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RESUMEN

Durante el proceso de produccién de energia en la respiracion aerdbica, las células
vasculares producen Especies Reactivas de Oxigeno (ROS). En su conjunto, la
funcién vascular depende de un fino balance entre mecanismos oxidantes y
antioxidantes, los cuales determinan varias funciones endoteliales. Numerosas
evidencias experimentales y clinicas indican que el entorno intracelular oxidante
también esta involucrado en varias vias de sefializacidn celular sensibles a cambios
en el estado redox, tales como canales idnicos, fosforilacidon de proteinas, control de
la expresion génica, y por ende juega un papel importante como modulador de
varias funciones celulares tales como el crecimiento celular, apoptosis, migracién,
angiogénesis y adhesion celular. La sobreproduccion de ROS constituye un
elemento clave en la fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares. Este
hecho ha promovido una intensa busqueda de nuevas aproximaciones terapéuticas
para mejorar la hemostasis vascular, particularmente para disminuir el estrés
oxidativo o aumentar los mecanismos de defensa antioxidantes.

Palabras clave: estrés oxidativo, funcidon vascular, células endoteliales, células
musculares lisas, aterosclerosis, farmacologia.
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INTRODUCCION

En la actualidad el endotelio es reconocido no solo como una barrera fisica entre la
sangre y la pared vascular sino también como un importante érgano localizado
estratégicamente con multiples funciones endocrinas y paracrinas. Adicionalmente,
es capaz de detectar cambios en fuerzas hemodinadmicas y senales trasportadas por
la sangre y responder mediante la liberacién de sustancias vasoactivas. Bajo
condiciones fisioldgicas, el endotelio vascular actia como un regulador inhibitorio
de la contraccion vascular, adhesion leucocitaria, crecimiento de células musculares
lisas (VSMC) y agregacidén plaquetaria a través de la produccién de una serie de
moléculas bioldgicamente activas.!

Numerosas evidencias indican que el estrés oxidativo se refiere a una condicién en
la cual las células son sometidas a excesivos niveles de oxigeno molecular o sus
derivados quimicos llamados Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).? La
sobreproduccion de ROS bajo condiciones fisiopatoldgicas se ha convertido en un
elemento de pivote en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. En este
contexto, es importante destacar el término sobreproduccién, ya que una amplia
gama de evidencias indican que el entorno oxidante intracelular estd también
involucrado en la sefializaciéon celular y juega también un importante papel como
modulador de la funcién celular vascular.® El aumento de estrés oxidativo dafia las
funciones endoteliales, y es considerado como un serio factor causal de la
disfuncién vascular, la cual es importante en la fisiopatologia de varias
enfermedades vasculares incluyendo la arteriosclerosis, diabetes mellitus, asi como
en los procesos de dafio inducido por isquemia/ reperfusion.*

Ademas, toda la funcidn vascular es dependiente del balance entre mecanismos
oxidantes y antioxidantes, los cuales determinan la funciéon endotelial.

En la presente revisidon pretendemos resumir las principales fuentes de ROS en la
pared vascular, la capacidad de interactuar de ROS con algunos procesos sensibles
a estados redox involucrados en procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos como la
principal accién de ROS en el endotelio y en las células musculares lisas.

Finalmente, algunas aproximaciones farmacoldgicas para evitar los efectos de ROS
en la pared vascular, también son discutidas.

Estrés oxidante vascular

Las células vasculares producen energia mediante la reduccién del oxigeno
molecular a agua durante la respiraciéon aerdbica. Durante este proceso, se generan
especies reactivas, tales como anién superéxido (O,_.), perdéxido de hidrégeno
(H,0,), peroxinitrito (OONO-), acido hipocloroso (HOCI) y el radical hidroxilo (OH.),
entre otros.”

Fuentes de ROS

En la pared vascular, existen varios sistemas enzimaticos que producen O,_. y sus
derivados, incluyendo NAD(P)H oxidasa, xantina oxidasa (X0O), 6xido nitrico sintasa
(NOS) y mieloperoxidasa (MPO).
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NAD(P)H oxidasa

Existen evidencias que sugieren que NAD(P)H oxidasa, también conocida como
enzimas NOX(s), constituye la principal fuente enzimatica de O,-. endotelial y
vascular. Las proteinas Nox representan las subunidades cataliticas de esta enzima
y varian en términos de su modo de activacién y necesidad de cofactores.® Los
niveles de proteina Nox1 son bastante bajos en células vasculares pero pueden ser
inducidos por estimulos como el Factor de Crecimiento derivado de Plaquetas
(PDGF) y angiotensina II (Ang II). Nox2, previamente conocida como gp91phox, es
expresada en el endotelio, en células adventicias de grandes vasos y en células
musculares lisas de vasos mas pequefios.” Nox4 es expresada constitutivamente en
células musculares lisas y células endoteliales (EC).® Todas las enzimas Nox
requieren p22phox, la cual sirve como una proteina "puerto" para otras
subunidades y para estabilizar las proteinas Nox.

