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3 Resumen



Introduccién y Objetivos

La hipertensiéon arterial es un problema en la clinica, que produce un
remodelado tanto del ventriculo izquierdo como de la vascularizacion
coronaria. El mal control de los niveles de presiéon arterial se asocia a un
aumento en la incidencia de insuficiencia cardiaca, isquemia miocardica,
arritmias y eventos isquémicos. La actuacion sobre el remodelado
cardiovascular con algunos farmacos antihipertensivos (ARA-II, IECA,
calcioantagonistas y B-bloqueantes) durante un periodo de tratamiento de
meses-anos, disminuye la morbimortalidad en el paciente con hipertension
arterial.  En un estudio experimental previo, realizado en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), nuestro grupo demostré que el
esmolol, betabloqueante cardioselectivo, produce regresion de la hipertrofia
ventricular izquierda ', asi como del remodelado arterial coronario 2 tras
48h de tratamiento.

La hipertension arterial es una de las causas mas importantes asociadas
a la aparicion de la fibrilacion auricular, una de las arritmias mas frecuentes
en la poblacién actual. La dronedarona es un bloqueante multicanal
empleado en el tratamiento de la fibrilacién auricular. Sin embargo, aun no
se ha estudiado su efecto sobre el remodelado arterial.

El presente estudio tiene como objetivo analizar el efecto de la

dronedarona sobre el remodelado vascular coronario.
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Material y Métodos

Para estudiar el efecto de la dronedarona sobre el remodelado vascular
coronario, se disefié un estudio en el que se usé como modelo experimental
la rata espontaneamente hipertensa (SHR) y, como control normotenso, la
rata Wistar-Kyoto (WKY), de 10 meses de edad. Las ratas SHR se
dividieron de forma aleatoria en dos grupos: un grupo tratado con el
farmaco (SHR-D n=24) y un grupo tratado con placebo (SHR n=24).
Asimismo, se estableci6 un grupo control normotenso (WKY n=24). La
dronedarona (100 mg/kg/dia) se administré durante 2 semanas. Finalizado
el tratamiento se estudiaron los siguientes parametros: 1) Estructura de las
arterias intramiocardicas y de la arteria coronaria descendente anterior, 2)
Reactividad vascular de la arteria descendente anterior y 3) Cambios en el

estrés oxidativo.

Resultados

Las ratas SHR controles presentaron cambios estructurales arteriales
asociados a la hipertensién arterial crénica: aumento del grosor de pared
(del grosor y contaje celular de la capa media), de los diametros interno y
externo, del area y de la densidad de colageno vascular, respecto al control
normotenso. Las ratas SHR controles mostraron una mayor respuesta
contractil y una menor capacidad vasodilatadora dependiente de endotelio,
respecto al control normotenso. Por utlimo, se comprobé la existencia de un

mayor estrés oxidativo en el grupo hipertenso.
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El grupo SHR-D mostré6 cambios significativos con respecto al grupo
SHR control. Se produjo una disminucion del grosor de pared y del area de
las arterias coronarias a expensas de una disminucién tanto del grosor
como del contaje celular de las capas media y adventicia, asi como una
disminucién del colageno vascular. El tratamiento con dronedarona restauré
la reactividad vascular, disminuyendo la respuesta vasconstrictora vy
mejorando la capacidad vasodilatadora dependiente de endotelio. Por
ultimo, se observaron cambios en el equilibro oxidante-antioxidante que
sugieren una mejora del estrés oxidativo tras la administracion de la

dronedarona.

Conclusiones

Nuestro estudio demuestra que la dronedarona produce una regresion
del remodelado vascular coronario en un modelo experimental de

hipertension arterial.
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4 Summary



Introduction and Objectives

Arterial hypertension is a relevant clinical issue as it produces left
ventricle and coronary arteries remodeling. Unsatisfactory control of arterial
pressure is associated to an increase in the incidence of cardiac failure,
myocardial ischemia, arrhythmias and other ischemic events. After a long
period (months to years) of treatment with some antihypertensive drugs
(such as ARA-II, IECA, calcium antagonists and beta-blockers), it is seen an
improvement in morbility and mortality. In a previous experimental study with
spontaneously hypertensive rats (SHR), our group proved that esmolol, a
cardioselective betabloker, produces an early regression of left ventricular
hipertrophy ', as well as coronary artery remodeling ? (after just 48h of
treatment).

