UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL

Avances en la regresion del remodelado vascular hipertensivo
con un bloqueante multicanal. Estudio experimental en ratas

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

David Muiioz Valverde

DIRIGIDA POR

Maria Begoiia Quintana Villamandos
Emilio Delgado Baeza
Maria Jesus Delgado Martos

Madrid

© David Muiioz Valverde, 2024



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL

Avances en la regresion del remodelado vascular hipertensivo con un bloqueante multicanal.
Estudio experimental en ratas

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

David Muifioz Valverde

DIRECTORES

Dra. Maria Begofia Quintana Villamandos
Dr. Emilio Delgado Baeza
Dra. Maria Jests Delgado Martos






UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

Facultad de Medicina

Avances en la regresion del remodelado
vascular hipertensivo con un bloqueante
multicanal. Estudio experimental en ratas

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR PRESENTADA POR

David Muinoz Valverde

DIRECTORES

Dra. Maria Begona Quintana Villamandos
Dr. Emilio Delgado Baeza

Dra. Maria Jesus Delgado Martos

Programa de Doctorado de Investigacion Biomédica









Este trabajo ha sido realizado gracias al Proyecto de Investigaciéon en Salud del

Instituto de Salud Carlos Il (FIS PI16/02069) y los Fondos FEDER.






A las personas y los animales que han hecho posible este trabajo,

GRACIAS






AGRADECIMIENTOS






Después de muchos vaivenes, de horas en el laboratorio, de charlas de
epistemologia repetidas y todas diferentes, de cafés motivacionales, incluso
pareciendo mentira, este trabajo de tesis ve la luz. Si, estaba al final del tunel. Y la

mayor parte ha sido gracias a mis directores de tesis.

Gracias Begoina. Los dos sabemos que sin tu perseverancia y cabezoneria no
habria escrito esta tesis. Eres la mejor directora que podria haber tenido nunca.
Siempre envidiaré tu capacidad de trabajo y tu dedicacién completa a la ciencia.

¢Vida?, ¢qué vida? Gracias por confiar en mi.

Gracias Chus. Siempre una palabra de animo a tiempo, una experiencia que

compartir y una solucion rapida a los problemas.

Emilio, de corazén y con el mayor carifio que se puede decir esta palabra,
GRACIAS. Gracias por despertarme alla por el afio 2005, gracias por matricularme
en Jarvard (con J), gracias por darme collejas y palmadas, gracias por el futbol, la

politica y la religion. Gracias por empujarme. Gracias por todo.

Este momento de mi vida tampoco habria llegado sin una persona que ha sido y es
mi segunda madre, mi maestra, mi referencia en un dia a dia que poca gente
conoce y mi amiga. Gracias Carmina. Por tu apoyo, tu empuje, tu capacidad de

trabajo, tus consejos, tu confianza en mi y tu carifo.

No quiero dejar pasar la oportunidad para agradecer sus aportaciones en este
trabajo al grupo de investigacion dirigido por la Prof. Silvia Arribas, del
Departamento de Fisiologia de la UAM. Su ayuda ha sido imprescindible en el

desarrollo de este proyecto.

11



Gracias también al grupo de investigacion del Prof. Rainer H. Bdger, de la
Universidad de Hamburgo-Eppendorf, referente en el estudio de biomarcadores de
riesgo cardiovascular. Su colaboracion incondicional, mediante la mediciéon de
dichos biomarcadores, ha permitido dar explicacion a los resultados del presente

trabajo.

Gracias a Manolo, a Santi, a Miguel y a todas las personas que, en algun momento,

han cuidado de mis ratitas.

Gracias a mis padres, por todo.

Gracias a mis hijos, Marta y Gonzalo. Gracias por vuestra comprensién y por
vuestra confianza en mi. Cuando pensaba tirar la toalla (s6lo pasé un par de veces)

era en vosotros en quién pensaba para no rendirme y no dejar de esforzarme.

Gracias Maria. Gracias por estar a mi lado y por ensefiarme a sentir. Gracias por

apoyarme de forma incondicional. Te quiero.

Y por ultimo, y de forma muy especial, gracias a mis companeras en este viaje.
Gracias a quienes mas han sufrido la realizacion de esta tesis. Gracias a quienes
es imposible agradecer como se merecen todo lo que han hecho por mi y por la
ciencia. Creo haberlo hecho de la mejor forma y con el mayor respeto. Si no es asi,

lo siento de corazon. Gracias ratitas SHR y WKY. Gracias por todo.

12



INDICE






Resumen
Abstract

Lista de Abreviaturas

1. Introduccion

1.1 EL PROBLEMA CLINICO: LA HIPERTENSION ARTERIAL
1.2 REMODELADO VASCULAR

1.2.1 Estructura y propiedades mecanicas de la pared arterial
1.2.2 Definicidn, fisiopatologia y tipos de remodelado vascular
1.2.3 Evolucion clinica del remodelado vascular

1.2.4 Tratamiento del remodelado vascular

1.3 DRONEDARONA

1.3.1 Farmacologia Basica

1.3.2 Efectos pleiotropicos de la dronedarona

1.3.3 Evidencia clinica del uso de la dronedarona

1.4 LA RATA ESPONTANEAMENTE HIPERTENSA COMO

MODELO ANIMAL DE HIPERTENSION ARTERIAL

1.5. JUSTIFICACION .....oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,

15

19

25

31

35

37

40

40

42

51

93

60

61

63

65

67



2. Hipétesis y Objetivos 73

2.1. HIPOTESIS 75
2.2. OBUETIVOS ...ttt 75
3. Material y Métodos 77
3.1. PROTOCOLO DEL ESTUDIO 79
3.1.1. Aspectos éticos y legales 79
3.1.2. Diseno del estudio .........cocouuiiiiiiiiiii e 79
3.2. MATERIAL 80
3.2.1. Animal de experimentacion 80
3.2.2. Farmacos 82
3.2.3. Material para el estudio fisiologico 82
3.2.4. Material para el estudio de la estructura de la aorta 83

3.2.5. Material para el estudio de las propiedades mecanicas de la
aorta 85

3.2.6. Material para el estudio de biomarcadores de dafo endotelial 85

3.3. METODO 86
3.3.1. Método del estudio hemodinamico 86
3.3.2. Método del estudio de la estructura de la aorta 87

3.3.3. Método del estudio de las propiedades mecanicas de la aorta 90
3.3.4. Método del estudio de los biomarcadores de dafio endotelial 92

3.3.5. MEtodo eStadiStiCO. .. .c.vneieeeee e 93

16



4. Resultados 95

4.1. EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LOS PARAMETROS
FISIOLOGICOS Y HEMODINAMICOS 97
4.2. EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LA ESTRUCTURA
DE LA AORTA 99
4.2.1 Cambios en la geometria de la aorta 99
4.2.2 Cambios en la estructura de las capas media y adventicia de la
aorta 105
4.3. EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LAS PROPIEDADES
MECANICAS DE LA AORTA 107
4.4. DRONEDARONA Y PARAMETROS DE DISFUNCION

ENDOTELIAL 111

5. Discusion 113

5.1. CAMBIOS ESTRUCTURALES DE LA AORTA PRODUCIDOS
POR LA DRONEDARONA 117
5.2. RESTAURACION DE LAS PROPIEDADES MECANICAS DE LA
AORTA INDUCIDA POR LA DRONEDARONA 119
5.3. LA DRONEDARONA INDUCE CAMBIOS EN LOS
BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL 121
5.4. IMPLICACIONES CLINICAS 123

5.5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 124

17



5.6. DONDE ESTAMOS Y A DONDE VAMOS 125

6. Conclusiones 127
7. Bibliografia 131

Anexo 159

18



Resumen






INTRODUCCION

La hipertension arterial es una enfermedad sistémica que aumenta la
morbimortalidad debido a su asociacién con eventos cardiovasculares adversos. La
hipertension arterial mantenida produce el remodelado vascular, que consiste en
cambios patoldgicos en la estructura y funcion de los vasos de conduccién y de
resistencia. Diferentes farmacos antihipertensivos han demostrado su eficacia en
la regresion del remodelado vascular mejorando el prondstico del paciente con esta
enfermedad sistémica.

La dronedarona es un antiarritmico (bloqueante multicanal) que se utiliza en la
practica clinica habitual para el tratamiento de la fibrilacion auricular. Disminuye la
incidencia de sindrome coronario agudo, asi como de isquemia cerebral. Nuestro
grupo de investigacion ha demostrado en estudios previos, en un modelo
experimental de hipertensién arterial primaria del humano (spontaneously
hypertensive rat, la rata SHR), la regresion del remodelado cardiaco (hipertrofia
ventricular izquierda) y el remodelado de la arteria coronaria tras la administracion
de dronedarona durante 14 dias. Sin embargo, desconocemos el impacto de este
farmaco sobre el remodelado de las grandes arterias, también llamadas arterias

elasticas, como la aorta.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como hipétesis de trabajo planteamos que la administracién de un antiarritmico, la
dronedarona, produce un efecto positivo sobre la regresidén precoz del remodelado

de la aorta toracica.
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El objetivo general del presente trabajo es, por lo tanto, estudiar el efecto del
tratamiento con un antiarritmico, la dronedarona, en la regresion precoz del
remodelado de la aorta toracica, en un modelo experimental de hipertension arterial
primaria (SHR). Siendo los objetivos especificos: 1) Analizar si el tratamiento con
dronedarona afecta a la estructura de la aorta, 2) Estudiar las propiedades
mecanicas pasivas de la aorta tras el anterior tratamiento, y 3) Evaluar el efecto del

farmaco sobre diversos biomarcadores de disfuncidn endotelial.

MATERIAL Y METODOS

Se ha desarrollado un estudio experimental con la rata genéticamente hipertensa
SHR, macho de 10 meses de edad, y su control normotenso, la rata Wistar Kyoto
(WKY). Las ratas SHR se aleatorizaron en tres grupos: un grupo de intervencion
que recibié tratamiento con dronedarona (SHR-D), un grupo de intervencion que
recibidé amiodarona (SHR-A), y un grupo control hipertenso que recibié placebo
(suero fisiolégico) (SHR). Un cuarto grupo lo formé la rata WKY, control
normotenso. Durante la administracién del farmaco/placebo via oral (14 dias), se
controlaron los parametros fisiolégicos (frecuencia cardiaca y presidon arterial
sistélica). Una vez finalizado el tratamiento, las ratas fueron sacrificadas y la aorta
toracica fue disecada para el estudio de su estructura, propiedades mecanicas y
biomarcadores de dafio endotelial.

El estudio de la estructura de la aorta se realizé mediante técnicas de histologia
(microscopia optica) y microscopia confocal usando la tincién de orceina. Se
estudio la geometria del vaso: diametro interno (D), diametro externo (DE), grosor

de pared (GP), relacién grosor pared/diametro interno (GP/DI), y area de la seccién
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del vaso (CSA). También se estudi6 la elastina mediante el célculo de la densidad
de volumen de las fibras elasticas de la capa media de la aorta.

El estudio de las propiedades mecanicas de la aorta (mecanica pasiva) se
desarroll6 mediante la realizacién de curvas tension-deformacién en segmentos
arteriales introducidos en un bafio de 6rganos. El calculo del parametro beta
permitié estudiar la rigidez de la pared.

El estudio de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y dimetilarginina simétrica (SDMA)
se realizd en tejido arterial (aorta) con un nuevo método de cromatografia liquida

utilizando un espectrometro de masas cuadrupolar en tandem (LC-MS/MS).

RESULTADOS

La dronedarona produjo una disminucién significativa de la presion arterial y
frecuencia cardiaca en el grupo SHR-D con respecto al grupo control SHR. Las
ratas que recibieron amiodarona presentaron el mismo comportamiento
hemodinamico que las tratadas con dronedarona.

Con respecto a la estructura de la aorta, la dronedarona produjo una disminucion
del DE, GP (capa media), GP/DI y CSA en el grupo SHR-D con respecto al grupo
control SHR. No se encontraron diferencias entre los grupos SHR-D y WKY en los
parametros GP y GP/DI. La amiodarona no produjo cambios en la estructura de la
aorta.

La dronedarona produjo una disminucion significativa de la densidad de volumen
de las fibras elasticas y del parametro beta en el grupo SHR-D respecto al grupo

SHR control, no mostrando diferencias con las ratas WKY. La amiodarona no
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mostro diferencias significativas en el grupo SHR-A respecto al grupo SHR control
en ambos parametros en el estudio de la mecanica pasiva de la aorta.

La administracién de dronedarona no produjo cambios en la concentracién de
ADMA en las ratas SHR-D con respecto al grupo SHR control, sin embargo este
farmaco normalizé el valor de SDMA, no encontrandose diferencias significativas

de este valor entre las SHR-D vy las ratas WKY.

CONCLUSIONES

1. La dronedarona produce regresion precoz del remodelado de la aorta en la SHR,

modelo de hipertension arterial primaria y dafio vascular.

2. La aorta de la SHR tratada con dronedarona muestra diferencias estructurales
significativas respecto a la de la rata hipertensa sin tratar. Estos cambios incluyen

la disminucion del grosor de la pared y de la capa media.

3. La dronedarona restaura las propiedades mecanicas pasivas de la aorta de la
SHR, hasta equipararla con la rata normotensa. Este farmaco produce disminucién

del contenido de elastina y del parametro beta.

4. El tratamiento con dronedarona induce cambios en el biomarcador de disfuncién

endotelial dimetilarginina simétrica disminuyendo su concentracion en la aorta de

la SHR. Sin embargo, no produce cambios en la dimetilarginina asimétrica.
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Abstract






INTRODUCTION

Arterial hypertension is a systemic disease that increases morbidity and mortality
due to its association with adverse cardiovascular events. Maintained arterial
hypertension leads to vascular remodeling, characterized by pathological changes
in the structure and function of conducting and resistance vessels. Various
antihypertensive drugs have demonstrated their effectiveness in regressing
vascular remodeling, thereby improving the prognosis of patients with this systemic
disease.

Dronedarone is an antiarrhythmic (multichannel blocker) used in routine clinical
practice for the treatment of atrial fibrillation. It reduces the incidence of acute
coronary syndrome and cerebral ischemia. Our research group has previously
demonstrated, in an experimental model of primary arterial hypertension in humans
(spontaneously hypertensive rat, SHR), the regression of cardiac remodeling (left
ventricular hypertrophy) and coronary artery remodeling after the administration of
dronedarone for 14 days. However, the impact of this drug on the remodeling of

large arteries, also known as elastic arteries, such as the aorta, remains unknown.

HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

As a working hypothesis, we propose that the administration of an antiarrhythmic
drug, dronedarone, has a positive effect on the early regression of thoracic aorta
remodeling.

The general objective of this study is, therefore, to investigate the effect of treatment

with an antiarrhythmic drug, dronedarone, on the early regression of thoracic aorta
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remodeling in an experimental model of primary arterial hypertension (SHR). The
specific objectives are: 1) To analyze if dronedarone treatment affects the structure
of the aorta, 2) To study the passive mechanical properties of the aorta after the
aforementioned treatment, and 3) To evaluate the drug's effect on various

biomarkers of endothelial dysfunction.

MATERIAL AND METHODS

An experimental study was conducted using genetically hypertensive male SHR
rats, 10 months old, and their normotensive control, Wistar Kyoto (WKY) rats. The
SHR rats were randomized into three groups: an intervention group receiving
dronedarone treatment (SHR-D), an intervention group receiving amiodarone (SHR-
A), and a hypertensive control group receiving a placebo (physiological saline)
(SHR). A fourth group consisted of WKY normotensive rats. Physiological
parameters (heart rate and systolic blood pressure) were monitored during oral
drug/placebo administration (14 days). After completing the treatment, the rats were
sacrificed, and the thoracic aorta was dissected for structural analysis, mechanical
properties, and biomarker assessment.

The structure of the aorta was examined using histological techniques (optical
microscopy) and confocal microscopy with orcein staining. Vessel geometry was
analyzed, including inner diameter (DI), outer diameter (DE), wall thickness (WT),
wall thickness-to-inner diameter ratio (WT/DI), and cross-sectional area (CSA).
Elastic fibers in the middle layer of the aorta were studied by calculating their volume

density.
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Passive mechanical properties of the aorta were determined by performing stress-
strain curves on arterial segments immersed in an organ bath. The beta parameter
was calculated to assess wall stiffness.

The study of asymmetric dimethylarginine (ADMA) and symmetric dimethylarginine
(SDMA) was conducted in arterial tissue (aorta) using a new liquid chromatography

method with tandem quadrupole mass spectrometry (LC-MS/MS).

RESULTS

Dronedarone significantly reduced blood pressure and heart rate in the SHR-D
group compared to the control SHR group. Rats receiving amiodarone exhibited the
same hemodynamic behavior as those treated with dronedarone.

Regarding the structure of the aorta, dronedarone led to a reduction in DE, WT
(middle layer), WT/DI, and CSA in the SHR-D group compared to the control SHR
group. No differences were observed between the SHR-D and WKY groups in terms
of WT and WT/DI. Amiodarone did not induce changes in aortic structure.
Dronedarone resulted in a significant decrease in the volume density of elastic fibers
and the beta parameter in the SHR-D group compared to the control SHR group,
with no differences compared to WKY rats. Amiodarone did not show significant
differences in the SHR-A group compared to the control SHR group in both
parameters in the study of aortic passive mechanics.

The administration of dronedarone did not produce changes in the concentration of
ADMA in SHR-D rats compared to the control SHR group. However, this drug
normalized the SDMA value, with no significant differences in this value between

SHR-D and WKY rats.
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CONCLUSIONS

1. Dronedarone induces early regression of aortic remodeling in SHR, a model of

primary arterial hypertension and vascular damage.

2. The aorta of SHR treated with dronedarone shows significant structural
differences compared to untreated hypertensive rats. These changes include a

reduction in wall thickness and the middle layer.

3. Dronedarone restores passive mechanical properties of the aorta in SHR, making
it comparable to normotensive rats. This drug leads to a decrease in elastin content

and the beta parameter.