Aungue las oxidasas endoteliales y vasculares parecen estar constantemente
activas, generando bajos niveles de ROS, ellas son reguladas por factores
humorales como se ha demostrado para citocinas, factores de crecimiento, y
agentes vasoactivos asi como factores fisicos, incluyendo tension, tension pulsatil, y
estrés inducido por fuerzas de cizalla. Interesantemente, el peréxido de hidrégeno y
peroxidos lipidicos, pueden estimular la actividad de NAD(P)H oxidasa en células
musculares lisas, generando una retroalimentacién en la produccién de ROS a nivel
de la pared vascular.’

El papel protagdnico de este sistema enzimatico en enfermedades cardiovasculares,
ha sido evidenciado por varios reportes que mostraron que los aumentos en los
niveles de p22phox, p47phox, p67phox y de subunidades Nox, estan presentes
tanto en sujetos portadores de arterosclerosis coronaria como en vasos de
pacientes diabéticos, en asociacién con el aumento en la produccion de
superoxido.%!

Esto sugiere que la sobreregulacion de la expresion del gen y/o el aumento
postranscripcional en los niveles de proteina son importantes en mediar el aumento
de la actividad NAD(P)H oxidasa en enfermedades vasculares. Por ejemplo, la
Angiotensina II aumenta la actividad NAD(P)H oxidasa por sobreregulacion de la
expresiéon de sus subunidades. Sin embargo, es claro que las proteinas citosodlicas
regulatorias p47phox, p67phox y la pequefia proteina G Rac-1, también juega un
importante papel en la regulacién de la actividad NAD(P)H oxidasa en
enfermedades cardiovasculares mediante la activacion aguda del complejo
enzimatico, a través de fosforilacién y translocacién de p47phox.!?

Ciclooxigenasas (COX)

Las Ciclooxigenasas son otra fuente de produccidon de O,-., particularmente en la
circulacién cerebral. La Prostaglandina H sintasa y la lipooxigenasa son capaces de
co-oxidizar sustancias tales como el NAD(P)H.3

Sistema enzimatico xantina oxidorreductasa (X/XO)

Otra fuente de ROS vascular es el sistema enzimatico xantina oxidorreductasa. La
actividad xantina deshidrogenasa (XDH) presente en el endotelio vascular es
rapidamente convertida en xantina oxidasa (XO) por procesos que incluyen la
oxidacién de grupos tioles y/o protedlisis.'* La proporcion de XO y XDH en las
células es por consiguiente critico para determinar la cantidad de ROS producido
por estas enzimas. La xantina oxidasa metaboliza hipoxantina, xantina, y NADH
para formar O,-. y H,0, y parece ser una importante fuente de produccién de ROS
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durante el proceso de isquemia/reperfusion asi como en la hipercolesterolemia. De
esta forma, la xantina oxidasa es una importante fuente de produccién de ROS bajo
ciertas condiciones fisiopatoldgicas.

Un punto controversial, es la expresion de XDH en la pared vascular, porque
diferentes estudios inmunohistoquimicos han fracasado en demostrar la presencia
de XDH en células endoteliales u otros tejidos cardiovasculares. Se ha sugerido que
la XO en células endoteliales es originada desde otros 6rganos y que la enzima es
probablemente captada por las células endoteliales a través de sitios de unién a
heparina.'®

Mitocondria

La contribucién de las mitocondrias a la produccidon de ROS en la pared vascular es
comprendida en menor extensidn, aunque un numero significativo de reportes que
destacan su papel se han realizado en los Gltimos afios.*®

Evidencias recientes, sugieren que el aumento de la generacién de O,-.
mitocondrial en células endoteliales es particularmente prominente en algunos
ambientes patoldgicos. La hiperglicemia induce la produccién de O,-. mitocondrial,
lo cual esta involucrada en la patogénesis de complicaciones diabéticas.
Similarmente, la leptina, también induce la produccion de O,-. mitocondrial por
aumento en la oxidacion de los acidos grasos. En el proceso de hipoxia-
reoxigenacion e isquemia-reperfusion, los radicales O,-. derivados de la mitocondria
aumentan, los cuales se cree que son responsables, al menos parcialmente, del
aumento de la permeabilidad del endotelio.'’