Arterial hypertension is one of the most important causes of auricular
fibrilation (AF) ocurrence. Dronedarone is a multichannel blocker used for
the treatment of AF. However, its effect on arterial remodeling has not yet
been demonstrated.

The present study aims to analyze the effect of dronedarone on coronary

vascular remodeling.

Materials and Methods

To study dronedarone’s effect on arterial remodeling, we chosed
spontaneously hypertensive rats (SHR) as the experimental model and
Wistar-Kyoto rats (WKY) as normotensive controls. In both cases we used
10-month-old male rats. SHR rats were randomly assigned to 2 groups: one

group received dronedarone (SHR-D n=24) and the other one, normal saline
20



(SHR n=24). The normotensive control group (WKY n=24) was also treated
with normal saline. Dronedarone (100 mg/kg/day) was administered for 2
weeks. Once the treatment was finished, we studied the following variables:
1) Intramyocardial arteries and left anterior descending coronary artery
structure, 2) Left anterior descending coronary artery vascular reactivity and

3) Oxidative stress changes.

Results

Hypertensive controls (SHR) showed the characteristic structural
changes related to chronic arterial hypertension: increase in wall width and
cellularity of the media layer, as well as internal and external diameters,
cross-sectional area and collagen density, compared to normotensive
controls. We found higher contractile responses in SHR group, as well as, a
lower endothelium-dependent vasodilatory capacity, compared to
normotensive controls. Furthermore, we stated the existence of a higher
oxidative stress in SHR group, compared to WKY.

SHR-D showed significant changes compared to SHR. There was a
decrease in wall thickness and area of the coronary arteries at the expense
of a decrease in both the thickness and the cell count of middle and
adventitial layers, as well as a decrease in vascular collagen. Treatment with
dronedarone restored vascular reactivity, decreased vasoconstricting
responses and improved endothelium-dependent vasodilatory capacity.
Finally, there were changes in the oxidative-antioxidant balance that suggest
an improvement of the oxidative stress after the administration of

dronedarone.
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Conclusions
Our study shows that dronedarone produces a regression of coronary

vascular remodeling in an experimental model of arterial hypertension.
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5 Introduccion



5. INTRODUCCION

5.1 CARDIOPATIA HIPERTENSIVA

5.1.1 DEFINICION DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension arterial (HTA) se define como el hallazgo en repetidas
ocasiones, separadas en el tiempo, de unas cifras de presion arterial iguales o
por encima de 140/90 mmHg (cifras establecidas por consensos
internacionales como patoldgicas) 3. Este incremento persistente de la presion
arterial no es un simple hallazgo, sino que se trata de una enfermedad cronica
con multiples efectos a nivel sistémico.

Tras la realizacion de numerosos estudios, se calcula que la prevalencia
de dicha patologia alcanza un 20% de la poblacion a nivel mundial; siendo en
Espana de hasta un 30%. Dicho porcentaje experimenta un incremento
exponencial en relacion con la edad, llegando a alcanzar valores superiores al
75% en la poblacién de 70-74 afios de edad “. Esto la convierte en una de las

patologias con mayor prevalencia en la sociedad actual.

5.1.2 CARDIOPATIA HIPERTENSIVA: REPERCUSION CLIiNICA

Tal como nos demuestra su formula matematica, la presion arterial es el

resultado del producto del gasto cardiaco por las resistencias periféricas. Es
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decir, una elevacion en una de estas dos variables producira hipertension
arterial, si no es compensado por un descenso de la otra.

Inicialmente, encontramos una elevacion de la presion arterial,
mantenida fundamentalmente por un aumento de la actividad simpatica, y, por
consiguiente, un aumento del gasto cardiaco % ©.