4. Treatment with dronedarone induces changes in the biomarker of endothelial

dysfunction, symmetric dimethylarginine, reducing its concentration in the SHR

aorta. However, it does not affect asymmetric dimethylarginine.
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[ .1sta de Abreviaturas






Ach Acetilcolina

ADMA Dimetilarginina Asimeétrica

ARA I Antagonistas de los Receptores de la Angiotensina Il
AT1R Receptores de Angiotensina-Il-subtipo 1
AT2R Receptores de angiotensina-Il-subtipo 2
CAM Moléculas de Adhesién Celular

CSA “Cross-Sectional Area”

DE Diametro Externo

DI Diametro Interno

DM Diabetes Mellitus

FC Frecuencia Cardiaca

GP Grosor de Pared

HTA Hipertension Arterial

HVI Hipertrofia Ventricular Izquierda

IL Interleucina

IECA Inhibidor del Enzima Convertidor de la Angiotensina
MCP- 1 Proteina Quimioatrayente de Monocitos-1
MMP Metaloproteasas de la Matriz Extracelular
NO Oxido Nitrico

NOS Oxido Nitrico Sintasa

PAI Inhibidor del Activador de Plasmindégeno
PAS Presion Arterial Sistdlica

PCR Proteina C Reactiva

ROS Especies Reactivas de Oxigeno

SHR Spontaneuosly Hypertensive Rat

SDMA Dimetilarginina Simétrica

SOD Superéxido Dismutasa

SRAA Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
WKY Wistar-Kyoto Rat
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1.1 EL PROBLEMA CLINICO: LA HIPERTENSION ARTERIAL

Definicion

La hipertension arterial (HTA) se caracteriza por la observacion repetida, en
diferentes momentos, de cifras de presién arterial iguales o superiores a 140/90
mmHg, segun criterios internacionales que la consideran como un problema de
salud '. La HTA es una enfermedad crénica que termina afectando a mudltiples

sistemas.

La HTA puede ser, segun su origen, primaria (esencial) o secundaria. La HTA
esencial es de origen desconocido y multifactorial, participando tanto factores
genéticos como estilos de vida 23. Este tipo de HTA es el mas frecuente en la
poblacion (90-95% de los casos de HTA). La HTA secundaria (5-10% de los casos
de HTA) tiene un origen especifico conocido, siendo las causas mas frecuentes la
enfermedad renovascular, la coartacion adrtica, el hiperaldosteronismo de diversas

causas o el uso de algunos farmacos.

Esta patologia afecta aproximadamente al 20% de la poblacion mundial, con una
prevalencia aun mayor en Espafa, llegando al 30%. Esta prevalencia aumenta
considerablemente con la edad, superando el 75% en personas de 70 a 74 afios *.

Esto la convierte en una de las enfermedades mas comunes en la sociedad actual.

Evolucion clinica y consecuencias de la hipertension arterial

La hipertension arterial mantenida tiene efectos significativos en diversos sistemas

del cuerpo, incluyendo el corazon, los vasos sanguineos, el sistema nervioso
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central y los rifiones, lo que aumenta significativamente la morbilidad y mortalidad

en el paciente hipertenso °.

La afeccidn cardiaca resultante de la HTA se denomina cardiopatia hipertensiva e
incluye una serie de alteraciones como la hipertrofia ventricular izquierda, la
disfuncion sistdlica y diastdlica, los problemas en la conduccion eléctrica del

corazon y la enfermedad arterial coronaria.

La presion arterial es el resultado de dos componentes principales: el gasto
cardiaco y la resistencia periférica. Cualquier aumento en uno de estos
componentes puede dar lugar a la HTA, si no se equilibra con una disminucion en
el otro. Inicialmente, el aumento de la presion arterial se debe principalmente a un
incremento en la actividad del sistema nervioso simpatico, lo que conlleva un
aumento en el gasto cardiaco ®7. A medida que la enfermedad progresa, el gasto
cardiaco se normaliza, y para mantener niveles similares de presion arterial, se
produce una constriccién de los vasos sanguineos periféricos, o que aumenta la
resistencia total 8 Este aumento en la poscarga cardiaca conduce a un
engrosamiento del musculo del ventriculo izquierdo del corazén, es la hipertrofia
ventricular izquierda, HVI (hipertrofia celular y fibrosis). Esta hipertrofia es un
mecanismo de adaptacion del corazén frente al estrés que produce la HTA. Si la
enfermedad no se controla adecuadamente aparecera una segunda fase, de
descompensacion, en la que la microcirculacion coronaria no aumenta de forma
proporcional a la hipertrofia celular, dando lugar a fendmenos de isquemia-
reperfusion y apoptosis de cardiomiocitos. Aparecera la disfuncion cardiaca,

arritmias e isquemia miocardica asociadas a la cardiopatia hipertensiva dilatada.
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La HTA mantenida también afecta a los vasos. Se producen cambios en la
morfologia y desarrollo del vaso, se altera la funcién del endotelio, la proliferacion
de las células del musculo liso vascular, asi como la sintesis de la matriz
extracelular. Es lo que se denomina enfermedad vascular hipertensiva, cuyas
consecuencias son la arterioesclerosis, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia

renal e isquemia miocardica °.

Dado el impacto clinico de la cardiopatia y la enfermedad vascular hipertensivas,
es crucial contar con herramientas para su diagndstico en sus etapas iniciales, e
identificar a pacientes de alto riesgo que requieran tratamiento. Numerosos
estudios respaldan la idea de que un tratamiento temprano y apropiado mejora el
pronodstico de estos pacientes '°. Diferentes farmacos antihipertensivos, dentro de
los cinco grupos, [antagonistas del receptor de angiotensina ll-subtipo 1 (ARA-II),
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), bloqueantes del
receptor adrenérgico B (B-bloqueantes), calcio-antagonistas y diuréticos] han
mostrado su eficacia en la regresion de la hipertrofia ventricular izquierda, tras
tratamientos de larga duracion. En esta misma direccién, nuestro grupo de
investigacion ha demostrado recientemente que un bloqueante multicanal, la
dronedarona, es capaz de revertir la HVI y el remodelado vascular coronario
producidos por la HTA, en un modelo experimental de rata espontaneamente
hipertensa (SHR, “spontaneously hypertensive rats”), tras dos semanas de
tratamiento 12, Otros farmacos, como el esmolol, betabloqueante cardioselectivo,
mostré el mismo efecto sobre el corazén y los vasos (arteria coronaria y aorta) en

la rata SHR, tras tan solo 48 horas de tratamiento 1315,
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1.2 REMODELADO VASCULAR

1.2.1 Estructura y propiedades mecanicas de la pared arterial

La pared de las arterias la constituyen tres capas concéntricas formadas por células
(células endoteliales, células musculares lisas y fibroblastos) y una matriz

extracelular 16:

Tunica intima. Se encuentra en contacto con la sangre. Esta formada por el

endotelio propiamente dicho y la capa subendotelial. El endotelio lo constituye una
monocapa de células endoteliales situadas sobre una membrana basal. Esta lamina
basal microfibrilar esta formada por colageno tipo IV, elastina, fibronectina, laminina
y proteoglicanos. La capa subendotelial esta compuesta por tejido conectivo laxo y,
en ocasiones, estan presentes células de musculo liso. Separando la tunica intima
de la tunica media se encuentra la lamina elastica interna, compuesta por fibras

elasticas que forman una estructura fenestrada.

Tunica media o muscular. Esta formada células musculares lisas y tejido conectivo

(princialmente fibras elasticas). Las fibras elasticas estan organizadas en laminas
fenestradas entre las que se situan las células musculares lisas, las fibras de
colageno y otros elementos de la matriz extracelular (proteoglicanos),
constituyendo la unidad lamelar '7. El nimero de lamelas varia dependiendo del
tipo de vaso (siendo mayor en las grandes arterias, y disminuyendo en las arterias
de resistencia). La lamina elastica externa forma parte de la tunica media,

constituyendo el limite entre ambas tunicas, media y adventicia.

Tunica adventicia o _externa. Es la capa mas externa del vaso, formada por

fibroblastos y matriz extracelular rica en colageno.
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La matriz extracelular tiene diferentes funciones: una estructural (como soporte de
las células de la pared vascular), otra relacionada con las propiedades mecanicas
de la pared (responsable de la elasticidad y la resistencia al estiramiento) y, por

ultimo, una funcién reguladora de la biodisponibilidad de factores de crecimiento.

La matriz extracelular esta formada por:

Colageno. Proteina muy rigida que contribuye a la integridad estructural y

resistencia mecanica de la pared del vaso. Un aumento del colageno produce

aumento de la rigidez del vaso, como ocurre en la HTA 1819,

Fibras elasticas. La funcion de estas fibras es dotar al vaso sanguineo de

elasticidad. Estas fibras se organizan formando las lamelas. El 90% de la fibra
elastica lo forma la elastina, y el resto son glicoproteinas microfibrilares. En la HTA
hay deposicion de nuevas fibras elasticas en respuesta a una elevada tensién de
la pared vascular, sin embargo, estas fibras no tienen la misma funcionalidad que

las generadas durante la elastogénesis fisioldgica 2.

Matriz_extracelular no fibrosa. Formada por glucoproteinas, hialuronanos y

proteoglicanos constituyendo un gel viscoelastico.

Las propiedades mecanicas de la pared arterial son importantes en la regulacion
de la presion arterial, por lo que son de vital importancia en la enfermedad
hipertensiva vascular. De los componentes de la pared del vaso, ya descritos

anteriormente, la matriz extracelular fibrosa (formada por el colageno y la elastina)
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contribuye a las propiedades elasticas del vaso, a su mecanica pasiva, mientras
que el componente celular contribuye a la mecanica activa '8. Las propiedades
mecanicas del colageno y la elastina son muy diferentes, el colageno proporciona
rigidez y resistencia a la tension mientras que las fibras elasticas proporcionan

resiliencia y elasticidad.

1.2.2 Definicion, fisiopatologia y tipos de remodelado vascular

El remodelado vascular, una desorganizacién de los componentes de la pared
vascular alrededor de un lumen disminuido 2, hace referencia a un cambio activo,
estructural y celular, generalmente adaptativo, que conlleva la produccion vy
degradacion de sustancias presentes en la matriz extracelular y crecimiento,

muerte, proliferacion y migracion celular 22.

El indice de remodelado 22 sirve para cuantificar el grado de remodelado vascular,
y se define como la proporcién de cambio del lumen responsable del total de
remodelado del vaso. Las arterias que tienen la responsablidad principal del
remodelado en el individuo son arterias finas, las unicas en las que se puede

encontrar un indice elevado?*. Existen dos tipos de remodelado vascular 25-27:

Hipertréfico concéntrico. En este caso, se observa una disminucion del diametro

interno del lumen del vaso provocada por el engrosamiento de la pared arterial. Se
caracteriza por un mayor area de la seccion transversal de la arteria (cross-

sectional area, CSA), disminuyendo el cociente entre el diametro interno del vaso y

42



el grosor de la pared. En los casos de hipertensién secundaria como puede ser la

hipertension causada por hipertension renovascular o la asociada a diabetes

mellitus se observa de forma frecuente este tipo de remodelado 2829,

Eutréfico concéntrico: En este caso, solo disminuye el lumen interno y externo, sin

que el area de la seccion transversal del vaso ni la pared del vaso se
vean alteradas. Conlleva una disminucion del cociente entre el
didmetro interno y el grosor de la pared. Se produce debido a la
apoptosis de celulas periféricas de la arteria unida a la vasoconstriccion
cronica 3°. Este tipo de remodelado vascular se encuentra
principalmente en los casos de hipertension esencial en humanos y el
que se puede observar en las ratas espontaneamente hipertensas

(SHR).

En el remodelado vascular intervienen procesos como la inflamacién, la apoptosis

y el crecimiento celular o la fibrosis 27, ademas de las variaciones en la composicion

de la matriz extracelular que median en la adaptacion tisular 3'. Estos procesos son,

principalmente, los siguientes:

Apoptosis celular. Aunque el impacto de los procesos apoptéticos en el
proceso de remodelado vascular no esta bien definido, si existen evidencias
significativas de apoptosis de células musculares lisas en vasos sanguineos
de cerebro, rifion %2 o corazén 3. En en modelo de rata SHR se han

estudiado los procesos apoptoticos en ratas de diferentes edades. Dickhout

43



comprobd, en ratas SHR jévenes, una reduccién de los procesos de
apoptosis en células de musculo liso en arterias de pequefo calibre,
sugiriendo que esta disminucién de tasa de apoptosis seria la responsable
del aumento de la resistencia de los vasos por favorecer el crecimiento de la
pared vascular 3. También en ratas SHR se evidenciaron mayores valores
de la tasa de apoptosis, del cociente entre el grosor de la pared y el diametro
interno del vaso, asi como de la presién arterial, en ratas de 2-3 meses frente
a ratas jovenes de 1 mes .

En el remodelado eutréfico concéntrico vascular en las ratas
espontaneamente hipertensas es posible que existan procesos simultaneos
de apoptosis y crecimiento celular. Esto podria llevar a un crecimiento celular
en la capa interna de la pared del vaso unido a una reduccion selectiva de
células en la capa externa. Aunque se han identificado algunos de los
mecanismos involucrados en la apoptosis, aun no se conocen todos los
detalles de este proceso. Ademas, no esta claro si la apoptosis es un evento

primario o si es una respuesta compensatoria al crecimiento celular.

Algunos de los mecanismos que influyen en los eventos de apoptosis que
afectan al remodelado son la rarefaccidon vascular, un proceso por el que
desaparecen las arteriolas y capilares como resultado de la disminucion de
la densidad de microvasos periféricos, favoreciendo una alta resistencia
periférica en casos de hipertension arterial e incrementando el riesgo de
isquemia '78; y la activacion de MMPs (metaloproteinas de la matriz
extracelular, metaloproteasas), unas endopeptidasas dependientes de zinc

que tienen la funcién de mantener la homeostasis de la pared del vaso.
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Disfuncion endotelial. Esta situacion es habitual en el caso de
enfermedades vasculares, y se trata de un factor determinante en el
desarrollo de arteriosclerosis. Los mecanismos principales que intervienen
en la pérdida de funcién del endotelio son la disminucion en la produccién
de NO (6xido nitrico) y el aumento de especies reactivas de oxigeno. La
disfuncion endotelial esta relacionada con factores de riesgo cardiovascular
como la hipercolesterolemia, el tabaquismo, la hipertensién o la DM36.
Algunos de los mecanismos que influyen en la aparicion de disfuncion

endotelial son:

Inflamacién endotelial
La activaciéon del endotelio desencadena una serie de respuestas que
incluyen la liberacion de citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesion
celular. Estas sustancias tienen como objetivo interactuar con leucocitos y
otras células inflamatorias en el cuerpo. El resultado final de esta interaccion

es promover la inflamacién en los tejidos.

Al estudiar el modelo experimental de hipertension arterial, se ha observado
un aumento en la expresion de ciertas moléculas de adhesion, como las
integrinas, asi como la presencia elevada de proteinas inflamatorias como la
proteina C reactiva (PCR) y proteinas con capacidad trombogénica, como la
proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1 o CCL2) y el inhibidor del
activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) 37, Estos efectos, causados por la

activacién endotelial, tienen dos resultados principales. En primer lugar,
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contribuyen a alterar la estructura de los vasos sanguineos, lo que incluye
un aumento en la proliferacion celular. Por otro lado, disminuyen la
capacidad de los vasos sanguineos para dilatarse en respuesta a sefiales
endoteliales. En conjunto, estos procesos predisponen al desarrollo de
eventos trombo-isquémicos que pueden causar dafio en los tejidos 3 .

Alguno de los mecanismos asociados a la inflamacion endotelial son:

a) Expresiéon de MCP-1: MCP-1 participa en la migracion e infiltracion de
monocitos y macrofagos en el endotelio, activando factores de transcripcion
como NF-kB y AP-1. Esto conduce a la expresion de interleucina 6 (IL-6) y

promueve la proliferacion de células musculares lisas °.

b) Aumento en los niveles de PCR: La elevada expresion de PCR induce la
adhesion y migracién de leucocitos, estimulando la produccion de citoquinas
proinflamatorias y la expresién de moléculas de adhesion celular (CAM) 4°.
Esto se asocia comunmente con un estado de coagulacién y una
disminucién en la biodisponibilidad de éxido nitrico (NO) endotelial debido a

la inhibicién de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS) endotelial.

¢) Aumento en el numero de células inflamatorias en la capa adventicia: Este

incremento se considera una fuente principal de radicales libres de oxigeno,

que desempefian un papel importante en la patologia vascular 4.
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Expresion de moléculas de adhesion
En el contexto de la hipertension arterial, se observa la activacién de las
células endoteliales, lo que resulta en la expresion de moléculas de adhesion
celular, como integrinas, que tienen la capacidad de atraer células
inflamatorias hacia la pared del vaso. En este momento se produce un
aumento especifico en la expresidn de E-selectina. La E-selectina se

considera un biomarcador de dafio endotelial muy significativo.

Estrés oxidativo

El estrés oxidativo *? se refiere a un desequilibrio entre los productos
antioxidantes y prooxidantes en el cuerpo, lo que resulta en un aumento de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y una disminucion en la
biodisponibilidad de éxido nitrico (NO). Este fendmeno esta relacionado con
la alteraciéon de la capacidad de vasodilatacion, la homeostasis celular
alterada y el dario tisular 43-.

Estudios clinicos en pacientes con hipertension arterial han demostrado que
los niveles de presién arterial se relacionan directamente con la produccion
de biomarcadores de estrés oxidativo y se relacionan inversamente con los
niveles de antioxidantes en el plasma #4446,

Los principales procesos de estrés oxidativo implicados en el dafio del
endotelio son los siguientes:

a) Reduccion de la biodisponibilidad de NO: El NO es una molécula
sefalizadora que regula varios procesos bioldgicos, incluyendo la presion

arterial, la inhibicién de la proliferacion celular y la prevencion de la
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agregacion plaquetaria 4. La disminucion de la biodisponibilidad de NO se
debe en parte a la interferencia de la dimetilarginina asimétrica (ADMA), que
actua como antagonista de la enzima 6xido nitrico sintasa (eNOS) (Fig. 1)
4849 Otro biomarcador como la dimetilarginina simétrica (SDMA) inhibe la
sintesis de 6xido nitrico pero indirectamente, ya que interfiere en la captacion

intracelular de la L-Arginina .

L-arginina en

SAM proteinas
metilacion | N-metiltransferasa
. PRMT-1
SAH dimetil-L-Arginina
proteolisis
Arginina
orinae [ ADMA / L-HMMA} \enos
Oxido
LDL oxidada myr Lr? DDAH P
Homocisteina | L=
P Disfuncion
L-Citrulina endotelial

Dimetilamina

[l Enfermedad vascular

Figura 1 .Via de L-Arginina-Oxido nitrico, y la implicacion de ADMA (dimetilarginina
asimétrica). Traducido de Sibal L, Agarwal SC, Home PD, Boger RH.The Role of Asymmetric
Dimethylarginine (ADMA) in Endothelial Dysfunction and Cardiovascular Disease. Curr
Cardiol Rev. 2010; 6(2): 82—-90.
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b) Aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS): En la hipertension
arterial, debido al aumento de enzimas como la xantina oxidasa o la NAPDH,
se produce un aumento en la produccién de ROS %', moléculas derivadas
del O2 que pueden reaccionar, a través de procesos REDOX con otras
moléculas organicas %2 lo que contribuye al remodelado vascular, la
inflamacion y la disfuncion endotelial.

c) Disminucion de las defensas antioxidantes: Se ha observado, en
pacientes con hipertension, una reduccion en la expresion de defensas
antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas, como la superéxido dismutasa

(SOD) o la vitamina E y el glutation.