Oxido Nitrico Sintasa Endotelial (NOS III) disfuncional

La NOS III es un complejo homodimérico oxidoreductasa que transfiere electrones
desde el dominio reductasa al dominio oxidasa el cual contiene el sitio hemo activo.
Bajo algunas condiciones, la NOS genera superdxidos en lugar de NO,® un
fendmeno conocido como desacoplamiento de la NOS, lo cual significa que el flujo
de electrones desde el dominio reductasa al dominio oxigenasa son desviados a
oxigeno molecular en lugar de L-arginina. Uno de los cofactores de las NOS,
tetrahidrobiopterina (BH4), parece jugar un papel clave en regular de la funcién de
NOS mediante el "acoplamiento" de la reducciéon de oxigeno molecular a la
oxidacion de la L-arginina. La BH4 exdgena, parcialmente reestablece la produccion
de NO dependiente de NOS III y reduce el desacoplamiento de la enzima en
hipertensién, hipercolesterolemia, y en individuos fumadores. Por lo tanto, la
biodisponibilidad de BH4 es un factor crucial en el balance entre la produccion de
0,-. y NO por la NOS III.

Interaccion de ROS con procesos sensibles a redox en la pared vascular
Sistema transportador de iones

Aunque los vinculos funcionales entre la produccion de ROS vy el sistema
transportador de electrones no son aun entendidos, algunas evidencias sugieren
esta relacidon. En la actualidad, se conoce que muchos canales de calcio son
afectados por ROS. Los canales de potasio regulados por canales de calcio, parecen
mediar la vasodilatacién inducida por H,0,. De hecho, elevados niveles de H,0, han
mostrado causar liberacidon de NO dependiente de Calcio desde el endotelio; vy
producir relajacion dependiente de canales de potasio en células musculares lisas.'®
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Aumentos en el Ca+2 intracelular, han sido también detectados en VSMC como
respuesta a tratamientos con H,0,. Las células endoteliales tratadas con
hipoxantina e hipoxantina oxidasa y H,O, muestran una transitoria liberacion de
Ca+2 desde los sitios de almacenamiento intracelular.?°

La hiperpolarizacién de células musculares lisas, debido a la apertura de canales de
potasio, juega un papel central en varios mecanismos de vasodilataciéon. Los
efectos de ROS en mecanismos de dilataciéon por hiperpolarizacién involucran
canales de potasio, y aunque el mecanismos no es aun completamente
comprendido, si poseen un efecto relevante considerando que la dilatacion mediada
por hiperpolarizacién a menudo compensa la ausencia de otros mecanismos de
dilatacion.

La capacidad de detectar oxigeno y la reactividad a cambios en su concentracién,
es una propiedad fundamental de la fisiologia celular. Asi, canales i6nicos
vasculares son potencialmente controlados por multiples mecanismos vinculados a
estados redox, y asi probablemente son responsables de la diversidad de
observaciones acumuladas hasta el presente. El papel de ROS producido por las
mitocondrias, ha sido promovido como un atractivo modelo en los mecanismos
capaces de detectar niveles oxigeno.?*

Fosforilacion de proteinas

La fosforilacidon reversible de proteinas es un tipo de evento bioquimico en las vias
de sefializacion celular. Hasta ahora, se ha establecido que los procesos redox
influyen notablemente en el balance de las actividades entre varias proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK)?? De particular interés, la fosforilacion de
proteinas mediada por H,0, esta involucrada en varios eventos fisioldgicos
asociados a la pared vascular. El peréxido de hidrogeno sobreregula la expresion de
la 6xido nitrico sintasa endotelial, via CaMK II.%* Por otro lado, el H,O, también ha
mostrado ser un inhibidor de fosfatasas, probablemente por la oxidacion directa de
cisteina en el sitio activo de estas enzimas. Aqui es evidente que los mecanismos
oxidantes pueden inducir un aumento en la autofosforilacion de receptores unidos a
tirosinas cinasas que activan vias de las MAPK, y se ha observado que el H,0,
también estimula la fosforilacion de los residuos de tirosina del receptor del factor
de crecimiento epidérmico en VSMC, mientras que la nitrosacién de un grupo tiol en
p21ras estimula la activacién de p42/p44 MAPK.?* La existencia de reacciones de
fosforilacion mediada por una proteina cinasa dependiente de cGMP también es
capaz de activar la via MAPK p42/p44 en VSMC. En resumen, ROS tiene multiples
vias de interaccion con procesos unidos a varios sistemas de fosforilacién-
desfosforilacion.

La Akt cinasa, involucrada en vias de sefializacion "down-stream" de la fosfoinositol
3-cinasa (IP3-cinasa), es otro tipo de elemento sensible a redox en el control de
varios procesos de la pared vascular.?> Como se ha demostrado recientemente, la
Akt esta involucrada en una via sensible a redox, en células endoteliales, durante la
expresién de la subunidad p22phox de la NAD(P)H oxidasa. Similar a lo reportado
en MAPK p38, el H,0;, y Ang II exdgenos activan Akt en VSMC e inducen el
crecimiento estimulado por VEGF y sobrevivencia en EC.%®

Varios de los efectos benéficos de los polifenoles del vino tinto han sido atribuibles
a la activacién, inducida por cambios redox de la via IP3-cinasa/Akt en células
endoteliales.

