimàtic NADPH oxidasa és una important font d’estrès oxidatiu, 

en forma de radicals O2
-, que ha estat identificada com a enzim clau en el 

desenvolupament i manteniment de la disfunció endotelial present en diferents 

patologies cardiovasculars (84-86). S’ha proposat que una exagerada 
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producció de O2
- reaccionaria amb l’ON present a l’endoteli vascular i 

comportaria una marcada disminució en la biodisponibilitat d’aquest (103). 

La caracterització bioquímica i biològica de l’enzim NADPH oxidasa en el fetge 

cirròtic ens mostra que la seva activitat enzimàtica, determinada mitjançant 

quimioluminiscència, és significativament menor que en els fetges controls. 

Aquest resultat lliga totalment amb el fet que la inhibició selectiva de la NADPH 

oxidasa no produeix canvis hemodinàmics hepàtics o sistèmics en rates amb 

cirrosi avançada. Tot i això, no podem descartar que aquest enzim jugui un 

paper clau en estadis previs de la malaltia, on els processos inflamatoris són 

més importants. Així ho han posat de manifest alguns estudis que han 

demostrat que la NADPH oxidasa està implicada en la formació de fibrosi (88; 

104), a més d’en altres hepatopaties que cursen amb alts nivells d’inflamació 

(87; 104-106). 

De fet, un recent estudi publicat per la Dra. Fernández i col·laboradors va 

evidenciar que, durant el desenvolupament d’hipertensió portal en el model 

experimental de lligadura parcial de vena porta, l’activitat de l’enzim NADPH 

oxidasa augmenta i, que la seva inhibició prevén l’angiogènesi esplàncnica 

(107).  

Per tal d’entendre les raons de la baixa activitat enzimàtica hepàtica de la 

NADPH oxidasa en la cirrosi, van ser determinades l’expressió gènica i proteica 

de diferents sub-unitats d’aquest complex. Les expressions proteiques de 

NOX2 i NOX4 es troben significativament disminuïdes en els fetges cirròtics 

comparant-los amb controls. Caldria remarcar la troballa de baixa expressió de 

NOX4 ja que aquesta sub-unitat ha estat àmpliament descrita en l’endoteli 

vascular (103; 108-111). A més, s’ha demostrat que la regulació a la baixa de 

NOX4 redueix de forma significativa la producció de O2
- en cèl·lules endotelials 

tant in vitro com in vivo, reforçant la hipòtesi que NOX4 és el principal 

component de la NADPH oxidasa endotelial (112). 

La reduïda expressió proteica de NADPH oxidasa obtinguda en el fetge cirròtic 

concorda amb les dades prèvies d’aquest estudi: la baixa activitat enzimàtica i 

la manca d’efecte a l’inhibir l’enzim. Al quantificar l’expressió gènica de les 

diferents sub-unitats de la NADPH oxidasa vàrem obtenir interessants resultats, 

així com la quantitat de mRNA de la sub-unitat NOX4 és significativament 

menor en els fetges cirròtics (mateix resultat que expressió proteica), les sub-
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unitats NOX2, p22phox, p47phox i p67phox es troben significativament sobre-

expressades en el fetges de rates cirròtiques respecte els controls, indicant per 

tant, que aquest enzim pateix algun tipus de regulació post-transcripcional. 

Som conscients que la mesura de l’activitat enzimàtica i l’expressió proteica i 

gènica de la NADPH oxidasa en teixits hepàtics totals (entenent total com a una 

mostra representativa de tot el fetge, sense aïllar vasos, tipus cel·lulars o lòbuls 

hepàtics en particular) pot no ser representatiu del que succeiria al territori 

vascular hepàtic (allà on es genera la major part de RVI). Malauradament, a 

causa de la particular arquitectura del fetge, no és possible obtenir el llit 

vascular intrahepàtic aïllat de la resta de l’òrgan per tal de caracteritzar 

bioquímica i biològicament el sistema NADPH oxidasa. Tot i aquesta limitació, 

la troballa de baixa expressió gènica i proteica de la sub-unitat NOX4 (la més 

important sub-unitat expressada en cèl·lules endotelials i no en cèl·lules de 

kupffer ni en macròfags) és la millor aproximació molecular al coneixement de 

l’estat de la NADPH oxidasa al territori vascular intrahepàtic i suggereix també, 

la manca de rol de NADPH oxidasa en estadis avançats de cirrosi. 