Expresion de Endotelina-1
La expresion de endotelina-1, una molécula vasoconstrictora, se ha
encontrado elevada en diversos modelos experimentales de hipertension,
como en ratas tratadas con acetato de desoxicorticosterona °3. Ademas, se
ha observado un aumento en la expresion del RNA mensajero de la pre-pro-
endotelina-1 en el endotelio de arterias de pequefio calibre en tejido
subcutaneo gluteo en humanos % Este incremento en los niveles de
endotelina-1 se asocia con un remodelado vascular hipertréfico, que puede
corregirse mediante el uso de antagonistas de la endotelina . Cabe
mencionar que la elevacion de los niveles plasmaticos de aldosterona y/o la
presion arterial activan la expresidon de endotelina-1 en el endotelio

vascular®657.
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Vasoconstriccion
La vasoconstriccion cronica esta estrechamente relacionada con los procesos
inflamatorios en la hipertension arterial. Esto conlleva procesos como la
acumulacion de fibronectina, la activacién del depédsito de colageno. En
estudios realizados en arterias mesentéricas de ratas, se demostré un
remodelado concéntrico después de una exposicidbn prolongada a la
adrenalina durante 7 dias °8. Es importante destacar que este remodelado no

guardaba relacién con la presion intravascular sufrida en estas arterias.

Fibrosis de matriz extracelular. El depdsito de colageno alrededor del vaso
induce rigidez en la pared vascular. Este colageno se observa claramente a
nivel de vasos coronarios y de forma menos importante alrededor de la aorta
y de las arterias mesentéricas °°-%'. Este depdsito no es, en si mismo, el
responsable de la rigidez, sino que depende del grado de reclutamiento de
las fibras de colageno cuando aumenta la presion intravascular, como puede
deducirse de la reduccion de la rigidez observada en casos de hipertensién

leve o moderada de pacientes jovenes 263,

Los procesos de fibrosis vascular son activados por mediadores como la
aldosterona % (induce depdsito extracelular de colageno tipo |), la
angiotensina Il %" (promueve produccion de fibronectina y colagenos tipo | y
II), el factor de crecimiento tisular B (TGF-B) (existen niveles mas altos de

este factor de crecimiento en ratas WKY ) y |la endotelina-1.
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e Activacion del eje renina-angiotensina-aldosterona, SRAA 6657 esta
relacionada con el aumento de factores de transcripciéon y del estrés
oxidativo, que conllevan la activacion de transcripcion de quimiocinas y
citoquinas, asi como de la amplificacion de la respuesta inflamatoria. En la
rata hipertensa alimentada con fructosa, un modelo de hipertensién asociada
a sindrome metabdlico, se demostrd la existencia de una relacion entre el
SRAA y el remodelado vascular, al observarse marcadores de disfunciéon
endotelial, hipertrofia y crecimiento celular en la pared de los vasos como

son los cambios en la expresion de distintos subtipos de ATII.

1.2.3 Evolucion clinica del remodelado vascular

El remodelado vascular es un proceso adaptativo que implica cambios en la
estructura del vaso (cambios en la geometria y composicion), producidos como

respuesta a estimulos mecanicos, hemodinamicos o humorales.

La HTA se caracteriza por mantener presiones elevadas en el interior de los vasos
sanguineos. Inicialmente, esto se consigue aumentando el gasto cardiaco pero
después se mantiene incrementando la resistencia de los vasos periféricos 7. En la
HTA, el remodelado vascular comienza como una respuesta adaptativa para
compensar estas presiones elevadas, pero con el tiempo (elevacion crénica de la
presion arterial) se convierte en un proceso desfavorable produciendo alteraciones
patolégicas de la pared vascular. En situaciones de HTA, los cambios en la
geometria y la composicion de la pared vascular (remodelado) modifican las

propiedades funcionales, tanto activas (que dependen de las células) como pasivas
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(determinadas por la matriz extracelular) de los vasos sanguineos. Estas
alteraciones estructurales son de gran relevancia clinica ya que se han asociado

con una mayor incidencia de eventos cardiovasculares adversos 6859,

El remodelado vascular afecta a todos los vasos sanguineos, pero el tipo de
alteracion difiere segun el tipo de vaso. En las grandes arterias (como la aorta) se
produce una pérdida de elasticidad, debida a la hipertrofia de la pared y a las
alteraciones en su composicion, por la fragmentacion y calcificacion de las fibras
elasticas y un mayor depdsito de colageno '°. En las arterias de resistencia se
produce un estrechamiento de la luz, a veces acompanado de hipertrofia de la
pared, por hiperplasia o hipertrofia de las células musculares lisas, asi como por
una mayor deposicion de colageno 7°. Las alteraciones estructurales en los vasos
tienen un valor predictivo importante en pacientes con hipertension. Se ha
demostrado de manera convincente que aquellos pacientes con mayor relacion
entre el grosor de la pared del vaso y su diametro interno tienen una mayor
probabilidad de sufrir eventos cardiovasculares, como infarto agudo de miocardio o
accidentes cerebrovasculares. Actualmente, encontrar formas efectivas de revertir
estos cambios morfologicos se considera una de las principales metas en la

investigacion en el campo cardiovascular.
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1.2.4 Tratamiento del remodelado vascular

Regresion del remodelado vascular

Como la vasoconstriccidn crénica es un mecanismo de remodelado arterial
concéntrico, podemos desarrollar la hipétesis de que el uso de antihipertensivos
que induzcan vasodilatacion deberia producir un remodelado arterial excéntrico, es
decir, el efecto contrario. Este tipo de remodelado produciria una disminucion del

dario tisular y de los eventos isquémicos asociados a la HTA'.

La evidencia para respaldar esta hipotesis proviene de estudios in vivo realizados
usando las arterias mesentéricas de ratas con hipertension inducida por
adrenalina. En estos estudios, la administracion de amlodipino, un farmaco
vasodilatador, logré revertir el remodelado vascular que se habia desarrollado en
respuesta a la hipertension 7'. Aunque en investigaciones posteriores con otros
tipos de farmacos antihipertensivos han corroborado estos resultados, todavia no
se han aclarado completamente los mecanismos fisiopatologicos involucrados en

la reversion del remodelado vascular causado por estos medicamentos.

La variabilidad en la eficacia de los diferentes farmacos vasodilatadores en la
normalizacion de la estructura vascular puede estar relacionada con la expresion
de subtipos especificos de NADPH oxidasas (como nox1, nox2 y nox4) y /sus
subunidades correspondientes en las células de musculo liso y endotelio 2. Esto
podria explicar por qué algunos farmacos, como los calcio-antagonistas, IECAs o

ARA-II, muestran efectos beneficiosos en la normalizacion de la estructura
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vascular, mientras que otros, como los B-bloqueantes, no logran este efecto en

pacientes con HTA 73,

Terapias en la regresion del remodelado vascular

En ensayos clinicos aleatorizados que se han llevado a cabo en pacientes con HTA,

se ha observado que el tratamiento antihipertensivo puede prevenir la aparicion de

eventos cardiovasculares. Un aspecto crucial en esta proteccion radica en la

capacidad del tratamiento para revertir el remodelado vascular. Se ha comprobado

que en este grupo de pacientes, simplemente normalizando la presion arterial sin

lograr una reversion del remodelado con nitroglicerina, no mejora el prondstico 74.

La evidencia sugiere que la regresion del remodelado vascular en la hipertension

arterial puede manifestarse de diversas maneras, dependiendo del tipo de

vasodilatador utilizado y del tipo de arteria que se esté estudiando:

Regresion del remodelado en arterias de gran calibre (arterias

elasticas, la aorta):

Algunos medicamentos antihipertensivos como los calcioantagonistas, la
espironolactona, los antagonistas del receptor de la angiotensina Il o los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, parecen influir en las
propiedades estructurales de las arterias de conduccion. Estos
medicamentos ’° estimulan la apoptosis de las células musculares lisas en
la aorta toracica de ratas con hipertension espontanea. En contraste, la
hidralazina, a pesar de su capacidad hipotensora, no ha demostrado este
efecto 76. La relacion entre la apoptosis y el remodelado vascular es auln

objeto de investigacion, con resultados contradictorios en la literatura.
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Antihipertensivos como los IECA, los nitratos, la espironolactona, los [3-
bloqueantes, los calcioantagonistas y los ARA-II, han demostrado reducir la
rigidez de la pared vascular 7-’°. Esta reduccion de la rigidez arterial
disminuye la resistencia vascular periférica, lo que a su vez conlleva una

reduccion en la presiéon de pulso a nivel central en la aorta.

Un estudio preclinico (en modelo animal) publicado por nuestro grupo de
investigacion investigd los efectos del esmolol, un [(-bloqueante
cardioselectivo, en el remodelado de la aorta toracica &. Se observo una
regresion del remodelado estructural, caracterizada por una reduccion de la
rigidez de la aorta junto con una disminucion en el grosor de la pared y el

area del vaso, tras la administracion de esmolol durante dos dias.

Los mecanismos conocidos que participan en la regresion del remodelado

vascular incluyen los siguientes:

Reversién de la rigidez
La capacidad vasodilatadora de los nitratos logra este efecto’®. En contraste,
otros farmacos mencionados anteriormente, a través de mecanismos
antifibréticos, aumentan la complianza vascular, especialmente mediante la
inhibicion del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1). Esta
reduccion en la rigidez arterial conlleva una disminucion en la impedancia
vascular, lo que resulta, en ultima instancia, en una reduccion de la presion

de pulso en la aorta.
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Bloqueo del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
ARA-Il y IECAs ejercen su accion bloqueando el eje renina-angiotensina-
aldosterona. Esto reduce los niveles intracelulares de calcio (Ca2+), la
actividad de la enzima NADPH oxidasa y la proteina tirosina cinasa Pyk-2 al
evitar la activacién del receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1R). Ademas de
este efecto, estos medicamentos también influyen en otros mecanismos
relacionados con el remodelado vascular. Cabe mencionar que la
aldosterona promueve el depdsito de colageno, y por lo tanto, la
administracion de un antagonista de la aldosterona, como la eplerenona,
puede reducir la rigidez arterial en arterias tanto de gran calibre como de

pequefio calibre 81-82,

Cambios en la distensibilidad del vaso

El atenolol y otros B-bloqueantes inducen modificaciones en la distensibilidad
de los vasos 8. Esto incluye un aumento de la presion de pulso por una
reduccion en la frecuencia cardiaca y una vasoconstriccion periférica 8. Esta
podria ser la razon de la menor eficacia de los [(-bloqueantes, en
comparaciéon con los medicamentos que inhiben el SRAA, en la prevencion

de eventos cardiovasculares 8°.
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Regresion del remodelado en arterias de pequeio calibre (arterias

musculares):

Cambios en la estructura de los vasos
Las transformaciones en el remodelado de las arterias de pequeno calibre
subcutaneas pueden servir como indicadores confiables de los cambios
observados en otros vasos similares, como las arterias coronarias 8688, La
evidencia %-% revela que ARA-Il, IECA y ciertos calcioantagonistas
contribuyen a restaurar la estructura normal de las arterias de pequeio
calibre en el tejido subcutaneo gluteo de pacientes diagnosticados con HTA.
No obstante, vale la pena mencionar un estudio "6 que presenta un enfoque
diferente al mostrar que el verapamilo puede aumentar la cantidad de células
musculares lisas apoptéticas en las arterias coronarias de ratas con
hipertension inducida por adrenalina. Ademas, se ha constatado que la
espironolactona reduce la rigidez de las arterias de pequefio calibre en
individuos hipertensos 8'. Este efecto se deriva de la disminucion en la
acumulacién de colageno y de la modificacion de la relaciéon
colageno/elastina en la pared de los vasos, como respuesta al tratamiento
farmacoldgico. Asimismo, en personas que padecen diabetes mellitus tipo 2
(DM-2) %697 |a intervencion que bloquea el sistema renina-angiotensina-
aldosterona mediante IECA y ARA-Il también se traduce en mejoras en el
remodelado de las arterias de pequeno calibre. Un dato interesante es que
un agonista selectivo del receptor AT2R, denominado compuesto 21, ha
demostrado su capacidad para reducir la acumulacién de colageno en torno

a la aorta y las arterias coronarias, al tiempo que reduce la rigidez de los

57



vasos de pequefio calibre. Ademas, este compuesto mejora la funcién
endotelial en un modelo de ratas espontaneamente hipertensas propensas
a padecer accidentes cerebrovasculares. Este efecto se ve amplificado
cuando se combina con un tratamiento paralelo con ARA-II,
independientemente de su influencia sobre la presion arterial 8. Sin
embargo, se ha observado que los B-bloqueadores no parecen tener un
impacto positivo en la estructura de los vasos de pequefio calibre . No
obstante, estudios preclinicos realizados por nuestro grupo de investigacion
indican que el esmolol promueve la regresion en el remodelado de las
arterias intramiocardicas y las arterias coronarias después de 48 horas de

tratamiento 199,

Cambios en la funcién de los vasos
Varios estudios sugieren que la terapia antihipertensiva puede contribuir a
mejorar la funcidn deteriorada de las arterias de pequefio calibre, una
condicion frecuentemente asociada a la HTA. Los datos recopilados hasta la
fecha sugieren que la normalizacion de la funcion endotelial depende en gran
medida del tipo de farmaco antihipertensivo utilizado, mas que de su efecto
sobre la presidon arterial. Por ejemplo, se ha documentado que la
administracion de enalapril o amlodipino resulta en una mejora de la
relajacion inducida por la acetilcolina (Ach) °°. Hallazgos similares se han
observado con los calcioantagonistas %% y con ARA-II 9. No obstante, la
literatura cientifica muestra resultados variables ya que, aunque el
tratamiento agudo con IECA no ha mostrado mejoras en la funcion endotelial

in vivo 192103 g| tratamiento crénico con cilazapril durante 2 afilos demostré

58



ser capaz de producir una normalizacioén in vitro en la funcion de las arterias
de pequefio calibre en seres humanos '%. Los ARA-Il también han
demostrado su capacidad para normalizar la funcion endotelial en un modelo
experimental de DM temprana '%. Sin embargo, en casos de DM tipo 2
combinada con hipertension, la terapia multimodal con ARA-Il vy
calcioantagonistas no mostré beneficios significativos en la funcion vascular,
a pesar de que logro corregir parcialmente las alteraciones estructurales de
los vasos %. En cuanto a los B-bloqueadores, el esmolol mejoro la relajacion

inducida por Ach 1%,

e Efecto sobre las arteriolas:

Las arteriolas, con diametros internos menores a 100 ym, desempefian un papel
importante en el aumento de las resistencias vasculares en la hipertension %7, En
algunos modelos experimentales, se ha demostrado que los IECA tienen la
capacidad de revertir la rarefaccién, que es una reduccién en la densidad de los
vasos de pequefio calibre asociada con un aumento en la resistencia arterial

periférica.

La evidencia disponible sugiere que los medicamentos antihipertensivos pueden
influir en el remodelado vascular de diferentes maneras, dependiendo del tipo de
medicamento y del tipo de arteria en estudio. Sin embargo, se necesita mas
investigacion para comprender completamente estos procesos y sus implicaciones

clinicas.
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1.3 DRONEDARONA

La dronedarona es un farmaco antiarritmico que ha surgido recientemente y es un
derivado de la amiodarona. Al igual que la amiodarona, pertenece a la familia de
los derivados del benzofurano y tiene la capacidad de bloquear multiples canales
ionicos, lo que le otorga sus propiedades antiarritmicas. La principal diferencia entre
la dronedarona y la amiodarona radica en la ausencia de dos grupos de yodo en la
primera, los cuales son responsables de la toxicidad tiroidea o pulmonar que se
observa en la segunda. Ademas, la dronedarona contiene un grupo
metilsulfonamida que disminuye su afinidad lipofilica y, como resultado, su vida
media (Fig. 2). En resumen, la dronedarona es un farmaco con una menor

incidencia de efectos secundarios y una vida media mas corta que la amiodarona.

Dronedarona .
e
C;H,
CH,SO,NH ,|\|
™~
* (CH,),

Fig 2. Estructura quimica de la dronedarona. Tadros R et al. Dronedarone: Basic
Pharmacology and Clinical Use. Card Electrophysiol Clin 2016; 8(2):453-65.
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1.3.1 Farmacologia Basica

Farmacocinética de Dronedarona

La dronedarona es un farmaco que se absorbe rapidamente por via oral (70-94%).
Su biodisponibilidad total es solo del 15% debido al metabolismo hepatico. Aunque
tiene un metabolito activo, la N-desbutil-dronedarona, este es mucho menos
potente. La concentracion maxima de dronedarona se alcanza aproximadamente 4
horas después de su ingestion, y debido a su menor solubilidad en grasas, su vida
media es de solo 24 horas (en contraste con la amiodarona, que tiene una vida
media mucho mas larga, de semanas). Al administrar la dosis estandar de 400 mg
dos veces al dia, se logra el estado de equilibrio en 7 dias. La dronedarona se une
en gran medida a proteinas (98%) y se elimina a través de las heces en forma de

metabolitos, gracias a la accion del citocromo CYP3A4 hepatico'%.

Farmacodinamica de Dronedarona

La dronedarona, al igual que la amiodarona, afecta a multiples corrientes idnicas,
alterando asi las propiedades electrofisiolégicas de las células cardiacas. Los
principales canales sobre los que actia’® "% incluyen la corriente de calcio de tipo
L (ICaL), los componentes rapido (IKr) y lento (IKs) de la corriente rectificadora
tardia de potasio, la corriente de marcapasos (If), la corriente de entrada de sodio
(INa), la corriente de potasio dependiente de acetilcolina (IK, Ach) y el canal de

entrada rectificador de potasio (IK1).