Expresion génica
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ROS puede madificar varias funciones en la pared vascular, particularmente en EC y
VSMC, mediante la modulacién de genes y la expresion de proteinas a través de la
regulacién de algunos factores de transcripcidon sensibles a cambios redox, asi como
en la activacién del factor nuclear-kB, el activador de proteina-1, HIF-1 y el
receptor del peroxisoma activador de la proliferacion (PPAR), familia de activadores
transcripcionales activantes de varias transcripciones.

Fosfolipasa A-1 (AP-1)

AP-1 es activado por estimulos pro-oxidantes en ECs y en VSMC tales como H,0,,
oxLDL y el producto de peroxidacion lipidico 4-hidroxi-2-nonenal. Ademas, la
regulacién de genes proinflamatorios vasculares tales como MCP-1 e ICAM-1 por
H,O, estd mediada por el factor AP-1.?” AP-1 juega un importante papel en la
expresidon del gen ET-1 inducido por Ang II, asi como en la produccién de II-8 por
hiperglicemia. Interesantemente, la hormona cardiovascular, péptido natriurético
atrial (ANP) ejerce efectos antiinflamatorios en células endoteliales mediante
cambios de la proteina cinasa fosfatasa-1 activada por mitdogenos (MKP-1), a través
de la activacién del factor de transcripcién AP-1.%8

Factor de transcripcion NFkB

NF-kB fue el primer factor de transcripcion eucariético que mostro responder
directamente al estrés oxidativo. Una amplia cantidad de datos experimentales
sustentan la activacion del factor de transcrip

cion NF-kB como un tipo de evento sensible a redox asociado con disfuncién
vascular.?? En las ECs, NF-kB es el primer blanco para ROS, y su activacion tanto
por citocinas, hipercolesterolemias, isquemia-reperfusion, productos avanzados de
la glicosilacién (AGE), y el sistema renina-angiotensina han sido vinculados en el
aumento de la expresion de moléculas de adhesion tales como E-selectina, ICAM-1,
V-CAM-1. Interesantemente, el factor de crecimiento endotelial vascular media la
induccion de la manganeso superéxido dismutasa, la cual también ocurre a través
de regulacién dependiente de redox de NF-kB.3° En VSMC, la activacién de NF-kB es
esencial para la proliferacion. Por otro lado, la transcripcion mediada por NF-kB
también31ha sido un punto importante en el mecanismo de supervivencia de las
células.

Factor-1 inducible por hipoxia (HIF-1)

ROS puede modular también la expresion génica a través de la activacion, sensible
al estado redox, del factor de transcripciéon HIF-1 (factor-1 inducible por hipoxia), el
cual puede aumentar la expresion de genes involucrados en la angiogénesis, el
metabolismo energético, la proliferacion celular, y el remodelamiento vascular.>?
Estudios recientes, han comenzado a dilucidar el camino mediante el cual ROS
puede regular la transcripcion de genes a través de HIF-1. La regulacion redox de
la actividad de HIF-1 parece estar mediada tanto por cambios dependientes de ROS
en la estabilidad de HIF-17?, asi como por la regulacién posttranscripcional de la
actividad de HIF-1. Sin embargo, el preciso mecanismo a través del cual la
regulacién ocurre permanece incierto, con evidencias mediadas por regulacién a
través de la activacion de la via fosfatidilinositol 3-cinasa/Akt o a través de un
mecanismo sensible a la presencia de grupos tioles.>?

Receptor activador de la proliferacion del peroxisoma (PPAR)

Se ha mostrado que los activadores de PPAR inhiben la activacion de la respuesta
de genes proinflamatorios por interferencia negativa con las vias de senalizacion
NF-kB, STAT y AP-1 en las células de la pared vascular.** Varios estudios han
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demostrado que los PPARs pueden ser vistos como factores de transcripcion
sensibles a cambios redox en la vasculatura por su capacidad para ser
selectivamente activados por acidos grasos oxidados.

Efectos de ROS y Pared Vascular
Células endoteliales

Vasorelajacién. El papel de ROS en la vasorelajacién ha sido demostrado en al
menos dos vias: primero, en la interaccién con NO y segundo, a través de los
efectos directos del H,0,. Un nimero en crecimiento de evidencias experimentales
animales y humanos sugieren que la inactivacion oxidativa del NO juega un
importante papel en varias condiciones patoldgicas. Esta bien establecido que el NO
derivado del endotelio sufre una muy rapida reaccién con O,-.3° reduciendo asi su
biodisponibilidad. El aumento de la produccion de superdoxido por NAD(P)H oxidasa
vascular y xantina oxidasa es responsable del déficit de NO observado en varios
modelos de enfermedades vasculares, incluyendo hipercolesterolemia,
arterosclerosis, hipertension, y dafio cardiaco. La actividad local de SOD en la pared
de los vasos es por consiguiente un muy importante elemento en el balance de la
regulacién de NO/ O,-..