No obstant, els resultats més convincents en contra d’un possible paper de la 

NADPH oxidasa en la regulació del to vascular hepàtic són els obtinguts en els 

estudis fisiològics, mostrant que la inhibició crònica i selectiva del complex 

enzimàtic no modifica cap paràmetre hemodinàmic hepàtic o sistèmic. 

L’extrapolació de resultats entre diferents models experimentals i encara més 

entre diferents espècies és complexa. Per això, i amb l’objectiu de conèixer si 

els resultats obtinguts en el present estudi serien aplicables a la cirrosi humana, 

vàrem caracteritzar bioquímica i biològicament la NADPH oxidasa en mostres 

hepàtiques procedents de pacients cirròtics i individus sans. Els resultats 

d’aquest estudi ens mostren que els fetges cirròtics humans no presenten 

superiors activitat enzimàtica o expressió proteica de NOX2 al comparar-los 

amb els controls, a més l’expressió proteica de NOX4 es troba significativament 

disminuïda, la qual cosa reforçaria la idea que la NADPH oxidasa no tindria un 

important rol en la cirrosi. 

Així doncs, la importància atribuïda al complex NADPH oxidasa com a 

catalitzador del segrest d’ON al formar elevades quantitats de O2
- sembla no 

confirmar-se en la cirrosi avançada. Malgrat aquesta troballa, els resultats del 

tercer estudi ens mostren que els fetges cirròtics presenten una baixa 
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biodisponibilitat d’ON, determinada al quantificar el missatger secundari GMPc. 

A més, es demostra mitjançant microscòpia confocal, que les CES en cultiu 

primari aïllades de fetges cirròtics també presenten baixa biodisponibilitat d’ON. 

Aquesta reduïda quantitat d’ON intrahepàtic es troba associada a un augment 

significatiu en els nivells d’O2
-. Estudis previs han suggerit que existeix un 

elevat estrès oxidatiu en el fetge cirròtic (96; 113), no obstant aquest és el 

primer cop que emprant la tinció específica de dihidroetidi es demostra que els 

fetges cirròtics presenten elevats nivells de O2
- comparant-los amb fetges sans. 

D’acord amb els resultats d’un estudi previ (81), hem demostrat que els fetges 

cirròtics presenten l’activitat enzimàtica de SOD disminuïda respecte als 

controls. Aquest fet podria representar una de les causes de l’elevat O2
- 

intrahepàtic cirròtic. No obstant, per primer cop hem esbrinat que la baixa 

activitat enzimàtica seria conseqüència d’una expressió proteica reduïda de les 

isoformes citoplasmàtica i mitocondrial de la SOD. 

A més d’una reducció en la seva eliminació, l’increment en el O2
- intrahepàtic 

també podria ser causat per un excés en la seva formació. El recent estudi 

publicat per Matei i col·laboradors va demostrar que el “desacoblament” de 

l’enzim eNOS, secundari a la deficiència en BH4, està involucrat en la reducció 

de la generació d’ON (114). L’eNOS desacoblada és capaç de produir O2
-, però 

els resultats del nostre estudi mostren que la inhibició selectiva d’aquest enzim 

no redueix els nivells intrahepàtics de O2
-, indicant que l’eNOS no seria un dels 

responsables de l’elevat estrès oxidatiu existent en el fetge cirròtic. 

En canvi, els resultats de la marcada reducció en el contingut de O2
- quan els 

enzims COX o XO són inhibits, suggereixen que aquests són fonts efectives de 

O2
- i requereixen per tant, un estudi futur més profund. 

En l’àmbit cardiovascular, s’ha demostrat el paper fisiopatològic d’un augment 

de O2
- que redueix la biodisponibilitat d’ON (85; 115; 116). La troballa d’una 

marcada nitrotirosinació proteica, marcador específic de la reacció de O2
- amb 

l’ON, ens demostra que aquest mecanisme de reducció dels nivells d’ON també 

succeeix al fetge cirròtic. Addicionalment, la relació entre la presència de O2
- i 

la biodisponibilitat d’ON es demostra, més encara, amb els experiments 

realitzats en CES, on s’observa in vivo que la biodisponibilitat d’ON és 

modulada per la presència de O2
-. De fet, l’increment de radicals O2

-, obtingut a 

l’inhibir selectivament la SOD, s’acompanya d’una reducció marcada en la 
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biodisponibilitat d’ON. A més, la reducció dels nivells d’estrès a l’afegir 

exògenament SOD promou una recuperació parcial en els nivells d’ON 

intracel·lulars. 