La inhibicidon de estos canales por la dronedarona da lugar a los siguientes efectos

en el corazoén:
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¢ Inhibicion de la actividad auricular reentrante: La dronedarona prolonga
el potencial de accion al inhibir canales de potasio '''. Esto le confiere
propiedades antiarritmicas de la clase Il de Vaughan-Williams. La
prolongacion del potencial de accion auricular dificulta la actividad de un
circuito de reentrada, aunque puede aumentar el riesgo de extrasistolia

ventricular o arritmias 112113,

e Inhibicion del automatismo auricular: La dronedarona reduce Ila
excitabilidad celular y la tasa de ectopias al inhibir la corriente de entrada de
sodio (INa). Esto se clasifica como un efecto de clase Ic de Vaughan-
Williams y es mas pronunciado en las células auriculares. Ademas, la
dronedarona tiene un efecto cronotropico negativo y dromotrépico negativo,
ralentizando la conduccidn a través del nodo auriculoventricular y reduciendo
la respuesta ventricular en pacientes con fibrilacion auricular. La
dronedarona también inhibe la corriente de calcio ICaL y la corriente de
intercambio Na+/Ca2+ (INCX), lo que puede ser beneficioso en pacientes
con FA, pero podria tener efectos negativos en la funciéon cardiaca en

general 14,

1.3.2 Efectos pleiotropicos de la dronedarona
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Interacciones farmacolégicas de dronedarona

La dronedarona interactua con otros farmacos debido a su capacidad para inhibir

el citocromo CYP3A4, la glicoproteina P y el citocromo CYP2DG6, lo que lleva a

varias interacciones farmacologicas significativas:

Interaccion con Ketoconazol: El ketoconazol, al ser un inhibidor del CYP3A4,
puede aumentar de manera notable los niveles sanguineos de dronedarona.
Por esta razon, se debe evitar el uso simultaneo de dronedarona y
antifungicos, antibiéticos macrélidos o inhibidores de la proteasa. Sin
embargo, es posible combinar dronedarona con inhibidores moderados del
citocromo, como el verapamilo o el diltiazem, bajo una supervision estricta.
Interaccion con Simvastatina: La dronedarona aumenta los niveles
sanguineos de simvastatina hasta cuatro veces debido a su accién sobre el
CYP3A4. Por lo tanto, se debe prestar atencién a la posible aparicién de
efectos secundarios y miopatia al combinar estos dos medicamentos.
Interaccion con Digoxina: Como se mencion6 anteriormente, la dronedarona
inhibe la glicoproteina P, que esta involucrada en el metabolismo de la
digoxina. Si se necesita combinar ambos medicamentos, se deben usar
dosis mas bajas de digoxina y monitorear los niveles sanguineos de la

misma.

Interacciéon con Metoprolol: Debido a su accién sobre el citocromo, la

dronedarona puede aumentar discretamente la biodisponibilidad del

metoprolol.
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Interaccion con Nuevos Anticoagulantes: La combinacion de dronedarona
con nuevos anticoagulantes como dabigatran, rivaroxaban o apixaban debe
realizarse con precaucion, ya que puede afectar su eficacia. Sin embargo,
no se han observado cambios en los niveles de INR con warfarina o

acenocumarol 1%,

Interaccion con medicamentos que prolongan el QT: Aunque el riesgo de
arritmia con dronedarona es bajo, se debe evitar su combinaciéon con

farmacos que puedan prolongar el intervalo QT.

Efectos Secundarios de Dronedarona

Los efectos secundarios mas comunes son cutaneos y gastrointestinales,
como diarrea, nauseas y vomitos, generalmente de intensidad leve.

Debido a la inhibicion del transporte tubular de creatinina, puede provocar
un falso incremento en los niveles de la misma.

Puede causar bradicardia y prolongacion del intervalo QT.

Se recomienda vigilar la funcidn hepatica en pacientes que reciben
tratamiento cronico con dronedarona debido a que se han reportado casos

graves de hepatotoxicidad 16117,

1.3.3 Evidencia clinica del uso de la dronedarona

La dronedarona es un farmaco principal para mantener el ritmo sinusal después de

la cardioversion de la fibrilacién auricular, tanto paroxistica como persistente, segun
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las Guias de Practica Clinica del American Heart/American College of Cardiology

118 y de la Sociedad Europea de Cardiologia ''°.

La Ficha Europea de Caracteristicas del Producto indica que su uso debe ser
pautado y supervisado por profesionales con experiencia en el manejo de
antiarritmicos. Esto significa que se requiere la supervision de un cardidlogo
durante el tratamiento. Debe interrumpir el uso de dronedarona en caso de que
aparezca un nuevo episodio de fibrilacién auricular durante el tratamiento y se

descarte la reversién del ritmo.

La Agencia Europea del Medicamento, basandose en los resultados del estudio
ANDROMEDA, considera contraindicado el uso de dronedarona en pacientes con
insuficiencia cardiaca en clase NYHA Il o IV o con disfuncidn ventricular moderada,
asi como en pacientes hemodinamicamente inestables. En pacientes con
insuficiencia cardiaca en clase NYHA | o Il, el uso de dronedarona solo se

consideraria cuando no existan otras alternativas.

La dronedarona se ha considerado segura en casos de hipertrofia ventricular
izquierda o cardiopatia isquémica, al no relacionarse con efectos proarritmicos
significativos. Durante el estudio ATHENA '2° se observd una reduccion
significativa en los ingresos por sindrome coronario agudo, posiblemente debido a
la reduccién de la frecuencia cardiaca, que conlleva una disminucion del consumo
de oxigeno y una prolongacion de la diastole, lo que favoreceria el flujo coronario.
Ademas, la dronedarona tiene efectos antihipertensivos debido a su accion

bloqueadora de los receptores a adrenérgicos, lo que podria reducir la
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vasoconstriccion relacionada con la isquemia miocardica en pacientes con

enfermedad coronaria.

En un estudio experimental con cerdos '?' sometidos a isquemia controlada en la
arteria coronaria descendente anterior, se observd que la dronedarona redujo el
tamafno del infarto, aunque el mecanismo exacto aun no se comprende
completamente. Se cree que podria estar relacionado con la capacidad del farmaco

para reducir la acumulacion téxica de calcio intracelular.

Ademas, un subestudio del ensayo ATHENA sugirié un efecto no descrito para
ningun otro farmaco antiarritmico: la reduccion de la incidencia de accidentes
cerebrovasculares. Aunque los mecanismos involucrados no se comprenden
completamente, se cree que podrian estar relacionados con el efecto antiarritmico
del farmaco, asi como con la reduccién de la presion arterial y la frecuencia
cardiaca. También se ha observado una reduccién en el tamafio del infarto cerebral

en modelos de ratas 2.

Otro efecto descrito es la utilidad de la dronedarona en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas, gracias a la interferencia con el metabolismo del calcio y
la sintesis de esteroles de membrana de Trypanosoma cruzi 3. También se ha
observado un efecto inhibidor sobre el crecimiento de Leishmania mexicana, aun

mas potente que sobre T. cruzi 1?4,
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1.4 LA RATA ESPONTANEAMENTE HIPERTENSA COMO MODELO
ANIMAL DE HIPERTENSION ARTERIAL

La rata SHR se derivo de la cepa Wistar Kyoto (WKY) a principios de los afios 60,
por el Dr. Okamoto, mediante la seleccidn y el cruce endogamico de descendientes
que desarrollaban hipertension arterial espontanea 2. Por otro lado, la cepa de
ratas WKY se establecié en 1971 como una colonia de control normotenso también
a partir de cruces consanguineos '?6. Ambas cepas tienen diferencias genéticas
significativas, comparable a la maxima divergencia posible que puede existir entre

personas no emparentadas '%’.

La cepa de rata SHR posee similitudes con la hipertensidon humana, como la
elevada presion arterial, aumento de resistencias periféricas, las alteraciones
hemodinamicas y una respuesta adecuada al tratamiento con farmacos que

disminuyen esa hipertension.

Como ocurre en humanos, existe un dimorfismo sexual en el desarrollo de la
hipertension 2, que aparece de forma mas rapida y se hace mas severa en machos
que en hembras '%°, ademas de encontrarse aumento de la rigidez y dilatacion del
ventriculo izquierdo '3°. Por estas razones, es la rata SHR macho la que se usa

como modelo animal de hipertensién arterial.

El modelo experimental de las ratas SHR macho sigue una serie de etapas bien

definidas en el desarrollo de la hipertension:
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Durante los primeros 1-2 meses de vida, las ratas SHR son prehipertensas con una
tension arterial sistélica de 100-120 mm Hg. En esta fase, las SHR tienen un gasto
cardiaco aumentado con resistencias vasculares sistémicas normales.

Durante los siguientes 3-4 meses, desarrollan de forma progresiva hipertension
arterial con cifras de tension sistélica superiores a 150 mmHg. A las 11 y 27
semanas de edad, las ratas SHR tienen una presion arterial media de 135 y 150
mmHg, en contraste con la presion de 100 y 105 mmHg en las ratas normotensas
WKY 31, Progresivamente se produce un remodelado de los vasos sanguineos que
produce aumento de las resistencias periféricas y el gasto cardiaco se normaliza.
Durante la mayor parte de su esperanza de vida de 2-2.5 afios, las ratas SHR
permanecen en un estado de hipertension crénica caracterizada por el desarrollo
de hipertrofia ventricular izquierda como mecanismo compensatorio. La rata SHR
adulta presenta hipercontractilidad con aumento de la funcion ventricular izquierda
debido al aumento progresivo de la hipertrofia ventricular.

La rata SHR también presenta, como ocurre en el humano, alteraciones en el
metabolismo miocardico, con supresion del consumo normal de acidos grasos que
es desplazado hacia un aumento del consumo de glucosa. Esta alteracién se
considera una consecuencia de la hipertrofia, ya que aparece después del
desarrollo de las alteraciones estructurales del miocardio.

A los 12-24 meses de edad, aproximadamente 2 de cada 3 ratas SHR desarrollan
insuficiencia cardiaca congestiva con disminucién de la actividad, del autocuidado
y del cepillado, taquipnea y respiracion dificultosa '32. En esta etapa, las ratas SHR
presentan un aumento del volumen y una reduccién de la contraccion del ventriculo
izquierdo y desarrollan hipertrofia ventricular derecha y derrame pleural y

pericardico.
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Este patron de enfermedad tiene varias caracteristicas que convierten a la rata SHR
en un excelente modelo de investigacion. La uniformidad genética, similitud con la
hipertension esencial humana, progresion predecible de la enfermedad y capacidad

para estudiar diversos parametros cardiovasculares son ventajas notables.

Sin embargo, este modelo experimental tiene limitaciones, como el largo tiempo
necesario para el desarrollo de la enfermedad, las diferencias en la edad de inicio
en comparacién con los humanos (la enfermedad aparece en adultos jovenes) y la

complejidad de la cria y el manejo de los animales.

La manipulacion de los animales debe ser muy cuidadosa, utilizando elementos de
proteccion y seguridad para evitar mordiscos, ya que la respuesta a técnicas de

habituacidén y manejo periodico es levemente positiva.

En la practica, las hembras reproductoras SHR son mas sensibles a cualquier
cambio en el macroambiente y microambiente. Cambios de estaciones, cambio en
el personal técnico y cuidador, cambios en el lecho o en la alimentacién aumentan
la frecuencia de canibalismo, debiendo mantener una estabilidad alta en los
parametros antes mencionados. Todos los elementos de enriquecimiento ambiental
deben ser conocidos por el animal para que durante la gestacion y la lactancia no
aparezcan elementos novedosos. Ademas, se debe mantener a la hembra con la
camada sin manipular hasta, al menos, los 14 dias, sobre todo en madres

primerizas y jovenes. Nunca puede realizarse un cruce continuo debido a la
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posibilidad de que el macho ataque a los neonatos por lo que no se pueden

aprovechar elementos como el estro postparto para optimizar la reproduccion.

A pesar de estas limitaciones, el modelo de rata SHR ha sido y es una de las

principales herramientas para comprender los mecanismos subyacentes a la

hipertension y probar nuevos enfoques terapéuticos.

1.5. JUSTIFICACION

Tras el analisis previo de la literatura encontramos que:

La HTA es una enfermedad sistémica que aumenta la morbimortalidad
debido a su asociacion con eventos cardiovasculares adversos. Es una de

las patologias con mayor prevalencia en la sociedad actual.

La HTA cronica produce el remodelado vascular. Este consiste en cambios
patolégicos en la estructura y funcién de los vasos de conduccién y de

resistencia.

El tratamiento antihipertensivo puede prevenir eventos cardiovasculares al

producir regresion del remodelado vascular.

La dronedarona es un antiarritmico (bloqueante multicanal), que se utiliza en
la practica clinica habitual para el tratamiento de la FA. Disminuye la

incidencia de sindrome coronario agudo asi como de isquemia cerebral.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado en estudios previos (en

modelo animal) la regresion del remodelado cardiaco (HVI) y remodelado
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coronario tras la administracion de dronedarona durante 14 dias. Sin
embargo, desconocemos el impacto de este farmaco sobre el remodelado

de las grandes arterias, también llamadas arterias elasticas, como la aorta.

Estas afirmaciones nos han llevado a la pregunta: ¢ la dronedarona produce

regresion precoz del remodelado de la aorta?
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2. Hipotesis y Objetivos






2.1. HIPOTESIS

Como hipotesis de trabajo planteamos, que la administracién de un antiarritmico, la
dronedarona (bloqueante multicanal), produce un efecto positivo sobre la regresion
precoz del remodelado de la aorta toracica (Ha) en un modelo experimental de rata
hipertensa, asumiendo como hipdtesis nula (HO) el hecho de que el farmaco no

produzca dicho efecto.

2.2, OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo general

Estudiar el efecto del tratamiento con un antiarritmico, la dronedarona, en la
regresion precoz del remodelado de la aorta toracica, en un modelo

experimental de hipertension arterial primaria (SHR).

2.2.2 Objetivos especificos

i. Analizar si el tratamiento con dronedarona afecta a la estructura de la
aorta.

ii. Estudiar las propiedades mecanicas pasivas de la aorta tras el

anterior tratamiento.

iii. Evaluar el efecto del farmaco sobre diversos biomarcadores de

disfunciéon endotelial.
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3. Material y Métodos






3.1. PROTOCOLO DEL ESTUDIO

3.1.1. Aspectos éticos y legales

El animal seleccionado para nuestro estudio es la rata SHR (rata hipertensa
espontanea, que desarrolla hipertensién arterial de origen genético), macho de 10
meses de edad, peso 300-350 gr. Toda manipulacion de los animales se ha llevado
a cabo segun las normas recogidas en la Directiva 2010/63/UE y RD 53/2013 por
el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los
animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos incluyendo la
docencia, y por personal cualificado con capacitacion para la realizacion de las

funciones requeridas.

El estudio tiene el dictamen favorable del Comité de Etica de Experimentacién
Animal (CEEA) y Comité de Investigacion del Hospital General Universitario
Gregorio Marainén. Ha sido aprobado por la Autoridad Competente con el numero

PROEX 110/17.

3.1.2. Diseno del estudio

Se ha desarrollado un trabajo experimental dentro de la linea de investigacion
(“Busqueda de nuevas terapias en la regresion del remodelado cardiovascular”)''-
13133 de nuestro grupo, adscrito al Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio
Marafion (Codigo de Grupo 7.16B). En este trabajo se estudia el efecto de la

dronedarona en la estructura, propiedades mecanicas de la aorta, y en los
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biomarcadores de dano endotelial, en un modelo animal de cardiopatia

hipertensiva.

El animal seleccionado para el estudio es la rata genéticamente hipertensa SHR,
y su control normotenso, la rata Wistar Kyoto (WKY). Las ratas SHR se
aleatorizaron en tres grupos: un grupo de intervencion que recibié tratamiento con
dronedarona (SHR-D), un grupo de intervencion que recibié amiodarona (SHR-A),
y un grupo control hipertenso que recibié placebo (suero fisiologico)(SHR-C). Un
cuarto grupo lo formoé la rata WKY, control normotenso. Durante la administracion
del farmaco/placebo via oral (14 dias), se controlaron los parametros fisioldgicos
(frecuencia cardiaca y presion arterial sistolica). Una vez finalizado el tratamiento,
las ratas fueron sacrificadas mediante decapitacion, previamente sedadas con
diazepam (4 mg/kg) y Ketamina (10 mg/kg) intraperitoneal. Finalmente, la aorta
toracica fue disecada para el estudio de su estructura y propiedades mecanicas. Y
segmentos de aorta fueron enviados al Departamento de Farmacologia vy
Toxicologia Clinica en la Universidad Medical Center Hamburg-Eppendorf, en

Alemania, para el estudio de los biomarcadores de dafio endotelial.

3.2. MATERIAL

3.2.1. Animal de experimentacion

Se han empleado ratas macho de 10 meses de edad de las cepas SHR (SHR/NHsd,

Laboratorio Harlan S.A. Barcelona) y WKY (WKY/NHsd, Laboratorio Harlan S.A.,
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Barcelona), criadas y estabuladas en el Animalario de la Facultad de Medicina de
la Universidad Autbnoma de Madrid (numero de Registro ES-28079-0000097). Las
ratas fueron alimentadas con pellets de pienso estandar y agua ad libitum, y
permanecieron en condiciones controladas de luz (ciclo 12 horas luz / 12 horas de

oscuridad), humedad (40%) y temperatura (24°C).

El trabajo se ha realizado en la Unidad de Medicina y Cirugia Experimental del
Hospital General Universitario Gregorio Marainon (Madrid). Esta Unidad dispone de
un animalario (n° de registro: ES-28079-0000087), incluido en el Registro Oficial de
Establecimientos de cria, suministradores y usuarios de animales para la
experimentacion y otros fines cientificos de la Comunidad de Madrid segun la Orden
de 4 de agosto de 1989 (BOCM de 24 de agosto). También dispone de instalaciones
adecuadas para el desarrollo del proyecto, entre las que se encuentran salas de
microcirugia y laboratorios de biologia molecular. Parte del estudio se ha realizado
en el Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Madrid, y el Departamento de Farmacologia y Toxicologia Clinica en

la Universidad Medical Center Hamburg-Eppendorf, en Alemania.

Se han empleado un total de 32 animales distribuidos en cuatro grupos:

Grupos WKY SHR-C SHR-D SHR-A

N° animales 8 8 8 8

Tabla 1. Distribucién del numero de animales por grupos experimentales. WKY, Wistar
Kyoto (control normotenso); SHR-C, rata espontanea hipertensa (control hipertenso); SHR-
D, SHR tratada con dronedarona; SHR-A, SHR tratada con amiodarona.
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3.2.2. Farmacos

- Hidrocloruro de dronedarona (Multaq, Sanofi-Aventis, Barcelona),
comprimidos de 400 mg. La dosis administrada fue de 100 mg/kg via oral
una dosis cada 24h. La duracion del tratamiento fue de 14 dias.

- Amiodarona (Trangorex, Sanofi-Aventis, Barcelona). La dosis administrada
fue de 30 mg/kg via oral una dosis cada 24h. La duracién del tratamiento fue
de 14 dias.

- Diazepam (Valium, Roche Pharmaceuticals, Madrid), 4 mg/kg
intraperitoneal, dosis Unica.

- Ketamina (Ketolar, Parke-Davis, Madrid), 10 mg/kg intraperitoneal, dosis

Unica.

3.2.3. Material para el estudio fisiolégico

- Balanza de tres barras (OHAUS, U.S.A.) calibrada para uso en pequefios
animales.

- Estufa para animal pequefio (JP Selecta S.A., Espafia).

- Dispositivo para medir la presion arterial y la frecuencia cardiaca:
Pletismografo NIPREM 645 (CIBERTEC S.A., Espaia), y ordenador con el

software NIPREM 1.5 para el analisis de los datos.
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3.2.4. Material para el estudio de la estructura de la aorta

Estudio histolégico y microscopia optica

Equipo utilizado para la realizacion del estudio histolégico:

- Barfo termostatico Selecta Mod Precisdig.

- Dispensador de parafina “Dispenser’ (temperaturas regulables desde
ambiente +5 hasta 100 °C) (Céd. 4000490).