Las evidencias indican que H,0; liberado desde el endotelio (después de la
conversion de O,-.) puede ser utilizado en una actividad hiperpolarizante en
arterias mesentéricas murinas y humanas, y en arteriolas coronarias humanas,
donde estd involucrado en el proceso de la dilataciéon inducida por flujo.?® La
CuzZnSOD del endotelio controla la conversién de O,-. (probablemente generado por
la NO sintasa) a H,0,, a tal punto de que se ha sugerido que actia como un EDHF
sintasa (EDHF: factor hiperpolarizante derivado del endotelio).

Finalmente, la interaccién de los productos avanzados de la glicosilacién (AGEs) con
su receptor en células endoteliales gatillan la generacion de ROS, donde NADPH
oxidasa juega un papel central.?” Esta situacion, en adicién a las capacidades de
AGEs para reducir la expresién de NOS III por disminucidn del tiempo de vida
media de su mRNA,>® |o cual resulta en una reduccién de la biodisponibilidad de
oxido nitrico en la pared vascular.

Apoptosis/Anoikis

Muchas evidencias indican que la exposicidon endotelial de ROS induce apoptosis
(muerte celular programada), la cual lleva a la pérdida de EC, resultando en la
aterogénesis y un estado procoagulativo.?® De forma importante, la apoptosis de EC
estimulada por LDL oxidizada, Ang II, alta concentracion de glucosa, y TNF-? es
inhibida por SOD, catalasa, NAC, y vitaminas antioxidantes. Estos datos sugieren
fuertemente que las ROS regulan mecanismos apoptoéticos inducidos por una
variedad de estimulos. Muy interesantemente, bajas dosis de ROS pueden también
actuar como moléculas de sefializacion y ejercer funciones anti-apoptoéticas en
células endoteliales via sobreregulacién del regulador redox Trx-1.4°

Se ha viso que ROS estd involucrado en una forma de apoptosis llamada anoikis*!
que resulta del desprendimiento de ECs desde la matriz extracelular. Anoikis es
inducido por la pérdida de interacciones célula-matriz, pero su mecanismo exacto y
papel fisiopatoldgico en enfermedades cardiovasculares no esta aun completamente
entendido. Este proceso estd también asociado con un aumento intracelular de ROS
probablemente desde la mitocondria y es inhibido por NAC y difenileno iodonium
(DPI), un inhibidor de NAD(P)H oxidasa.** El &cido eicosapentanoico, un acido graso
poliinsaturado contenido en el aceite de pescado, es capaz de proteger a las células
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endoteliales de la anoikis, lo cual puede contribuir a efectos cardioprotectores y
antiaterogénicos del aceite de pescado.

Moléculas de adhesion

En la actualidad, la expresidon de varias moléculas de adhesion incluyendo la
molécula de adhesién de células vasculares-1 (VCAM-1) y la molécula de adhesidn
intracelular-1 (ICAM-1), es un proceso dependiente de ROS.*? Por otro lado, la
sintesis enddgena de 6xido nitrico es responsable de la inhibicion de la expresion
inducida por citocinas de moléculas de adhesién como ICAM-1, VCAM-1, y la
molécula de adhesidn leucocito endotelio-1 (ELAM-1)**, lo cual condiciona que los
monocitos y neutrofilos estan muy limitados en su capacidad para transmigrar. Ya
que ROS reduce considerablemente la biodisponibilidad de NO en la pared vascular,
es obvio que la expresion de moléculas de adhesién es suprimida por los
antioxidantes, como se ha demostrado extensamente.*® Factores adicionales que
pueden modular la magnitud y/o naturaleza de las respuestas inflamatorias
vasculares como el sistema de sefnalizacién de CD40L/CD40, estan también
relacionados con la activacién de NADPH oxidasa.*®

Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de crecimiento de nuevos vasos sanguineos y esta
presente en algunas entidades patoldgicas vasculares como retinopatias diabéticas
y arterioesclerosis. La migracion, proliferacion y formacion tubular por EC, son
eventos esenciales en el proceso de angiogénesis. Recientes reportes sugieren que
ROS juega un importante papel en la angiogénesis; sin embargo, su mecanismo
molecular fundamental permanece incierto.*” VEGF induce la angiogénesis
estimulando la proliferacién EC y la migracion primariamente a través del receptor
2 (FIk1/KDR) de VEGF, que posee actividad tirosina cinasa. ROS derivados de
NAD(P)H oxidasa son criticamente importantes para la senalizacion VEGF in vitro y
la angiogénesis in vivo, como se ha demostrado recientemente. Ademas, la Ang II,
que es un estimulo importante para la NAD(P)H oxidasa vascular, también juega un
importante papel en la angiogénesis.