Els resultats d’aquest estudi evidencien que el segrest de l’ON per part dels 

radicals O2
- podria ser un factor contribuent a la reducció de la biodisponibilitat 

d’ON i en conseqüència a l’increment del to vascular intrahepàtic en la cirrosi. 
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6. Conclusions 
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6- CONCLUSIONS 

 

- Les cèl·lules endotelials sinusoïdals del fetge cirròtic tenen la capacitat 

de sintetitzar el prostanoid vasoconstrictor tromboxà A2, tant a partir del 

precursor àcid araquidònic, com a l’estimular els seus receptors de 

membrana units a proteïna G amb un agonista alfa-adrenèrgic. 

- En el fetge cirròtic, l’administració exògena d’àcid araquidònic promou un 

increment significatiu de la pressió portal de perfusió que s’acompanya 

d’una exagerada síntesi de prostanoids vasoconstrictors. 

- El bloqueig selectiu del receptor pel tromboxà A2/prostaglandina H2 

inhibeix totalment la resposta a l’administració d’àcid araquidònic. Això 

no s’observa quan la sintasa del tromboxà és inhibida. 

- Els fetges cirròtics presenten una sobre-activació de l’enzim generador 

d’àcid araquidònic, la fosfolipasa A2. 

 

- El complex enzimàtic generador de radicals superòxid, NADPH oxidasa, 

es troba infra-activat en el fetge cirròtic. A més, la seva inhibició selectiva 

i crònica no modifica cap paràmetre hemodinàmic sistèmic o hepàtic. 

 

- El fetge cirròtic presenta elevats nivells d’estrès oxidatiu. Aquests, al 

reaccionar amb l’òxid nítric present i formar radicals peroxinitrit, 

contribuirien a reduïr la biodisponibilitat hepàtica d’òxid nítric. 

- Les causes dels elevats nivells d’estrès oxidatiu del fetge cirròtic serien: 

la reduïda eliminació per part de l’enzim superòxid dismutasa i l’elevada 

síntesi per part de la ciclooxigenasa i la xantina oxidasa. 
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7. Epíleg 
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7- EPÍLEG 

 

La present tesi doctoral, englobada dins la recerca de quins són els 

mecanismes moleculars que regulen el to vascular hepàtic en la cirrosi, no tan 

sols aporta nou coneixement, sinó que alhora, il·lumina nous camins a explorar 

al voltant de la recerca bàsica i aplicada sobre la hipertensió portal.  

Les troballes descrites demostren que, les cèl·lules endotelials sinusoïdals 

desenvolupen un important paper en l’increment del to vascular en la cirrosi. No 

tan sols a causa d’una reduïda producció del vasodilatador òxid nítric, sinó 

també per un marcat increment en la síntesi de prostanoids vasoconstrictors. 

Noves estratègies encaminades al bloqueig de les vies de formació de 

prostanoids i, especialment al bloqueig del receptor cel·lular PGH2/TXA2, serien 

d’alt interès terapèutic. 

El complex enzimàtic generador de radicals superòxid, la NADPH oxidasa, no 

seria responsable de l’elevat estrès oxidatiu hepàtic, de la disfunció endotelial 

ni de l’incrementat to vascular intrahepàtic del fetge cirròtic. 

L’ús d’antioxidants, a l’eliminar l’excés de radicals lliures d’oxigen, seria una 

nova estratègia terapèutica per incrementar la biodisponibilitat d’òxid nítric 

intrahepàtic i reduir així, l’elevat to vascular hepàtic en la cirrosi. El 

desenvolupament d’estudis que resolguin els mecanismes de reacció entre el 

radical superòxid i l’òxid nítric en el fetge cirròtic, així com l’assaig 

d’antioxidants com a teràpia en la hipertensió portal són necessaris. 
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