- Estufa “Heraeus” (C.R. MARES, S.A, Madrid).

- Microtomo mecanico Leica modelo JUNG RM 2025.

- Portas (Menzel-Glaser 24 x 32 mm, 24 x 40 mm).

- Plantilla puntos-rayas con bordes de inclusion-exclusion 34,

- Microscopio 6ptico (Leica DMLB).

- Camara de video de alta resolucion (Sony CCD IRIS).

- Monitor de video (Sony TRINITRON KX-14CP1).

- Programa de tratamiento de imagen y montaje: programa Adobe Photoshop

CS2.

Soluciones y reactivos utilizados para el procesamiento histologico y

realizacion de la tincidn de orceina:

- DePeX (Gurr, England, Prod. 361254D).
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- Tampon formalina al 4%.

- Etanol 70°, 96° y 100° (absoluto).

- Acetato de butilo.

- Xilol.

- Parafina: Parafin M.P 55-58°C (Panreac, Ref. 256993).

- Paraplast Plus, Tissue Embedding Medium (McCormick Scientific, Ref
502004).
- Orceina (Panreac, Cdd. 261324. Cod. 251324.1604)

- Alcohol clorhidrico 1% (etanol 70% 1 L y Acido clorhidrico 10 cc).

Estudio de microscopia confocal

Equipo utilizado para la realizacion del estudio de microscopia confocal:

- Microscopio confocal Leica TCS SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania), acoplado a un microscopio invertido con fuentes de laser argon
y helio-nedn.

- MetaMorph Image Analysis Software (Universal Imaging, Co., UK).

Soluciones y reactivos:

- Marcador nuclear DAPI (1:500 de la solucion 5 mg/mL, Life technologies).

- Paraformaldehido (PFA) 4%.

- Citifluor (AF2, Aname, Espaia).
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3.2.5. Material para el estudio de las propiedades mecanicas de la

aorta

Bafos de 6rganos que contienen solucion Krebs Henseleit (KH): Glucosa,

NaCl, KCI, KH2PO4, MgS0O4 7H20, NaHCO3, EGTA 0,1M.

- Solucion fisiolégica contenida en los banos de o6rganos burbujeada
continuamente con carbégeno (95% 02y 5% CO2).

- Transductor de fuerza (Piodem controls LTD. Dynamometer. Cibertec SA.
Espana).

- Sistema de adquisicion de datos Lab Chart Scope V5 (AD Instruments).

- Termocirculador (Techna TE1 Tempeltef).

3.2.6. Material para el estudio de biomarcadores de daio endotelial

- Varian 1200L espectrometro de masas triple cuadrupolo (Varian, Walnut
Creek, California, USA).
- -Columna cromatografica: Chirobiotic T, 20 mm de longitud x 1 mm de

diametro interno (Astec, Whippany, NJ, USA).
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3.3. METODO

3.3.1. Método del estudio hemodinamico
Se midid la presion arterial sistélica (PAS) y la frecuencia cardiaca (FC) a todos los
animales siguiendo las recomendaciones establecidas para los animales de

experimentacion 135,

Las mediciones se realizaron con el animal consciente, mediante pletismografia
(método no invasivo). El sistema lo constituye un sensor fotoeléctrico (que se
coloca en la cola del animal) que detecta la radiacion infrarroja asociada al aumento
de la temperatura que produce el pulso, y la convierte en una senal eléctrica que
se procesa con un software. Para hacer la medicion se utiliza una banda elastica
que comprime la cola de la rata hasta que desaparece el flujo de la arteria caudal.
La presion en la banda neumatica se reduce de forma controlada hasta que
reaparece la onda de pulso, que es el momento de la PAS. La frecuencia de las

ondas del pulso permite medir la frecuencia cardiaca.

A continuacién se describe el protocolo de mediciéon de la PAS y la frecuencia

cardiaca:
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- Inicialmente los animales fueron colocados en cajas termostaticas durante
20 min, a una temperatura de 37° sin humedad, para conseguir la
vasodilatacién de las arterias caudales.

- Posteriormente el animal se colocé en un cepo que deja la cola libre. Se puso
en la cola la banda neumatica (esfingomandémetro) y el transductor
fotoeléctrico (pinza-sensor) para la medicion de la PAS y la frecuencia
cardiaca respectivamente. El manguito del esfingomanoémetro se coloco en
la cola del animal, lo mas préximo al cuerpo, y la pinza-sensor se situé mas
alejada del manguito.

- Se realizaron numerosas mediciones y el resultado se considerd valido
cuando se obtuvo una serie de 10 medidas consecutivas con una sefal de

buena calidad y un resultado dentro del rango de 10 mmHg.

Esta técnica puede ocasionar estrés en el animal, lo que podria resultar un sesgo,

por lo que previa recogida de datos, se realizaron durante 3 dias mediciones

consecutivas de PAS y frecuencia cardiaca en cada animal para conseguir su

adaptacion al método de medicion.

3.3.2. Método del estudio de la estructura de la aorta

Meétodo histolégico

El estudio de la estructura de la aorta mediante histologia se realizé de acuerdo a

trabajos previos realizados por nuestro grupo 3.
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Inicialmente se diseco la aorta toracica (descendente) en 8 animales por grupo de

estudio (WKY = 8, SHR = 8, SHR-D = 8, SHR-A = 8). En cada animal, un segmento

de 1 mm de longitud se fij6 en formaldehido al 4%. Cada segmento se someti6 a

un proceso de deshidratacion con concentraciones crecientes de solucion

alcohdlica y, por ultimo, acetato de butilo. A continuacién, la pieza fue embebida en

parafina, y se realizaron cortes histolégicos seriados de 5 ym de grosor. Estos

cortes se tifieron con la tincion de orceina para el estudio de la geometria y la

elastina de la aorta.

Método de tincion con Orceina

Cada preparacion se desparafind en la estufa a 60 °C y se paso6 a Xilol.
Posteriormente, se procedi®6 a la hidratacibn en concentraciones
decrecientes de alcoholes y a su lavado en agua destilada. Se embebid en
una solucién de Orceina durante 30 min a 60 °C, con posterior lavado con
agua destilada. A continuacion, se sumergio en etanol 96% y se lavé con
agua corriente. Finalmente, se procedié a la tincion con Hematoxilina y
posterior deshidratacion en concentraciones crecientes de alcoholes hasta

llegar a Xilol para montar las preparaciones con DePeX para estudio.

Tras el proceso de preparacion, la tincion con orceina permitié visualizar:

La geometria de la aorta mediante el microscopio optico Leica DMLB
(objetivo 4x) equipado con la camara digital Sony CCD IRIS.

La medicion del diametro interno (DI, mm) y diametro externo de la aorta
(DE, mm) permitieron el calculo de las variables segun estudios previos

realizados por Yokoyama y cols',
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- Grosor de pared o GP (capas intima, media y adventicia):
GP (mm) = (DE - DI)/2

- Relacién grosor pared/diametro interno (GP/DI), expresada en porcentaje:
GP/DI (%) = GP/DI x 100

- Cross Sectional Area o area de la seccion del vaso (CSA):

CSA (mm2) = (n/4) x (DE2 — DI?)

- La elastina de la aorta mediante el microscopio Optico Leica DMLB (objetivo
40x) equipado con la camara digital Sony CCD IRIS. El analisis morfométrico
usando el método de Gundersen y cols. '3 permitio el calculo de la densidad

de volumen de las fibras elasticas (%) de la capa media de la aorta.

Método de microscopia confocal

El estudio del grosor de las capas media y adventicia de la pared de la aorta toracica
se realiz6 mediante microscopia confocal siguiendo el protocolo realizado en
trabajos previos por nuestro grupo 3. Se estudiaron 8 animales por grupo de ratas

( WKY =8, SHR = 8, SHR-D = 8, SHR-A = 8).

- Procesamiento de la muestra
Segmentos de aorta toracica (descendente) se fijaron en paraformaldehido al 4%.
Cada segmento fue sometido a un corte transversal (anillo) y otro longitudinal (en
la zona media del vaso para dividirlo en dos partes longitudinales iguales) que se
tind con el colorante nuclear DAPI (1:500 de una solucion 5 mg/mL). Los segmentos
longitudinales se lavaron durante 10 minutos en solucion salina, luego se

sumergieron en la solucién con DAPI durante 15 minutos, y por ultimo se hicieron
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2 lavados con solucion salina durante 10 minutos cada uno. El anillo y las dos partes
longitudinales del vaso fueron montados en portas con citifluor. EI montaje de las
secciones longitudinales se realizé con la capa adventicia hacia arriba (en contacto

con el cubreobjetos).

- Visualizacién y cuantificacion del grosor de las capas media y adventicia
Para cuantificar el grosor de la capa media, los anillos fueron visualizados (usando
una microscopio confocal) con un objetivo 20x y zoom de 2, a la longitud de onda
de 488 nm excitacion, 515 nm emision. Se capturaron 3 regiones distintas de la
pared. El grosor de la capa media se cuantificé (con el programa MetaMorph)
midiendo la distancia entra la lamina elastica interna y externa de los anillos.

Para cuantificar el grosor de la capa adventicia se emplearon los segmentos
longitudinales de aorta. En cada arteria se procedio a analizar, de forma aleatoria,
3 regiones por cada seccion longitudinal, visualizando las imagenes (con un
microscopio confocal) con un objetivo 20x y zoom de 4, a la longitud de onda de
405 nm excitacion, 410-475 nm emisién. De cada region se capturaron las
imagenes correspondientes a cortes seriados (de 1 ym de grosor) de la adventicia
(desde su parte externa hasta la primera célula de la zona media). La cuantificacion
del grosor de la capa adventicia se realizé (mediante el Programa MetaMorph) en

el conjunto de imagenes seriadas.

3.3.3. Método del estudio de las propiedades mecanicas de la aorta
El estudio de las propiedades mecanicas de la aorta (mecanica pasiva) se
desarroll6 mediante la realizacion de curvas tension-deformacion en segmentos

arteriales siguiendo el método de Angus y cols. 7.
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Se utilizaron segmentos de 3 mm de longitud de la aorta toracica (descendente) en
8 animales por grupo de estudio (WKY =8, SHR =8, SHR-D = 8, SHR-A = 8). Los
segmentos arteriales fueron suspendidos en dos alambres paralelos colocados
dentro de la luz del vaso (ambos de acero rigido, de 168 um de diametro), uno fijado
a la pared del bafio y el otro (que puede desplazarse de manera paralela al primero)
conectado a un transductor de fuerza. El transductor se conecté a un amplificador
y a un sistema de adquisicion de datos Lab Chart Scope V5 en el que se registraron
los cambios de tension producidos por estiramientos sucesivos del segmento

arterial.

Los segmentos arteriales se introdujeron en bafos de 6rganos que contienen 1ml
de solucion Krebs Henseleit libre de calcio, para el registro de la tension isométrica.
La temperatura del bafo de érganos se mantiene constante a 37°C, mediante una
doble pared por donde circula agua procedente de un termocirculador. La solucién
fisiologica contenida en los bafios de érganos es burbujeada continuamente con
carbégeno (95% 02y 5% CO2) para proporcionar el oxigeno necesario y mantener

un pH fisiolégico (7.3-7.4).

Método de tension isométrica en un bafno de érganos

Inicialmente, los alambres introducidos en la luz vascular se separan hasta tocar la
pared vascular pero sin generar tension, reajustandose la separacion entre
alambres (durante un periodo de 60-90 minutos) hasta lograr su completa
estabilizacién (T=0). Posteriormente, los segmentos arteriales se someten a

estiramientos sucesivos de 200 um (transcurriendo 3 minutos entre cada
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estiramiento) hasta la rotura del vaso o hasta el maximo permitido por el sistema,

registrandose la tensién isométrica desarrollada en cada uno de ellos.

Para el estudio de las propiedades mecanicas pasivas de la aorta se analiz6 la

relacion tensién/deformacion siguiendo el método de Angus y cols. 37:

- Calculo de Li (deformacion calculada como circunferencia interna del vaso
en cada estiramiento x71, x2....xi ):
Li= (m+2)d + 2 (fi)

d, diametro de los alambres (mm); f, separacion entre ellos (mm).

- Calculo de Ti (tension circunferencial de la pared):
Ti= Fil2g

Fi, fuerza de la pared; g, longitud del segmento (3 mm)

- Los valores de Fiy fi en cada estiramiento se utilizaron para calcular Tiy Li

(aplicando las anteriores férmulas). Y los valores de Tiy Li fueron

ajustados mediante una ecuacién exponencial usando un analisis de

regresion no lineal:

Ti = Aebl

Donde el parametro beta (B) indica el grado de rigidez de la pared vascular,

mostrandonos la mecanica pasiva de la arteria.
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3.3.4. Método del estudio de los biomarcadores de dano endotelial

El estudio de dimetilarginina asimétrica (ADMA) y dimetilarginina simétrica (SDMA)
se realiz6 en tejido arterial (aorta) de 8 animales por grupo de estudio (WKY = 8,
SHR = 8, SHR-D = 8, SHR-A = 8). La determinaciéon de ambos biomarcadores se
realizd con un nuevo método de cromatografia liquida utilizando un espectrémetro
de masas cuadrupolar en tandem (LC-MS/MS) 138139 | as muestras se analizaron
en una placa de microfiltracion de 0,20 um de 96 pocillos. Se realiz6 la conversién
a sus derivados de éster de butilo. Los resultados fueron estudiados con un varian
1200L espectrometro de masas triple cuadrupolo en el modo positivo de ionizacién

por electrospray (ESI+).

3.3.5. Método estadistico

Tamano muestral

Por razones propias del modelo experimental utilizado, y teniendo en cuenta
estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion '3, se incluyé un total
de 32 ratas en una proporcion 1:3 control/problema, y de esta manera se aseguré

tener un minimo de 8 ejemplares por grupo a estudiar.

Analisis estadistico

Inicialmente usamos el test de Kolmogorov-Smirnov para analizar la distribucion
normal de las variables cuantitativas. En caso afirmativo, se aplico el analisis de

varianza (ANOVA) (en caso negativo se hubiera procedido a la utilizaron de los test

93



no-parameétricos). EI ANOVA fue utilizado para estudiar si existian diferencias
significativas entre los cuatro grupos de estudio en lo que respecta a los parametros
fisioldgicos, estructurales (microscopia 6ptica y microscopia confocal), propiedades
mecanicas de la aorta y de disfuncién endotelial analizados. Se utilizé la correccion
de Bonferroni (Post hoc). El coeficiente de correlacién de Pearson permitié medir la
relacion estadistica entre la concentracion de SDMA en la aorta y el grosor de

pared.

Los resultados obtenidos se expresaron como la media aritmética + el error
estandar de la media aritmética (SEM). Un valor de P <0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. En todos los casos, los valores para rechazar la
hipotesis nula fueron de a=0.05 y potencia (1-8) = 80%. El analisis estadistico se

llevé a cabo con los programas GraphPad Prism (Version 5) y SPSS (Version 20).
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4. Resultados






4.1. EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LOS PARAMETROS

FISIOLOGICOS Y HEMODINAMICOS

La Tabla 2 muestra los datos obtenidos en las mediciones del peso, frecuencia
cardiaca y presion arterial sistolica de los cuatro grupos de animales (WKY, SHR,

SHR-D, SHR-A) tras 14 dias de tratamiento/placebo.

El peso fue significativamente superior en las ratas normotensas (WKY) que en las
SHR, independientemente que fueran tratadas con placebo (SHR), dronedarona
(SHR-D), o con amiodarona (SHR-A). No se encontraron diferencias significativas

en cuanto al peso entre los grupos SHR, SHR-D y SHR-A.

Las ratas WKY y SHR presentaron valores similares de FC, sin embargo las
tratadas con dronedarona mostraron una FC significativamente inferior a la
observada en los otros dos grupos no tratados (WKY y SHR). Las ratas que
recibieron amiodarona presentaron el mismo comportamiento que las tratadas con

dronedarona en lo que respecta a la FC.

Las ratas SHR de 10 meses de edad utilizadas en el presente estudio mostraron
una elevacion significativa de la PAS con respecto a las ratas WKY de la misma
edad. La dronedarona produjo una disminucién significativa de la PAS en el grupo
SHR-D con respecto a su grupo control SHR. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas en este parametro entre los grupos SHR-D y WKY.
Las ratas que recibieron amiodarona presentaron el mismo comportamiento que las

tratadas con dronedarona en lo que respecta a la PAS.
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Tabla 2. Peso, presion arterial sistélica y frecuencia cardiaca en los cuatro grupos de estudio tras el

periodo de tratamiento

WKY (n=8) SHR (n=8) SHR-D (n=8) SHR-A (n=8)
Peso (9) 44113 +£10.21 390.92 £5.12" 387.85 +3.82" 385.14 £ 3.15"
PAS 138 £ 15 178 £ 20™ 145 + 10#* 143 + 20"
(mmHg)
FC 400 £ 24 395 +17 315 + 14" ## 324 + 217" ###
(lat/min)

PAS: presion arterial sistdlica; FC: frecuencia cardiaca. WKY (ratas normotensas), SHR (ratas
hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A
(ratas hipertensas tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: "P<0.01 vs. WKY, ""P<0.001
vs. WKY, #P<0.01 vs. SHR, ##P<0.001 vs. SHR. Los valores se expresan como media + SEM.
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4.2. EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LA ESTRUCTURA DE

LA AORTA

4.2.1 Cambios en la geometria de la aorta

Los resultados de la estructura de la aorta obtenidos mediante el estudio histolégico

(microscopia Optica) se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Cambios en la geometria de la aorta en los cuatro grupos de estudio

WKY (n=8) SHR (n=8) SHR-D (n=8) | SHR-A (n=8)
DI (mm) 1.50 £ 0.01 1.83 £0.01"" 1.84 £0.01°" 1.76 £ 0.02"
DE (mm) | 4 76+ 0.01 2.32+£0.02" | 2.16+0.017#* | 229+ 0.05™
GP(MM) | (12+0.009 | 0.24+0009™ | 0.16+0.007## | 0.26 + 0.01"Sss
GPIDI(%) | g44+064 | 1313+051™ | 8.68+040% | 15.02+1.04™ 8%
?n?rﬁz) 0.65 £ 0.04 157 £0.07™ | 1.01%0.04"## | 170 £0.14™" 8

DI: diametro interno; DE: diametro externo; GP: grosor de pared; GP/DI: ratio GP/DI; CSA: area de
la seccion de corte. WKY (ratas normotensas), SHR (ratas hipertensas tratadas con placebo), SHR-
D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A (ratas hipertensas tratadas con
amiodarona). Significacion estadistica: "P<0.01 vs. WKY, ""P<0.001 vs. WKY, ##P<0.001 vs. SHR,
§$8P<0.01 vs SHR-D, §8P<0.001 vs SHR-D. Los valores se expresan como media + SEM.