Disfuncion de la Barrera Endotelial

Hay importantes evidencias que el estrés oxidativo aumenta la permeabilidad
vascular endotelial. Este concepto es ademas apoyado por estudios in vitro e in vivo
en los cuales el tratamiento directo con ROS o sistemas que aumenten la
generacién de ROS, aumentan la permeabilidad trans-endotelial.*® ROS causa la
formacion de gap intercelular, cambios de forma celular, y reorganizacion de
filamentos de actina. Estas caracteristicas morfoldgicas implican alteraciones en la
adhesién célula-célula y consecuentemente, en las uniones intercelulares, con
determinantes primarios en aumentar la permeabilidad paracelular.

En la actualidad, hay informacion limitada con respecto al efecto de estrés oxidativo
en la funcidn y organizacion de proteinas de adherencia y de union.

Aumentos en la extravasacion de complejos albimina-FITC no han sido asociados
con la distribucion alterada de ZO-1 como se ha detectado por inmunolocalizacion
en perfusidon de pulmones de rata con H,0,.*° Sin embargo, por otro lado se ha
reportado que tratamientos en células endoteliales humanos y bovinos in vitro con
H,0, resultaron en la redistribucién de occludina y en la disociacion de ZO-1.

El tratamiento de células endoteliales con H,0, promueve la internalizacion de VE-
cadherina como un posible mecanismo que explica su reducida expresién °.
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Ademas se ha reportado que la exposicién in vitro de células endoteliales a
productos avanzados de la glicosilacidon, es capaz de inducir un marcado estrés
oxidativo, inducir la disminucién en los niveles de VE-cadherina, ?- y ?-cateninas,
con el aumento de la permeabilidad de la monocapa y la migracion celular. Estos
efectoglfueron completamente revertidos por antioxidantes tales como NAC y
PDTC.

Células musculares lisas

Una de las funciones de VSMC mas extensamente estudiadas, es el crecimiento
celular, aunque también esta involucrado tanto en la migracién celular como en la
contraccion de VSMC, en la expresidon de mediadores inflamatorios y en los
componentes de la matriz.

Crecimiento celular vascular liso y migracion

La produccion de ROS esta intimamente involucrada en muchos de los procesos que
llevan al crecimiento hipertrofico y al crecimiento proliferativo VSMC.

Ang II puede inducir hipertrofia en VSMC por un mecanismo sensible a cambios
redox. La hipertrofia VSMC inducida por Ang II es inhibida por catalasa y p22phox
antisentido,’? implicando asi que ROS derivado de NAD(P)H oxidasa en la respuesta
al crecimiento. Ademas, la proliferacion VSMC por PDGF o trombina requiere de la
generacion de H,0,, ya que es inhibido por catalasa, NAC o DPI.>?

La migracién VSCM es considerada uno de los eventos patogénicos mas significativo
a nivel vascular. Aunque el preciso mecanismo molecular de la migracién de VSMC
no esta totalmente comprendido, se ha demostrado un papel activo de las ROS en
el mismo. De esta forma, la quimiotaxis de VSMC inducida por PDGF, es inhibida
por la sobreexpresidon de catalasa. Ademas, la migracién VSMC estimulada por
PDGF es inhibida por el uso de moléculas antioxidantes tales como NAC, DPI,
ebselen y ademas en un modelo animal Rac dominante-negativo, sugiriendo que la
produccion de O,-. a través de NAD(P)H oxidasa es critica para la migracion VSMC
estimulada por agonistas.>

Regulacion de la matriz

La degradacion y reorganizacion de la matriz extracelular por metaloproteinasas
(MMPs), son eventos claves en el remodelamiento vascular. Tanto la pro-MMP-2
como la pro-MMP-9 secretadas desde VSMC en humanos son activadas por ROS.
Interesantemente, Ang II induce MMP-2 de manera dependiente de p47phox. Es
razonable pensar que el sistema renina-angiotensina puede contribuir en la
desestabilizacién de la placa, via induccién de MMP-2 a través de un mecanismo
dependiente de ROS.>® La distensidn mecénica, un evento clave en la fisiopatologia
de la hipertension arterial, induce cambios en la expresion del mRNA vy la liberaciéon
de la proenzima de MMP-2, a través de un mecanismo dependiente de la
produccidn de especies reactivas de oxigeno generadas por la NAD(P)H oxidasa.