A medida que la enfermedad progresa, el gasto cardiaco se normaliza 5,
por lo que, para conseguir mantener niveles similares de presion arterial, se
produce una vasoconstriccion que conlleva un aumento de la resistencias
periféricas totales . Esto implica un aumento de la postcarga cardiaca que, con
el tiempo, produce una hipertrofia muscular del ventriculo izquierdo (VI). Dicho
incremento de grosor ventricular altera la capacidad de relajacion del ventriculo
y, por consiguiente, disminuye la capacidad de llenado ventricular. Se produce
en este momento lo que se conoce como insuficiencia cardiaca diastdlica,
disfuncion diastolica o insuficiencia cardiaca con funcion sistélica preservada
(ICFSP).

Si no se controla la enfermedad, el resultado final sera una
miocardiopatia hipertensiva dilatada, resultado de una elevacioén persistente de
las presiones intracavitarias. Segun la ley de Frank-Starling, dicha dilatacion del
VI conlleva una disfuncion sistolica. La incapacidad para generar un volumen
sistélico adecuado conducira a una congestidn venosa retrégrada y edema

agudo de pulmon (EAP).
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5.1.3 CARDIOPATIA HIPERTENSIVA: VALOR PRONOSTICO

El incremento continuo y persistente de la presidén arterial (PA) tiene
numerosos efectos a nivel sistémico. El corazdén, el sistema vascular, el
sistema nervioso central y el rifdn son organos diana de esta enfermedad,
cuya afectacion implica un aumento significativo de la morbimortalidad 8.

La afectacion cardiaca producida por dicha enfermedad se conoce como
cardiopatia hipertensiva. Esta denominacién incluye todas aquellas
alteraciones secundarias a HTA: disfuncion diastélica, hipertrofia del ventriculo
izquierdo (HVI), disfuncion sistdlica, alteraciones en el sistema de conduccién
cardiaco y enfermedad arterial coronaria.

Debido a su importante repercusién, es esencial disponer de
herramientas que permitan una deteccion de la cardiopatia hipertensiva en
fases precoces y una identificacion de aquellos pacientes de alto riesgo
susceptibles de ser tratados. Numerosos estudios demuestran que un
tratamiento precoz y adecuado de dicha patologia mejora el prondstico de
estos pacientes °.

La HVI es el sustrato anatémico y fisiopatolégico en la génesis de la
cardiopatia hipertensiva. Aquello que inicialmente se produjo como mecanismo
fisiolégico de adaptacion a un aumento de postcarga ventricular izquierda, ha
demostrado ser un factor de riesgo independiente de eventos cardiovasculares
y mortalidad '%'". De hecho, el riego de mortalidad en aquellos pacientes
hipertensos con signos electrocardiograficos de sobrecarga ventricular
izquierda se eleva entre 1,5 y 6,8 veces en comparacion con los pacientes

hipertensos que no presentan estos cambios 2.
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Pese a la presencia de signos electrocardiograficos de HVI, ésta se
diagnostica fundamentalmente en base a imagenes ecocardiograficas. Un
estudio ecocardiografico demuestra un aumento de un 40% de los eventos
cardiovasculares por cada 39 g/m2 de aumento de la HVI 3. Dichos estudios
nos indican también una mayor prevalencia de HVI con la edad: 10-20% en la
poblacion menor de 55 arios frente a un 20-60% en mayores de 60 afios .
Encontraremos ademas un aumento de prevalencia de HVI en pacientes con
HTA grave y mal controlada: 12-30% en pacientes con HTA leve-moderada
frente a un 90% en casos de HTA muy grave .