El diametro interno (DI) de la aorta fue significativamente menor en la rata WKY
que en las ratas SHR, SHR-D y SHR-A. La administracion de dronedarona no
produjo cambios significativos en el DI en el grupo SHR-D respecto al grupo SHR
control. La administracion de amiodarona tampoco produjo cambios significativos

en el grupo SHR-A respecto al grupo SHR control (Fig. 3).
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Figura 3. Diametro interno de la aorta. WKY (ratas normotensas), SHR (ratas hipertensas tratadas
con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A (ratas hipertensas
tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: “'P<0.001 vs. WKY. Los valores se expresan
como media £ SEM. n = 8 ratas por grupo.

El diametro externo (DE) de la aorta fue significativamente mayor en la rata WKY
que en las ratas SHR, SHR-D y SHR-A. La administracién de dronedarona produjo
una disminucién significativa de dicho parametro en el grupo SHR-D respecto al
grupo SHR control. Sin embargo, la amiodarona no produjo cambios significativos

en el DE en el grupo SHR-A con respecto al grupo SHR control (Fig. 4)
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Figura 4. Diametro externo de la aorta. WKY (ratas normotensas), SHR (ratas hipertensas tratadas
con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A (ratas hipertensas
tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: “'P<0.001 vs. WKY, ## P<0.001 vs. SHR,
$8P<0.01 vs SHR-D. Los valores se expresan como media = SEM. n = 8 ratas por grupo.

El grosor de pared (GP) de la aorta (capas intima, media y adventicia) fue
significativamente mayor en el grupo SHR control con respecto al grupo WKY. Sin
embargo, la administracion de dronedarona produjo una disminucion significativa
de dicho parametro en el grupo SHR-D con respecto al grupo SHR control. No
encontramos diferencias significativas en el GP entre los grupos WKY y SHR-D.
Tampoco encontramos diferencias significativas tras la administraciéon de

amiodarona en el grupo SHR-A con respecto al grupo SHR control (Fig. 5).
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Figura 5. Grosor de pared de la aorta. WKY (ratas normotensas), SHR (ratas hipertensas tratadas
con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A (ratas hipertensas
tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: “"'P<0.001 vs. WKY, ## P<0.001 vs. SHR,
§88P<0.001 vs SHR-D, 8P<0.001 vs SHR-D. Los valores se expresan como media + SEM. n = 8
ratas por grupo.

El area de la seccion de corte del vaso (CSA) fue significativamente menor en la
rata WKY que en las ratas SHR, SHR-D y SHR-A. La administracién de
dronedarona produjo una disminucion significativa de dicho parametro en el grupo
SHR-D con respecto al grupo SHR control. Sin embargo, la amiodarona no produjo
cambios significativos en CSA en el grupo SHR-A con respecto al grupo SHR

control (Fig. 6).
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Figura 6. Area de la seccién de corta de la aorta (CSA). WKY (ratas normotensas), SHR (ratas
hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A
(ratas hipertensas tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: “"P<0.01 vs. WKY, ""P<0.001
vs. WKY, ##P<0.001 vs. SHR, $88P<0.001 vs SHR-D. Los valores se expresan como media + SEM.
n = 8 ratas por grupo.

La Figura 8 muestra la relacion GP/DI de la aorta en los cuatro grupos de ratas. La
relacion GP/DI fue significativamente mayor en el grupo SHR control con respecto
al grupo WKY, sin embargo, la administracion de dronedarona produjo una
disminucién significativa de dicho parametro en el grupo SHR-D con respecto al
grupo SHR control. No encontramos diferencias significativas en GP/DI entre los
grupos WKY y SHR-D. Tampoco encontramos diferencias significativas tras la
administracion de amiodarona en el grupo SHR-A con respecto al grupo SHR

control (Fig. 7).
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Figura 7. Relacién grosor de pared/diametro interno de la aorta. WKY (ratas normotensas), SHR
(ratas hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y
SHR-A (ratas hipertensas tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: “'P<0.001 vs. WKY,
## P<0.001 vs. SHR, $8$P<0.001 vs SHR-D. Los valores se expresan como media + SEM.

n = 8 ratas por grupo.

A continuacién, mostramos cortes histoldgicos (tincion con Orceina) de la aorta
toracica (intima + media + adventicia), en los cuatro grupos de ratas (WKY, SHR,

SHR-D y SHR-A) (Fig. 8):

WKY SHR SHR-D SHR-A

Figura 8. Cortes histoldgicos representativos de la aorta (Orceina 40 x, 300 ym) de una rata
normotensa (WKY) y tres ratas hipertensas, una de ellas recibié placebo (SHR), otra dronedarona
(SHR-D) y otra amiodarona (SHR-A).
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4.2.2 Cambios en la estructura de las capas media y adventicia de

la aorta

Los resultados de las alteraciones en la estructura de las capas media y adventicia
de la aorta obtenidos en el presente estudio mediante microscopia confocal se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Cambios en la estructura de las capas media y adventicia de la aorta en los cuatro grupos
de estudio

WKY (n=8) SHR (n=8) SHR-D (n=8) SHR-A (n=8)

Grosor
capa

media 134.33 +9.89 | 284.27 + 37.83" | 166.86 + 7.91* | 287.96+8.33""§§
(um)

Grosor
capa

adventicia 86.18 + 8.29 52.33 +1.49" 56.46 + 4.21™ 47 +1.81™
(um)

WKY (ratas normotensas), SHR (ratas hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas
tratadas con dronedarona) y SHR-A (ratas hipertensas tratadas con amiodarona). Significacion
estadistica: "P<0.01 vs. WKY, "P<0.001 vs. WKY, #P<0.01 vs. SHR, $P<0.01 vs SHR-D. Los
valores se expresan como media + SEM.

El grosor de la capa media de la aorta fue significativamente mayor en las ratas
SHR control con respecto a las WKY. La administracion de dronedarona produjo
una disminucion significativa de dicho parametro en las SHR-D con respecto al
grupo SHR control. Dicha reduccién fue considerable, ya que no se encontraron

diferencias significativas en el GP entre los grupos WKY y SHR-D. La
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administracién de amiodarona no produjo cambios significativos en el grupo SHR-

A con respecto al grupo SHR control (Figs. 9 y 10).
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Figura 9. Grosor de la capa media de la aorta. WKY (ratas normotensas), SHR (ratas hipertensas
tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A (ratas
hipertensas tratadas con amiodarona). Significacién estadistica: “P<0.01 vs. WKY, ""P<0.001 vs.
WKY, #P<0.01 vs. SHR, $8P<0.01 vs SHR-D. Los valores se expresan como media + SEM. n = 8
ratas por grupo.

WKY SHR

Figura 10. Imagenes representativas de la capa media de la aorta toracica obtenidas mediante
microscopia confocal (imagenes 20 x, zoom 2, 100 um) de una rata normotensa (WKY) y tres ratas
hipertensas, una de ellas recibié placebo (SHR), otra dronedarona (SHR-D) y otra amiodarona
(SHR-A).
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El grosor de la capa adventicia de la aorta fue significativamente mayor en la rata
WKY que en las ratas SHR, SHR-D y SHR-A. Ni la administracion de dronedarona,
ni de amiodarona produjeron cambios significativos en los grupos SHR-D y SHR-

A respectivamente, respecto al grupo SHR control (Fig. 11).
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Figura 11. Grosor de la capa adventicia de la aorta. WKY (ratas normotensas), SHR (ratas
hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A
(ratas hipertensas tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: "P<0.01 vs. WKY, ""P<0.001
vs. WKY. Los valores se expresan como media + SEM. n = 8 ratas por grupo.

4.3. EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LAS PROPIEDADES

MECANICAS DE LA AORTA

El estudio de las propiedades mecanicas de la aorta se ha realizado analizando dos

parametros: la densidad de volumen de la elastina de la capa media de la arteria
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(mediante técnicas de histologia), y el parametro B (mediante curvas tensién-
deformacion en segmentos arteriales) que nos informa de la rigidez de la pared del
vaso. En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos al comparar los cuatro

grupos de estudio (WKY, SHR, SHR-D y SHR-A):

Tabla 5. Densidad de volumen de las fibras elasticas y parametro B de la aorta en los cuatro grupos
de estudio

WKY (n=8) SHR (n=8) SHR-D (n=8) | SHR-A (n=8)
Densidad
volumen | 17504028 | 23.15£0.30™ | 16.72+0.42% | 22.87+0.76™5
elastina
(%)
Parametro
B 0.36+0.01 | 045%0.006™ | 0.39%0.009%# | 0.5 0.0175s

WKY (ratas normotensas), SHR (ratas hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas
tratadas con dronedarona) y SHR-A (ratas hipertensas tratadas con amiodarona). Significacion
estadistica: "'P<0.001 vs. WKY, ## P<0.001 vs. SHR, $8$P<0.001 vs SHR-D. Los valores se

expresan como media £ SEM.

- La densidad de volumen de las fibras elasticas fue significativamente mayor

en las ratas SHR control respecto a las ratas WKY. La dronedarona produjo
una disminucion significativa de este parametro en el grupo SHR-D respecto
al grupo SHR control, no mostrando diferencias con las ratas WKY. La
amiodarona no mostré diferencias significativas en el grupo SHR-A respecto

al grupo SHR control (Fig 12).
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Figura 12. Densidad de elastina de la capa media de la aorta. WKY (ratas normotensas), SHR
(ratas hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y
SHR-A (ratas hipertensas tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: “"P<0.001 vs. WKY,
##P<0.001 vs. SHR, $88P<0.001 vs SHR-D. Los valores se expresan como media + SEM. n = 8 ratas
por grupo.

A continuacién mostramos cortes histologicos de fibras de elastina (tinciéon con
Orceina) de aorta toracica (capa media) en los cuatro grupos de ratas (WKY, SHR,

SHR-D y SHR-A) (Fig. 13):

WKY SHR SHR-D SHR-A

Figura 13. Imagenes representativas de fibras de elastina de la capa media de la aorta (Orceina
400 x, 50 um) de una rata normotensa (WKY) y tres ratas hipertensas, una de ellas recibié placebo
(SHR), otra dronedarona (SHR-D) y otra amiodarona (SHR-A).
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- El parametro {3 (rigidez de pared arterial) fue significativamente mayor en las
ratas SHR control respecto a las ratas WKY. La dronedarona produjo una
disminucién significativa de este parametro en el grupo SHR-D respecto al
grupo SHR control, no mostrando diferencias con las ratas WKY. La
amiodarona no mostré diferencias significativas en el grupo SHR-A respecto

al grupo SHR control (Fig 14).
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Figura 14. Propiedad mecanica de la aorta (Parametro beta). WKY (ratas normotensas), SHR (ratas
hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A
(ratas hipertensas tratadas con amiodarona). Significacion estadistica: ""P<0.001 vs. WKY, ##
P<0.001 vs. SHR, $88P<0.001 vs SHR-D. Los valores se expresan como media + SEM. n = 8 ratas
por grupo.
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4.4. DRONEDARONA Y PARAMETROS DE DISFUNCION

ENDOTELIAL

Los resultados de la determinacién de diversos biomarcadores de disfuncion
endotelial en la aorta de tres grupos incluidos en el presente estudio (WKY, SHR 'y
SHR-D) se muestran en la tabla 6. Segun se desprende de los datos obtenidos, las
ratas SHR control mostraban un aumento significativo de la concentracién de
ADMA y SDMA con respecto a los valores obtenidos en ratas WKY. La
administracién de dronedarona no produjo cambios en la concentracion de ADMA
en las ratas SHR-D con respecto al grupo SHR control (P = 0.37). Sin embargo, la
dronedarona normalizé el valor de SDMA, no encontrandose diferencias

significativas de este valor entre las SHR-D y las ratas WKY.

Tabla 6. Valores de biomarcadores de disfuncién endotelial en aorta en los grupos de ratas (WKY,
SHR y SHR-D)

WKY (n=8) SHR (n=8) SHR-D (n=38)
ADMA
(nm/g protein) 25.56 + 3.62 37.05+1.59 32.49 +4.65
SDMA
(nm/g protein) 5.23+1.71 9.87 £ 0.85 4.25 + 0.65%

ADMA: dimetilarginina asimétrica; SDMA: dimetilarginina simétrica. WKY (ratas normotensas), SHR
(ratas hipertensas tratadas con placebo), SHR-D (ratas hipertensas tratadas con dronedarona).
Significacion estadistica: ‘P<0.05 vs. WKY, #P<0.05 vs. SHR. Los valores se expresan como media
+ SEM.

A continuacién se muestra la asociacién entre la concentracién de SDMA en la

aorta y el grosor de pared. El coeficiente de correlacion de Pearson mostré una
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correlacion positiva entre ambos parametros en todos los grupos experimentales: r

= 0.76, P<0.001 (Fig 15).

Grosor de pared (mm)

0.0 ' J
0 5 10 15

ADMA (nm/g proteina)

Figura 15. Concentracion de dimetilarginina simétrica (SDMA) en la aorta y su asociaciéon con el
grosor de pared. WKY (ratas normotensas), SHR (ratas hipertensas tratadas con placebo), SHR-D
(ratas hipertensas tratadas con dronedarona) y SHR-A (ratas hipertensas tratadas con amiodarona).
Coeficiente de correlacidon de Pearson mostré correlacion positiva entre ambos parametros en todos
los grupos experimentales (P<0.001).
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5. Discusion






El trabajo experimental desarrollado demuestra, por primera vez, que el tratamiento
con un bloqueante multicanal, la dronedarona, produce de manera precoz una
regresion del remodelado adrtico secundario a la hipertension arterial.
Adicionalmente, nuestros resultados revelan algun mecanismo fisiopatolégico que
podria subyacer en el efecto de este farmaco. Como modelo experimental de
remodelado de la aorta se han utilizado tres grupos de ratas hipertensas: uno
recibié placebo (SHR), otro dronedarona (SHR-D) y otro amiodarona (SHR-A), asi

como ratas normotensas Wystar Kioto (WKY) como grupo control.

La SHR constituye un modelo experimental bien establecido y habitualmente
utilizado para estudiar la hipertensién arterial primaria y sus consecuencias
cardiovasculares (remodelado cardiovascular). A los 10 meses de edad, esta rata
ya presenta una cardiopatia estructural compensada (HVI) %, y alteraciones
funcionales y estructurales de los vasos 4. Previamente a esta Tesis, nuestro
grupo de investigacion demostré la regresion precoz de la HVI (disminucién de la
masa del ventriculo izquierdo, disminucion el area del miocito, y cambios en el
metabolismo de la glucosa del ventriculo izquierdo), y del remodelado vascular
(cambios en la estructura y funcion en las arterias intramiocardicas y coronarias) en
la SHR tras un tratamiento breve (14 dias) con dronedarona 112133 Este resultado
tan sorprendente nos animé a disefar el presente estudio con el fin de investigar si
la dronedarona producia un efecto similar sobre el remodelado de la aorta en el
mismo modelo experimental. Para ello, se realizaron experimentos encaminados a
detectar los cambios producidos en el grupo de ratas hipertensas tratadas con
dronedarona (SHR-D) respecto a los otros dos grupos de animales no tratados

(WKY y SHR) y al grupo tratado con otro antiarritmico, la amiodarona (SHR-A), en
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relacion a: 1) la estructura de la aorta; y 2) las propiedades mecanicas de la aorta

(mecanica pasiva); y 3) diversos biomarcadores de disfuncién endotelial.

Nuestro grupo ha demostrado, en estudios previos, la regresion del remodelado de
la aorta con esmoilol (farmaco antihipertensivo) tras tan sélo 48 h de tratamiento en
un estudio con el mismo modelo experimental, la rata SHR 3. El esmolol es un
betabloqueante cardioselectivo que se utiliza en la practica clinica habitual (en el
entorno perioperatorio) como farmaco antihipertensivo y antiarritmico. Su
administracion sélo es intravenosa, y requiere una monitorizacién adecuada del
paciente 42143 Nuestro grupo de investigacion ha dado un paso hacia adelante
buscando un farmaco con un efecto (sobre el remodelado cardiovascular) similar al
inducido por el esmolol, pero de administracion via oral. Motivo por el que se ha

desarrollado el presente trabajo.

Nuestros resultados revelan que la administracion oral de dronedarona (100
mg/Kg/24h), durante 14 dias, induce la regresion del remodelado de la aorta de
SHR adultas (10 meses de edad). A continuacion se discutiran los resultados mas

relevantes del presente trabajo.
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5.1. CAMBIOS ESTRUCTURALES DE LA AORTA PRODUCIDOS

POR LA DRONEDARONA

La HTA es un factor de riesgo cardiovascular que produce alteraciones tanto en la
microcirculacion (arterias de resistencia) como en la macrocirculacion (arterias de
conduccion) 4, que aumentan la mortalidad. En la macrocirculacion (arterias de
gran calibre), el remodelado producido por la HTA se caracteriza por un aumento
en el didmetro interno del vaso (DI) y en el grosor de la pared (GP) '*4. Nuestros
datos en el modelo animal son consistentes con la anterior asociacion. Asi, tras
analizar ambos parametros estructurales (DI y GP) en la aorta de la SHR adulta (10
meses) se observé un aumento significativo de los mismos respecto a su control
normotenso (ratas WKY), mostrando un remodelado hipertréfico externo 45, La
SHR es un modelo experimental de hipertension arterial primaria y dafio vascular,
que muestra un remodelado de la aorta que progresa, no sélo con la edad, sino
también como mecanismo “mal-adaptativo” en respuesta a la hipertension arterial

cronica 148,

Lo resultados del presente estudio también muestran que la administracion de
dronedarona durante 2 semanas induce cambios en la estructura de la aorta de las
SHR. Estos cambios incluyen la disminucion de CSA y DE a expensas de GP (capa
media), llegando el GP a valores similares a los encontrados en las ratas
normotensas. Estos datos muestran la efectividad de la dronedarona sobre la

regresion del remodelado estructural de la aorta.
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También existen trabajos en la literatura que han mostrado la capacidad de los
cinco grandes grupos de farmacos antihipertensivos y antiarritmicos (IECAs, ARBs,
betabloqueantes, antagonistas del calcio y diuréticos) para inducir cambios en la
estructura de la aorta (cambios en la capa media y CSA) en la SHR: Losartan,
enalapril y nifedipino tras 4 semanas de tratamiento ’6, captopril + hidroclorotiazida
6 meses %7, propanolol y perindopril 3 meses '#8, nifedipino, verapamil y diltiazem
1 semana %9, espironolactona 3 meses '*°, olmesatan 4 meses 5!, losartan 4
meses 192, 'Y, como nuestro grupo ha publicado, con esmolol administrado durante
solo 48 horas 3. Los cambios producidos por estos farmacos (tras terapias de
diferente duracién, y de diferentes dosis) son comparables a los obtenidos en

nuestro estudio con la dronedarona tras 2 semanas de tratamiento.