Acciones farmacolégicas: realidad actual y esperanzas futuras

Varias aproximaciones farmacoldgicas han sido utilizadas para mejorar la
hemostasis vascular y para disminuir el estrés oxidativo nivel de la vasculatura.
Este enfoque incluye modalidades de tratamiento que aumenten mecanismos de
defensa antioxidantes, aumentando la produccidon de NO e inhibicidn de enzimas
generadoras de ROS.
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Inhibicién de NAD(P)H oxidasa

La NAD(P)H oxidasa es la mayor fuente de O,-. en el tejido vascular, y representa
un blanco atractivo para intervenciones farmacoldgicas. Sin embargo, existe una
carencia de inhibidores efectivos del sistema NAD(P)H oxidasa.

El Difenileniodonio, el cual ha sido ampliamente usado como un inhibidor de
NAD(P)H oxidasa, puede también inhibir varias enzimas dependientes de NAD(P)
tales como la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa, y lactato deshidrogenasa.>®

Las estatinas, agentes farmacoldgicos conocidos por tener amplias acciones
cardiovasculares, mucho mas alla de sus acciones sobre la via de sintesis del
colesterol, también poseen accidn inhibitoria en la produccion de O,-. por parte de
la NAD(P)H oxidasa,’’ a través de un mecanismo vinculado a la translocacién de
Rac dependiente de prenilacion y la consecuente inhibicidon de la NAD(P)H oxidasa.

Una muy atractiva aproximacion ha sido recientemente reportada basada en la
disrupcion del complejo activo NAD(P)H oxidasa por medio de un péptido quimérico
disefiado para atravesar la membrana celular, y de esta forma inhibir la asociacién
de p47phox con gp91phox,>® dando como resultado un complejo no funcional.

La apocinina, un catecol metoxi-sustituido usado por los tribus indias del Perd como
un agente anti-inflamatorio, es un producto natural que actlia como un inhibidor
vascular de NAD(P)H oxidasa. Actua bloqueando el ensamblaje de p47phox en el
complejo de membrana.®® La administracion in vivo de apocinina en ratas
hipertensas produce una disminucién tanto en la producciéon de O,-., como en la
presidn sanguinea.

Los receptores activadores de la proliferacién del peroxisoma (PPARs), son factores
de transcripcién activados por ligandos, los cuales han mostrado mediar acciones
anti-inflamatorias en células vasculares. Activadores de PPAR? (derivados de
fibratos) y PPAR? (tiazolidinedionas) reducen la expresion de p22phox y p47phox,
disminuyendo la actividad NAD(P)H oxidasa y la produccién de ROS, y aumentando
ademas las concentraciones de CuZnSOD, la expresion de catalasa y la liberacion
de NO en EC.®°

Inhibicion del sistema renina-angiotensina

La AngII es también un importante inductor de la produccion de O,-. en la pared
vascular a través del aumento de la actividad NAD(P)H oxidasa y por consiguiente
la inhibicidon de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) y el antagonismo de
la Ang-II juegan importantes papeles en la reduccién de los niveles de estrés
oxidativo. Los inhibidores de ACE poseen marcados efectos benéficos al disminuir la
presidon sanguinea y reducir el estrés oxidativo en la pared vascular.®*Los
antagonistas del receptor AT1 tiene marcados efectos protectores en la pared
vascular, ademas de disminuir la presidon sanguinea, producen una disminucién
significativa de la expresion de la NAD(P)H oxidasa.®?

Beta-Bloqueadores

Nebivolol y carvedilol, ?-bloqueadores de tercera generacion, ademas de aumentar
la activacion de NO sintasa III, tienen efectos antioxidantes.®® Esta combinacion de
actividades resulta en aumentos sustanciales en la biodisponibilidad del NO.
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Inhibicion de Xantina Oxidasa

El Alopurinol, ha mostrado mejorar la funcion endotelial a través de la reduccion del
estrés oxidativo en la diabetes tipo II, la insuficiencia cardiaca y en individuos
fumadores.®

El oxipurinol, el metabolito activo de alopuinol, ha sido también evaluado a través
de varios estudios clinicos.®®

Vitaminas y Antioxidantes de la dieta

Importantes evidencias derivadas de estudios epidemioldgicos, sugieren que un
elevado consumo de vitaminas antioxidantes como la vitamina E, vitamina C y ?-
caroteno esta asociado con una reduccién en el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares. La Vitamina C y la Vitamina E mejoran la actividad NOS y
atenudan la actividad NAD(P)H oxidasa en aortas de ratas. Ademas, tratamientos
con vitamina C resultan en la baja oxidacion de BH4. La oxidacion de BH4 por
superdxido es un elemento critico en generar una NOS III disfuncional.®®

No obstante, fuertes evidencias de los efectos antioxidantes demuestran que las
vitaminas C y E en animales y humanos, diferentes estudios clinicos prospectivos y
aleatorios han producido resultados contrastantes. Varios elementos pueden
explicar la ausencia de beneficios adscritos al consumo de vitaminas antioxidantes
observados en experimentos clinicos aleatorios asi como estados de estrés oxidante
de los participantes durante el estudio, asi como las dosis y combinacién de las
vitaminas administradas. Recientemente, los efectos benéficos de polifenoles,
particularmente aquellos asociados al vino tinto, se han basado en sus propiedades
antioxidantes y en el mejoramiento de los efectos antioxidantes demostrados, para
la sintesis y liberacidon de 6xido nitrico por células endoteliales.

Administracion de L-arginina y BH4

La disponibilidad de BH4 es un factor crucial en el balance entre la generacion de
NO y O,-. por NOS III. La administracién tanto de L-arginina como de BH4 pueden
mejorar notablemente la biodisponibilidad de NO en humanos. Desde el reporte de
Creager y cols. En 1992,% varios estudios han confirmado que la administracion
aguda y crénica de Arg mejora la funcién vascular en diferentes condiciones
clinicas.®®

Moléculas miméticas de SOD

En general, diversos estudios enfocados en la reduccidon del estrés oxidativo por la
Cu/Zn SOD han producido resultados negativos, principalmente debido a la corta
vida media en la circulacién del enzima, la incapacidad de penetrar la barrera
hematoencefdlica y su potencial antigenicidad, lo cual ha limitado su acceso a los
compartimentos celulares. Sin embargo, un nimero de moléculas miméticas SOD,
las cuales pueden atravesar facilmente la membrana celular, han demostrado su
capacidad en disminuir el estrés oxidativo y mejorar la funcién endotelial.®® Sin
embargo, se hace necesario realizar estudios clinicos extensivos para poder
dimensionar su potencial terapéutico.

Bloqueadores de canales de calcio

Existe una serie de antagonistas de Calcio de tipo dihidropiridina de reciente
desarrollo, los cuales ademas de poseer un efecto hipotensor prolongado, son
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capaces de inhibir sefiales derivadas por la Ang II que promueven el crecimiento de
las células musculares lisas. La azelnipidina es capaz de reducir también la
peroxidacion de lipidos, la expresion de IL-8 inducida por TNF-? en HUVECs, el
bloqueo de la generacién de ROS mediada por NAD(P)H oxidasa y
subsecuentemente la activacién de AP-1."°

Estrategias de transferencia génica

Dos estrategias han sido principalmente enfocadas en el control del estrés oxidativo
en la pared vascular, ambas por el mejoramiento de la sintesis de 6xido nitrico o
por la disminucién en la produccién de superdxido. La primera involucra los genes
de 6xido nitrico sintasa como potenciales candidatos para terapia génica
cardiovascular por los papeles cruciales de NO en el sistema cardiovascular.

De particular interés resultan los resultados obtenidos por la transferencia de genes
NOS(s), la cual inhibe la hiperplasia de la intima en varios modelos de dafio
vascular.”* Por otro lado, la transferencia génica de NOS III ex vivo usando
vectores adenovirales inhibe la hiperplasia intimal en cultivo de venas safenas
humanas.’? Muy recientemente, una elegante estrategia para mejorar la sintesis de
oxido nitrico se ha logrado a través de la transferencia génica mediada por
adenovirus de la GTP ciclohidrolasa I (GTPCH-I), la enzima limitante para la sintesis
de novo del enzima BH4.”3

La segunda estrategia esta centrada en la transferencia mediada por adenovirus del
gen de la SOD con el objetivo de reducir la liberacién de superoxido por las células
endoteliales. A la fecha, aunque los resultados han sido bastante promisorios, aun
deben de realizarse considerables esfuerzos para mejorar los vectores disponibles
asi como tecnologias de transferencia génica in vivo antes de proceder a
aplicaciones en la clinica. Finalmente, y en la misma linea de experimentos, la
transferencia génica perivascular de un péptido inhibidor de la NAD(P)H oxidasa ha
logrado reducir considerablemente toda la formacién de O,-. vascular y la
formacién de la neointima.”

CONCLUSIONES

Esta revision resume cuan complejos son los efectos fisioldgicos y patofisioldgicos
de los ROS en la pared vascular. Muchas de las funciones vasculares son procesos
sensibles al estado redox y las bases de la salud vascular estan condicionadas por
el balance entre los sistemas de produccion de ROS e inactivacion de ROS. Un
amplio niumero de datos experimentales tanto en humanos como en animales han
originado diversas aproximaciones farmacoldgicas y moleculares para reducir el
estrés oxidativo. FArmacos ya conocidos con nuevos mecanismos de accién y
nuevas aproximaciones a problemas no resueltos armonizan el objetivo de mejorar
los resultados clinicos basados en aproximaciones farmacoldgicas para disminuir el
estrés oxidativo, el cual es un proceso que hoy en dia se reconoce como critico en
la fisiopatologia de las enfermedades vasculares.
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