El tratamiento con dronedarona disminuyé la FC y la PAS en el grupo SHR-D,
igualandose a las cifras del control normotenso WKY. Este cambio en los
parametros hemodinamicos reproduce el efecto de este farmaco, ya observado en

humanos 193,

El mecanismo por el que la dronedarona induce cambios en la estructura de la aorta
en la SHR es desconocido. Seguramente exista un componente hemodinamico
debido a la reduccién de la FC y la PAS. Para profundizar en este aspecto,
administramos amiodarona a un grupo SHR (SHR-A). La amiodarona, al igual que
la dronedarona, es un farmaco que actua sobre multiples corrientes idnicas
(antiarritmico), disminuye la PA 'y la FC, y se utiliza en la practica clinica habitual en
el tratamiento de la FA %%, En el presente estudio, la administracion de amiodarona

mostré un descenso de ambos parametros hemodinamicos en el grupo SHR-A, sin
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embargo no produjo cambios en la estructura de la aorta. Esto sugiere que el
componente hemodinamico por si s6lo no es suficiente y probablemente exista un
efecto especifico de la dronedarona que participe en la regresion del remodelado

de la aorta.

5.2. RESTAURACION DE LAS PROPIEDADES MECANICAS DE LA

AORTA INDUCIDA POR LA DRONEDARONA

La HTA produce cambios en la geometria de la pared arterial (remodelado
estructural) que modifican las propiedades funcionales, tanto activas (celularidad)
como pasivas (matriz extracelular) del vaso. Estas alteraciones estructurales son
de gran relevancia clinica ya que se han asociado con una mayor incidencia de

eventos cardiovasculares adversos 68 155,

Las grandes arterias (como la aorta) se denominan también arterias elasticas
debido a la abundancia de fibras elasticas sobre todo en su capa media, siendo la
capa adventicia de escaso desarrollo. En el remodelado hipertensivo de la aorta se
produce una pérdida de elasticidad, ya que las fibras elasticas pueden presentar un
defecto en su formacioén y/o sufrir fragmentacion, debilitando la pared vascular. Esta
fragmentacion (rotura de fibras) podria explicarse por la presion arterial que soporta
la pared, o por la liberacion de proteasas por parte de las células musculares lisas
que degradan la elastina ® 9 1%, En nuestro trabajo, la SHR (modelo de HTA) a los
10 meses de edad mostré un aumento de elastina en la capa media de la aorta

respecto a la rata normotensa (WKY), siendo estos resultados congruentes con
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estudios previos en este modelo aunque en animales de menor edad '46. 150, 152,
Este aumento en el contenido de elastina es debido a un aumento en el numero y/o
grosor de las laminas elasticas '%’. Nuestro objetivo en lo que respecta al estudio
de las propiedades mecanicas de la aorta no ha incluido la capa adventicia de la

aorta, ya que apenas contribuye a la mecanica pasiva de la aorta toracica en la

SHR 158,

La elastina y el colageno (dentro de la matriz extracelular) de la pared son los
componentes que realmente contribuyen al comportamiento elastico de los vasos,
a su mecanica pasiva '8. El colageno proporciona rigidez y resistencia a la tension
mientras que las fibras elasticas proporcionan resiliencia y elasticidad. En nuestro
estudio hemos investigado la mecanica pasiva de la aorta tras la administracion de
dronedarona analizando la densidad de volumen de la elastina de la capa media
(elasticidad) y el parametro 3 (rigidez) de la aorta toracica. Paralelamente a los
cambios estructurales, la administracién oral de dronedarona durante 2 semanas
indujo cambios en ambos parametros en el grupo SHR-D, siendo los valores
similares a los del grupo WKY. Es decir, la dronedarona restaura las propiedades
mecanicas de la aorta (mecanica pasiva) en la SHR. Similares resultados muestran
un estudio con olmesatan en SHR tras 16 semanas de tratamiento oral (produjo
cambios en la estructura y mecanica pasiva de la aorta)''. En esta linea, no hemos
encontrado en la literatura muchos estudios que investiguen dentro de la funcién
mecanica de la aorta, la mecanica pasiva. Resulta interesante un trabajo que
muestra el efecto positivo de nifedipino (tras 1 semana de tratamiento via
subcutanea) sobre la estructura (disminucién del grosor de pared) y funcién activa

(mejoria de la vasodilatacién endotelio-dependiente) de la aorta en la SHR de 14

120



semanas. Sin embargo, los autores no encontraron cambios en la funcién activa de
la aorta tras la administracion de otros antagonistas del calcio (verapamil y
diltiazem) aunque si produjeron cambios en el remodelado estructural de la aorta’®.
En nuestro trabajo sélo se ha estudiado la contribucién pasiva en cuanto al
comportamiento mecanico, ya que la aorta presenta una pequeia parte de
componente muscular, siendo las fibras elasticas las de mayor cantidad, sobre todo

en la capa media "°°.

Es importante resaltar que la administracion de amiodarona en el grupo SHR-A no
produjo cambios en la densidad de volumen de la elastina de la capa media
(elasticidad) ni en el parametro B, respecto al grupo SHR que recibié placebo. Por
lo que, aunque seguramente exista un componente hemodinamico debido a la
reduccion de la FC y la PA, aun desconocemos el mecanismo especifico por el que

la dronedarona participa en la regresion del remodelado de la aorta.

5.3. LA DRONEDARONA INDUCE CAMBIOS EN LOS

BIOMARCADORES DE DISFUNCION ENDOTELIAL

La SDMA, inhibidor indirecto del 6xido nitrico, es un predictor independiente de
mortalidad cardiovascular 169163, Sy concentracion aumenta en la enfermedad
coronaria, insuficiencia renal terminal y la enfermedad vascular periférica 194167 e
incluso algunos autores lo han asociado con la HTA '8, Niveles altos de SDMA
también se han relacionado con aumento del grosor de la pared vascular 160.169-171,

En concreto, el estudio “Dallas Heart” muestra, en humanos (estudio de cohortes),
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la asociacidon entre este biomarcador y un aumento del grosor de pared de la aorta
160, Esto concuerda con el aumento de la concentracion de SDMA encontrado en la
aorta en las SHR, y su correlacién positiva con el grosor de pared en el presente
estudio. Nuestros datos también revelan una rapida y significativa disminucién de
la concentracion de SDMA paralelamente a los cambios estructurales de la aorta
producidos por el efecto de la dronedarona en las SHR. Es el primer estudio que

muestra este biomarcador como diana terapéutica en el remodelado vascular.

Los resultados del presente trabajo no pueden explicar los mecanismos
moleculares por los que la dronedarona produce este efecto positivo sobre el
remodelado de la aorta, pero podemos sugerir que la disminucién de la

concentracion de SDMA en el vaso podria estar implicada.

Estudios previos muestran un posible efecto protector cardiovascular de la
dronedarona en el que podrian estar involucrados dos mecanismos: estimulacion
de la éxido nitrico sintasa y el bloqueo de los canales idnicos del calcio 2. En
nuestro estudio, el primer mecanismo posiblemente no explique los resultados
observados, ya que la SDMA inhibe la sintesis de éxido nitrico pero indirectamente,
ya que interfiere en la captacion intracelular de la L-Arginina 16%.164 Sin embargo,
como el papel de SDMA en el dafio vascular (remodelado estructural) esta
relacionado con las alteraciones proinflamatorias que se producen en la pared
vascular (a su vez relacionadas con la apertura de canales de calcio y activacion
de monocitos)'”® el segundo mecanismo de la dronedarona, descrito anteriormente,

podria estar implicado en la regresion del remodelado adrtico inducido por este
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farmaco en nuestro trabajo. Esta es s6lo una de las posibles vias de trabajo para

una pregunta no resuelta.

5.4. IMPLICACIONES CLINICAS

Nuestro trabajo sugiere que la dronedarona podria interferir con el proceso de
remodelado patolégico causado por la HTA, induciendo cambios estructurales y

restaurando las propiedades mecanicas (mecanica pasiva) de la aorta.

La evolucién y mantenimiento de la HTA produce el remodelado vascular. Este
surge inicialmente como un mecanismo adaptativo compensatorio y, con el tiempo,
se transforma en un mecanismo mal-adaptativo que compromete la funcién
vascular e incrementa el riesgo de desarrollar eventos vasculares. Terapias
antihipertensivas como losartan han demostrado su eficacia en la regresion del
remodelado vascular de origen hipertensivo, tanto en modelo animal como en
humanos % 74 L osartan produjo disminucion del grosor de pared (capa media) de
la aorta toracica tras 4 meses de tratamiento, en la SHR de 32 semanas de edad
150 Un estudio posterior (estudio observacional) muestra la traslacion de estos
resultados a la clinica, demostrado la eficacia de losartan en pacientes con HTA
esencial, al disminuir la rigidez de pared de la cardtida tras un tratamiento de 3-6

meses, y como consecuencia reduciendo los eventos vasculares 74,

Es interesante mencionar el estudio ATHENA (ensayo clinico) que mostré la

eficacia de la dronedarona en la disminucién del accidente cerebrovascular en el

36% de 2301 pacientes que recibieron el farmaco frente a 2327 pacientes que
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recibieron placebo (la mayor parte de los pacientes que participaron en el estudio

tenian HTA) 20, Este efecto coincidié con la disminucién de la PAy la FC.

Los datos de nuestro trabajo nos permiten plantear la hipotesis de que la baja
incidencia de accidente cardiovascular tras la administracion de dronedarona
podria estar asociada a su capacidad de reducir el remodelado patolégico vascular
causado por la HTA. Si esta hipotesis se confirma, aportaria una base
fisiopatolégica a las observaciones realizadas en clinica y daria una nueva
indicacion del farmaco. De manera que la dronedarona podria ser la eleccion en el

paciente con FA e HTA de base.

5.5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Tras el analisis de nuestro trabajo experimental, encontramos las siguientes

limitaciones:

- La dosis de dronedarona administrada a las ratas ha sido extraida de
estudios previos en roedores 175 176,122,178 ' Gjn embargo, diferentes dosis de
un mismo farmaco pueden dar lugar a diferentes resultados al actuar sobre
el remodelado vascular en la SHR 78 %2, Por lo tanto, los resultados de
nuestro estudio son sélo aplicables a la dosis de 100 mg/Kg de dronedarona

(administrada via oral).

- La edad de la SHR en la que se administra el farmaco

antihipertensivo/antiarritmico interfiere en la efectividad del tratamiento 1°°.
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Por lo tanto, los resultados de nuestro estudio son sélo aplicables a la aorta

de la rata SHR macho de 10 meses de edad.

- El presente trabajo muestra la regresion del remodelado de la aorta tras 2
semanas de tratamiento con dronedarona. Sin embargo, desconocemos si

este efecto persiste 0 no mas alla del periodo de tratamiento.

- Por ultimo, se trata de un estudio experimental (en modelo animal), por lo
que seran necesarios futuros ensayos clinicos para asegurar que la
regresion del remodelado de la aorta es un efecto terapéutico de la

dronedarona.

5.6. DONDE ESTAMOS Y A DONDE VAMOS

Este es el primer estudio que demuestra una regresion del remodelado de la aorta
(asociado a la HTA) inducida por un farmaco, el bloqueante multicanal
dronedarona, administrado durante 2 semanas. Para ello, hemos estudiado los
cambios producidos en la aorta desde multiples perspectivas: cambios
estructurales mediante microscopia 6ptica y confocal, cambios en la mecanica
pasiva usando el bafio de 6rganos, y efectos del farmaco sobre biomarcadores de

disfuncién endotelial en tejido (aorta).

A partir de los resultados del trabajo que describimos en esta Tesis doctoral,

nuestro grupo de investigaciéon esta trabajando en nuevos proyectos encaminados
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al estudio de los mecanismos implicados en la regresion del remodelado vascular
producido por la dronedarona. Por un lado, estudios previos muestran la relacion
entre SDMA, grosor de pared de la aorta y eventos cardiovasculares adversos '¢;
Por otro lado, nuestros resultados muestran la implicacién de la SDMA en los
cambios producidos por la dronedarona sobre la estructura de la aorta, por lo que
nos vemos obligados a profundizar en los mecanismos moleculares responsables
de este efecto. Ademas de la realizacion de estudios de biologia molecular,
profundizaremos en el analisis de los biomarcadores de disfuncién endotelial
(gracias a la colaboracion del equipo del Dr.Rainer H Boger, del Instituto de
Farmacologia Hamburg-Eppendorf, Alemania), referente internacional en el estudio
de estos marcadores, y que participa en nuestra linea de investigaciéon sobre el

remodelado cardiovascular desde hace mas de 10 afos.

En este momento, nuestro grupo de investigaciéon ha puesto en marcha un nuevo
estudio experimental en modelo animal (SHR) que analizara la prolongacion o no

del efecto producido por la dronedarona a lo largo del tiempo (PROEX 256.5/22).

Por ultimo, el presente trabajo podria abrir la puerta a una nueva indicacién del

farmaco, la dronedarona, si se confirman los resultados en humanos mediante

futuros ensayos clinicos.
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6. Conclusiones






A partir de los resultados obtenidos de este trabajo experimental, y de la discusién

de los mismos, podemos formular las siguientes conclusiones:

1. La dronedarona produce regresion precoz del remodelado de la aorta en la SHR,

modelo de hipertension arterial primaria y dafio vascular.

2. La aorta de la SHR tratada con dronedarona muestra diferencias estructurales
significativas respecto a la de la rata hipertensa sin tratar. Estos cambios incluyen

la disminucidn del grosor de la pared y de la capa media.

3. La dronedarona restaura las propiedades mecanicas pasivas de la aorta de la
SHR, hasta equipararla con la rata normotensa. Este farmaco produce disminucién

del contenido de elastina y del parametro beta.

4. El tratamiento con dronedarona induce cambios en el biomarcador de disfunciéon

endotelial dimetilarginina simétrica disminuyendo su concentracion en la aorta de

la SHR. Sin embargo, no produce cambios en la dimetilarginina asimétrica.
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Abstract

Background and aims

Dronedarone is a new multichannel-blocking antiarrhythmic for the treatment of patients
with atrial fibrillation. Our group has demonstrated that dronedarone produces regression of
cardiac remodeling; however, its effect on the remodeling of the elastic arteries has not yet
been reported. We aim to assess the effects of dronedarone on the regression of thoracic
aortic remodeling in spontaneously hypertensive rats (SHRs).

Method

Ten-month-old male SHRs were randomly assigned to an intervention group (SHR-D),
where the animals received dronedarone treatment (100 mg/kg), to a control group (SHR)
where rats were given vehicle, or to a group (SHR-A) where they were given amiodarone. A
fourth group of normotensive control rats (Wistar-Kyoto rats, WKY) was also added. After
two weeks of treatment, we studied the structure, the elastic fiber content of the thoracic
aorta using histological techniques and confocal microscopy, and the vascular mechanical
properties using an organ bath and isometric tension analysis. A mass spectrometric deter-
mination of symmetric dimethylarginine (SDMA) concentrations was performed.
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Results

SHR group developed the classic remodeling expected from the experimental model: out-
ward hypertrophic remodeling, increased elastic fiber content and wall stiffness. However,
the SHR-D group showed statistically significantly lower values for aortic tunica media thick-
ness, wall to lumen ratio, external diameter, cross-sectional area, volume density of the
elastic fibers, wall stiffness, and aortic SDMA concentration when compared to the SHR
group. These parameters were similar in the SHR and SHR-A groups. Interestingly, the val-
ues for tunica media thickness, volume density of the elastic fibers, wall stiffness, and
SDMA concentration obtained from the SHR-D group were similar to those measured in the
WKY group.

Conclusion

These results suggest that dronedarone improves the structure and passive mechanical
properties of the thoracic aorta in hypertensive rats, and that this protective effect could be
associated with a reduction in the concentration of aortic SDMA.

Introduction

Hypertension is the most common cause of hypertensive heart disease [1]. Hypertension
induces cardiac remodeling, such as hypertrophy, which is related to arrhythmias (atrial and
ventricular fibrillation), myocardial ischemia, and sudden cardiac death [2]. Hypertension
increases the peripheral vascular resistance because of structural and functional changes to the
large (conductive) and small (resistance) arteries [3]. However, the use of antihypertensive
therapy can prevent cardiovascular events by producing a regression of cardiovascular remod-
eling [4-7].

Dronedarone is a new multichannel-blocking antiarrhythmic for the treatment of patients
with atrial fibrillation [8]. The ATHENA trial has shown a significant reduction in the time to
first cardiovascular hospitalization or death in patients with atrial arrhythmias receiving dro-
nedarone [9]. Dronedarone produces a reduction in the risk of stroke [10] and acute coronary
syndrome [11] that may be related to reduced heart rate and arterial blood pressure [12,13].
Our group has previously demonstrated that dronedarone produces regression of left ventricu-
lar hypertrophy (LVH) in hypertensive rats after two weeks of treatment (resulting in reduced
left ventricular mass, changes in the cardiomyocytes and collagen of the left ventricle, and an
improvement in cardiac metabolism) [14]. However, the impact of this drug on vascular
remodeling has not yet been studied.

Symmetric dimethylarginine (SDMA) is a biomarker that indirectly reduces the synthesis
of nitric oxide (NO) by inhibiting the cellular uptake of the NO precursor, L-arginine [15].
Some recent studies have suggested that SDMA is associated with cardiovascular events
[16,17], and it has been identified as an independent predictor of cardiovascular mortality
[16]. In the Dallas Heart Study, SDMA was found to be associated with an increase in aortic
wall thickness [16], and in the SABPA study, with an increase in carotid intima-media thick-
ness [18].

Given that dronedarone produces a regression of the LVH induced by hypertension, we
hypothesize that this drug could improve thoracic aortic remodeling. The aim of the present
study is to test this hypothesis, assessing the following in SHRs: 1) the effect of dronedarone on
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the structure of the thoracic aortic wall, 2) the effect of dronedarone on the passive mechanical
function of the aorta, and 3) the role of SDMA in the regression of aortic remodeling mediated
by dronedarone.

Materials and methods

Experiments were performed using spontaneously hypertensive rats (SHR) from the colony
maintained at the Animal House facility of the Universidad Auténoma de Madrid. All experi-
mental procedures conformed to the Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals
and the Spanish legislation (Directive 2010/63/UE and RD 53/2013) and were approved by the
Ethics Review Board of Hospital Universitario Gregorio Marafién and of the local Govern-
ment (Comunidad Autonoma de Madrid).

Animals and experimental protocols

The rats were supplied with standard rat chow and drinking water ad libitum. They were
maintained on a 12h/12h light/dark cycle and housed at a constant temperature of 24°C and
relative humidity of 40%.

Ten-month-old male SHRs were randomly assigned to an intervention group (SHR-D,
n = 8), where they received oral dronedarone (Multag, Sanofi-Aventis, Barcelona, Spain) (100
mg/kg, once daily) for a period of 14 days, er to a control group (SHR, n = 8), where they
were given the vehicle only, or to a group (SHR-A, n = 8) where they were given amiodarone
(Trangorex, Sanofi-Aventis, Barcelona, Spain) (30 mg/kg, once daily). A fourth group of nor-
motensive control rats (Wistar-Kyoto rats, WKY, n = 8) was also added. Once treatment was
complete, rats were sedated with an intraperitoneal injection of diazepam (Valium, Roche
Pharmaceuticals, Madrid, Spain) (4 mg/kg) and ketamine (Ketolar, Parke-Davis, Madrid,
Spain) (10 mg/kg) and killed by decapitation. The thoracic aorta was excised to study its vascu-
lar structure, mechanical function and the biomarker SDMA.

Arterial pressure and heart rate measurements

Systolic arterial pressure (SAP) and heart rate (HR) were measured in conscious WKY, SHR,
SHR-D and SHR-A animals with a photoelectric sensor (Niprem 546, Cibertec, Madrid,
Spain) using the tail-cuff method. Several determinations were made, and the findings were
considered valid if 10 consecutive measurements were within 10 mmHg of each other.

Vascular structure: Histology and confocal microscopy

Histological study. The study of aortic geometry was performed as previously described
[19]. A 1 mm segment of the thoracic aorta was fixed in 4% sodium-buffered formaldehyde.
Samples were then dehydrated and embedded in paraffin. Serial sections (5 pm) were stained
with orcein. A total of 8 segments of thoracic aorta per group were observed and analyzed
using a high-resolution camera (Sony CCD IRIS) attached to a microscope (Leica DMLB, 4x
objective). The external diameter (ED) (inner diameter + tunica intima + tunica media + tunica
adventitia) and lumen diameter (LD) of the aorta were measured. The wall thickness (WT)
was expressed as (ED-LD)/2, the wall-to-lumen ratio (W/L) as (WT/LD) x 100, and the cross-
sectional area (CSA) (tunica intima + tunica media + tunica adventitia) as (1/4) x (ED2-LD2)
[20]. The volume density of the elastic fibers in the tunica media was analyzed in 8 segments of
thoracic aorta per group (40x objective). The morphometric analysis was performed using the
method of Gundersen et al. [21].
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Confocal microscopy study. Confocal microscopy was used to assess the thickness of the
tunica media and tunica adventitia in the thoracic aorta as previously described [19]. Briefly,
segments (1 mm in length) were fixed in 4% PFA before being washed in 9% saline solution
and stained with DAPI (1:500 from a stock solution of 5 mg/mL). One ring and one longitudi-
nal section were cut from each segment and mounted on a slide with a small well made of
spacers to avoid vessel compression. The well was then filled with the mounting medium (Citi-
fluor, Aname, Spain). The rings were visualized with a 20x objective at zoom 2 at the 488 nm/
515 nm line, and several images were captured to quantify the thickness of the media in the
ring section. The longitudinal section was mounted with the tunica adventitia facing upwards
and viewed using a Leica TCS SP2 confocal microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Ger-
many) at excitation 405 nm/emission 410-475 nm. In each artery, three randomly selected
regions were visualized with a 20x objective at zoom 4. In each of these regions, stacks of 1 pm
thick serial optical sections were captured from the tunica adventitia. Quantitative analysis was
performed using MetaMorph Image Analysis Software (Universal Imaging, Co., UK) as previ-
ously described [19].

The passive mechanical function of the aorta

The study of the passive mechanical function of the aorta was performed as previously
described [19]. Briefly, 3 mm-long descending thoracic aortic rings were suspended on two
intraluminal parallel wires, placed into an organ bath containing oxygenated calcium-free
(0Ca*") Krebs-Henseleit solution (KHS, in mM: 115.0 NaCl, 25.0 NaHCO3, 4.7 KCl, 1.2
MgSO,, 7 H,0, 1.2 KH,PO,, 11.1 glucose and 10 EGTA), and connected to a Piodem strain
gauge for isometric tension recording. The vessel mounted on the wire support was then left
for 30 min to equilibrate at 37°C before undergoing 200 pm stretches using a micrometer to
measure the tension applied.

Internal circumferential (L) and circumferential wall tension (T) were calculated using the
following equations, reported elsewhere [22]:

L= (n+2)d+2f (1)

T=F/2% (2)

where d (mm) is the diameter of the wires, f (mm) is the separation between the wires (increas-
ing by micrometer intervals), F (N) is the wall force, and g (mm) is the length of the vessel.

The experimental values F; and f; (for each stretch) were used to calculate L; and T; accord-
ing to Eqs (1) and (2) above, and the values of T; and L; were fitted by an exponential equation
using non-linear regression analysis:

T, = Ae™i (3)

The wall stiffness parameter (B) was used to compare the passive mechanical properties of
the aorta in the WKY, SHR,SHR-D and SHR-A groups.

Measurement of symmetric dimethylarginine concentrations in the aorta

Mass spectrometric determination of SDMA concentrations was performed as previously
described using a fully validated high-throughput liquid chromatography/tandem mass spec-
trometry (LC-MS/MS) assay [23,24]. In brief, samples were analyzed using 96-well 0.20-um
microfiltration plates pre-coated with internal standards. After conversion to their butyl ester
derivatives, analytes were evaluated using a Varian 1200L Triple Quadrupole MS (Varian,
Walnut Creek, CA, USA) in the positive electrospray ionization (ESI+) mode.
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Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (Version 5) and SPSS (Version 20).
The data are expressed as mean + SEM. Statistical differences between the groups (physiologi-
cal, structural and mechanical parameters, and concentrations of SDMA) were analyzed by
one-way ANOVA. A post hoc Bonferroni correction was applied. Non-regression analysis
with an exponential equation was used to estimate mechanical parameters (the B parameter).
The Pearson coefficient was applied to analyze the correlation between aortic SDMA concen-
trations and wall thickness. P<0.05 was considered to be statistically significant.

Results
Dronedarone and physiological parameters

Rat weight, systolic arterial pressure and heart rate are shown in Table 1. Rat weight was higher
in the WKY group (11.4%, P<0.01) than in the SHR group, although no differences were
detected between the SHR, SHR-D and SHR-A groups. The administration of dronedarone to
the SHR-D group for two weeks was associated with a reduction in tail-cuff SAP (18.6%,
P<0.01) when compared to the SHR group, but no differences were detected with respect to
the WKY group. The decrease in SAP found in the SHR-D group was associated with a reduc-
tion in HR when compared to both SHR and WKY groups (20.3%, P<0.001 and 21.3%,
P<0.001, respectively). The SHR-A group showed the same level of SAP reduction and HR as
the SHR-D group.

Dronedarone improves structural aortic remodeling

The aortic geometric parameters obtained from the histological study and the confocal micros-
copy are shown in Figs 1A, 1B and 2A (S1 Table). The SHR group showed outward hypertro-
phic remodeling associated with an increase in LD (21.8%, P<0.001) and CSA (arterial wall
mass) (142.2%, P<0.001) in comparison to the WKY group. The administration of dronedar-
one to the SHR-D group resulted in a 35.7% decrease in CSA (P<0.001) when compared to
the SHR group. No differences in LD were detected between the SHR and SHR-D groups. The
WT and ED of the SHR group increased by 94.4% (P<0.001) and 31.7% (P<0.001), respec-
tively, when compared to the WKY group; however, two weeks of dronedarone administration
decreased these parameters by 27% (P<0.001) and 6.7% (P<0.001) in the SHR-D group, and
no differences were detected in WT with respect to the WKY group. The SHR group presented

Table 1. Weight, arterial pressure and heart rate of WKY, SHR, SHR-D and SHR-A groups.

WKY (n = 8) SHR (n = 8) SHR-D (n = 8) SHR-A (n=8)
Body weight (g) 441.13 +10.21 390.92 + 5.12** 387.85 + 3.82+* 385.14 + 3.15**
SAP (mmHg) 138 + 15 178 + 20** 145 + 10™ 143 + 207
HR (bpm) 400 + 24 395+ 17 315 + 14%+%% 324 + 2170

SAP: systolic arterial pressure; HR: heart rate; WKY: Wistar-Kyoto rats; SHR: spontaneously hypertensive rats; SHR-D: spontaneously hypertensive rats treated with

dronedarone; SHR-A: spontaneously hypertensive rats treated with amiodarone. Statistically significant differences between WKY, SHR and SHR-D are shown as

follows:

**P<0.01 vs. WKY,
***P<0.001 vs. WKY,
# P<0.01 vs. SHR,

###

P<0.001 vs. SHR. Values are given as mean + SEM.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216820.t001
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Fig 1. Aortic geometry obtained by histology and confocal microscopy. (A) Aortic structural parameters: lumen diameter,
external diameter, wall thickness, wall/lumen ratio and cross-sectional area (obtained by histology); tunica media and adventitia
thickness (obtained by confocal microscopy) in WKY (Wistar-Kyoto rats), SHR (spontaneously hypertensive rats), SHR-D
(spontaneously hypertensive rats treated with dronedarone) and SHR-A (spontaneously hypertensive rats treated with amiodarone).
Statistically significant differences between the WKY, SHR, and SHR-D and SHR-A groups are shown as follows: “*P<0.01 vs.
WKY, ***P<0.001 vs. WKY, **P<0.01 vs. SHR, “** P<0.001 vs. SHR, **P<0.01 vs SHR-D, ***P<0.001 vs SHR-D. Values are given as
mean + SEM. n = 8 rats per group. (B) Examples of the tunica media obtained using confocal microscope images (20 x at zoom 2,
100 pm) from WKY, SHR, SHR-D and SHR-A animals.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216820.9001

an increase in W/L (55.5%, P<0.001) when compared to the WKY group. In the SHR-D
group, dronedarone produced a decrease in W/L (34%, P<0.001) with respect to the SHR
group, and no differences were detected with respect to the WKY group. All structural param-
eters were similar in the SHR and SHR-A groups.

When compared to the WKY group, the media thickness of the SHR group was increased
by 128.6% (P<0.01). The analysis by confocal microscopy shows that dronedarone produced a
marked decrease in the thickness of this tunica (41.4%, P<0.01) when comparing the SHR-D
group to the SHR group, and that this value was comparable to that of the WKY group. No sig-
nificant differences in adventitial thickness were observed between the SHR and SHR-D
groups. Both SHR and SHR-D animals showed a decrease in this parameter (38.2%, P<0.01;
34.5%, P<0.01, respectively) when compared to the WKY group. The media and adventitial
thickness were similar in the SHR and SHR-A groups (S1 Table).
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WKY SHR SHR-D

Fig 2. Sections of aorta and elastic fibers obtained from the histological study. (A) Examples of sections of aorta (tunica intima +
media + adventitia) (Orcein 40 x, 300 um) and (B) examples of the elastic fiber content of the tunica media (Orcein 400 x, 50 pm)
from WKY (Wistar-Kyoto rats), SHR (spontaneously hypertensive rats), SHR-D (spontaneously hypertensive rats treated with
dronedarone) and SHR-A (spontaneously hypertensive rats treated with amiodarone).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216820.9002

Dronedarone improves the mechanical properties of the aorta

The volume density of the elastic fibers in the tunica media obtained from the histological
study is shown in Figs 2B and 3A (S1 Table). In the SHR group, the volume density of these
fibers was increased by 32.1% (P<0.001) compared to the WKY group. Dronedarone adminis-
tration resulted in a 17.4% decrease in this parameter in the SHR-D group (P<0.001). No dif-
ferences were found between the WKY and SHR-D groups. The volume density of the elastic
fibers was similar in the SHR and SHR-A groups.

The tensile forces acting on the aortic wall are shown in Fig 3B (S1 Table). Experimental
data for the circumferential wall tension-internal circumference curve were fitted to an expo-
nential model to calculate the B parameter, which is related to the slope of the above curve. In
the SHR group, the B parameter was increased (50.5%, P<0.001) compared to the WKY
group. The B parameter in the SHR-D group was smaller (13.9%, P<0.001) than that of the
SHR group. No differences were found between the WKY and SHR-D groups. The B parame-
ter was similar in the SHR and SHR-A groups.

Dronedarone decreases aortic symmetric dimethylarginine concentration

The aortic SDMA concentration is shown in Fig 4A (S1 Table). SDMA in the SHR group was
increased by 88.7% (P<0.05) compared to the WKY group. The administration of dronedar-
one to the SHR-D group decreased SDMA by 56.8% (P<0.05) when compared to the SHR
group; in addition, the aortic SDMA value returned to normal after treatment with
dronedarone.

A correlation analysis showed a positive correlation between aortic SDMA concentration
and wall thickness (Pearson’s r = 0.76, P<0.001) in all experimental groups (WKY, SHR and
SHR-D) (Fig 4B).

Discussion

The present study was performed to evaluate the effect of dronedarone on the regression of
aortic remodeling after two weeks of treatment. Our main findings are that: 1) dronedarone

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216820 May 21,2019 7/15
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Fig 3. Aortic elastin density and wall stiffness in all experimental groups. (A) Elastin density and (B) the passive mechanical
properties (B parameter) of the aorta in WKY (Wistar-Kyoto rats), SHR (spontaneously hypertensive rats), SHR-D (spontaneously
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216820.9003
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216820.g004
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produces changes in the aortic structure (decreased wall thickness); 2) dronedarone produces
changes in the mechanical properties of the aorta (reduced volume density of the elastic fibers
and decreased wall stiffness); 3) these effects could be associated with a reduction in aortic
SDMA concentrations; and 4) Amiodarone (antiarrhythmic agent) does not produce changes
in the structure of the aorta or in the mechanical properties.

Dronedarone and the regression of aortic remodeling

Dronedarone is a new antiarrhythmic developed for the treatment of atrial fibrillation and
atrial flutter [25]. It exerts its antiarrhythmic effects through multichannel blockade of sodium,
potassium, and calcium channels and exhibits antiadrenergic properties [26]. Dronedarone
reduces the risk of acute coronary syndrome because it reduces the heart rate and arterial pres-
sure, and it has a direct cardioprotective effect (resulting in a reduction in infarct size in an ani-
mal ischemia/reperfusion model) [11]. This cardioprotective effect has been associated with
reduced mortality [27]. Our results are consistent with other studies that describe a decrease in
blood pressure and heart rate associated with the administration of this drug [11]. Our group
has previously demonstrated that dronedarone produces a regression of LVH in hypertensive
rats after two weeks of treatment [14]. However, the impact of this drug on the remodeling of
the elastic arteries (e.g. the aorta) has not yet been studied.

Cardiovascular disease is the leading cause of death in the general population [28]. Hyper-
tension induces morphological and physiological changes in the arterial wall [29]; therefore,
the regression of these changes is one of the goals of antihypertensive therapy [7] in order to
reduce the incidence of adverse cardiovascular events [5,6]. Several studies have shown
changes in aortic remodeling (a reduction in aortic wall thickness) in SHRs as a result of anti-
arrhythmic and antihypertensive therapy (B-adrenergic blockers, ACE inhibitors, angiotensin
receptor antagonists, and calcium channel blockers) [19,30-34]. When compared to these
studies, dronedarone did not show any differential effects on aortic remodeling (decreased
aortic media layer and CSA); however, dronedarone also produced changes in the passive
mechanical properties of the aorta. Increases in wall stress and biomechanical stretch are a
consequence of hypertension and are potent drivers of arterial remodeling [35]. These alter-
ations are also linked to a higher risk of adverse cardiovascular events. We therefore found it
to be of interest to study the effects of dronedarone treatment on the structure and mechanical
properties of the elastic arteries (the aorta and carotid artery). We and other authors have pre-
viously observed that SHRs show outward aortic hypertrophic remodeling, increased elastic
fiber content and increased wall stiffness [19,36]. This is a consequence of arterial hyperten-
sion in the elastic arteries [3,37]. Under our experimental conditions, dronedarone reduced
the volume density of the elastic fibers, and decreased wall stiffness after two weeks of treat-
ment. Similar results have been described with antihypertensive therapy (angiotensin receptor
antagonists), but after four months of treatment.

The association between dronedarone, aortic wall thickness and symmetric
dimethylarginine concentration

Our results show that dronedarone reduces the aortic concentration of SDMA. SDMA is an
inhibitor of the intracellular uptake of L-arginine, and may additionally affect vascular homeo-
stasis by NO-independent mechanisms [15,28]. SDMA is found in the plasma and in all
human and rodent tissues [17]. Several studies have identified SDMA as potential biomarker
for cardiovascular disease, associated with major cardiovascular events and mortality in
patients with coronary artery disease, peripheral arterial disease and end-stage renal disease
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[38-41]. In addition, SDMA is predictive of all-cause mortality after cerebral ischemic stroke
[42,43].

High plasma SDMA concentrations have been positively associated with vascular wall thick-
ness [16,18,44,45]. In the Dallas Heart Study, SDMA was associated with increased aortic wall
thickness in a general population-based cohort [16]. One experimental study has shown that
SDMA may contribute to proinflammatory events in the vascular wall by opening store-oper-
ated calcium channels in monocytes, leading to monocyte activation. This mechanism could
be involved in the association between SDMA concentration and vascular wall thickness [28].

Our experimental study found a positive association between SDMA concentration and
thoracic aortic wall thickness, which may support these clinical observations. Thus, our results
not only support the regression of aortic remodeling after treatment with dronedarone, but
also suggest that a decrease in SDMA levels may be related to this effect. We cannot explain
the molecular mechanisms responsible for the effect of dronedarone on aortic remodeling;
however, our results suggest an important role for the lowering of SDMA concentration in
strategies to delay vascular remodeling.

Dronedarone and stroke

The deleterious effects of hypertension include arterial remodeling (increased wall thickness)
[29], and a single-vessel occlusion can significantly reduce the blood flow in ischemia [46].
Hypertension is the leading cause of stroke. In the ATHENA study (a randomized double-
blind clinical trial), dronedarone reduced the risk of stroke by 36% in 2301 patients receiving
dronedarone (1999 with hypertension) when compared to 2327 patients on a placebo (1996
with hypertension) [10]. The mechanisms by which dronedarone might reduce the risk of
stroke are a reduction in blood pressure and a decrease in heart rate [10]. Several studies have
shown that SDMA is associated with increased carotid wall thickness [18,44,45] and an
increase in cardiovascular events (stroke) [42,43]. Therefore, as the present study shows that
dronedarone reduces vascular wall thickness and decreases SDMA concentration, it is reason-
able to speculate that its effect on vascular remodeling might be the mechanism by which dro-
nedarone reduces the risk of stroke. Further studies are necessary to confirm this hypothesis.

Conclusions and perspectives

Regarding our initial hypothesis, we conclude that dronedarone improves the structure and
the passive mechanical properties of the thoracic aorta in hypertensive rats, and that this effect
could be associated with the reduction in aortic SDMA concentrations. Dronedarone is cur-
rently indicated for the treatment of atrial fibrillation; however, if the results of this study are
confirmed in humans, dronedarone could be taken into consideration for the treatment of
patients with atrial fibrillation and chronic hypertension.

Supporting information

S1 Table. Geometry, mechanical properties and symmetric dimethylarginine of the aorta
in WKY, SHR, SHR-D and SHR-A.
(PDF)
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