Dada la importante morbimortalidad de esta enfermedad, se han llevado
a cabo numerosos estudios, experimentales y clinicos, enfocados a identificar
mecanismos y opciones terapéuticas capaces de inducir regresion de la HVI.
En esta direccion, se ha analizado el efecto de diversos farmacos
antihipertensivos [antagonistas del receptor de angiotensina IlI-subtipo 1 (ARA-
II), inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), bloqueantes
del receptor adrenérgico B (B-bloqueantes), calcio-antagonistas y diuréticos]
sobre la normalizacion de la masa o el peso ventricular. Los resultados han
demostrado que todos ellos, en mayor o menor medida, son capaces de
revertir la HVI a través de un proceso conocido como ‘“regresion del
remodelado ventricular”. En el caso de los farmacos 3-bloqueantes, se dispone
por ejemplo del estudio aleatorizado REVERT (acrénimo en inglés de Reversal
of Ventricular Remodeling with Toprol-X trial) '® que evalia el efecto del
tratamiento con metroprolol, a largo plazo, en pacientes asintomaticos con
disfuncion sistolica del VI. Tal como muestran los resultados de este estudio, el

tratamiento con metroprolol produce una reduccion de los volumenes
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telesistélico y telediastdlico y un aumento en la fraccion de eyeccion del VI,
ambos significativos, en el grupo de pacientes tratados con el farmaco en
relacion al grupo de pacientes sin tratar. Metoprolol ejerce por tanto un efecto
cardioprotector frente a la progresion del remodelado ventricular en pacientes
asintomaticos con disfuncion sistélica y protege frente a la progresion a
insuficiencia cardiaca (IC) sintomatica. En esta misma direccidon, nuestro grupo
de investigacion ha demostrado recientemente que otro B-bloqueante, el
esmolol, es capaz de revertir la HVlI en un modelo experimental de rata
espontaneamente hipertensa (SHR, acrénimo del inglés “spontaneously
hypertensive rats”) asi como el remodelado vascular coronario y aortico 121718,
La regresion del remodelado cardiovascular se produjo tras la administracion

de esmolol durante 48h.

5.2 REMODELADO VASCULAR

5.2.1 DEFINICION

La pared vascular esta formada por tres capas principales:
- Capa intima: constituida por células endoteliales.
- Capa media: donde hayamos las células de musculo liso.
- Capa adventicia: formada por fibroblastos.
Las células de estas tres capas interaccionan entre ellas para formar un

complejo autocrino-paracrino. La pared del vaso es capaz de detectar sefales
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intercelulares que se producen debido a cambios en el entorno y, mediante la
produccion de mediadores locales (factores de crecimiento local, sustancias

vasoactivas), ejercer su influencia sobre la estructura y la funcién del vaso.

Lamina elastica interna
Endotalio

Células

Lamina elastica exterma
Artena coronana descendente anterior

Figura 1. Estructura de la pared arterial. A, capa adventicia; C, cardiomiocitos; M, capa
media

En 1989, Baumach y cols ' acufiaron el término remodelado vascular,
en sus estudios con arteriolas piales de ratas espontaneamente hipertensas
propensas al accidente cerebrovascular (SPSHRs, acronimo del inglés stroke-
prone spontaneously hypertensive rats) para describir la desorganizacion de los
componentes de la pared vascular alrededor de un lumen disminuido. Hacia el
afio 1994, Gibbons 2° propuso el remodelado vascular como un proceso activo,
generalmente adaptativo, caracterizado por cambios estructurales que
involucran el crecimiento, muerte, proliferacion y migracion celular, asi como la
produccion y degradaciéon de sustancias de la matriz extracelular arterial. Todos

estos procesos son regulados de forma dinamica por la interaccién de factores
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de crecimiento, sustancias vasoactivas y estimulos hemodinamicos.

En 1993, Heagerty y cols. 2! introdujeron el término indice de
remodelado, que se define como la proporcidn de cambio del lumen (en
porcentaje) que contribuye al remodelado del vaso. Esto nos permite cuantificar
el grado de remodelado vascular. De acuerdo a esta definicion, un indice
elevado solo se puede evidenciar en arterias de pequeno calibre que,
precisamente, son las principales responsables de los efectos del remodelado

en el individuo 22,

5.2.2 TIPOS DE REMODELADO VASCULAR

Clasicamente, se ha hablado de remodelado hipertréfico como aquel que se
produce en las arterias de pequefio calibre de pacientes hipertensos y que esta
asociado a un incremento del grosor de la pared del vaso. Posteriormente, se
evidencio la existencia de un remodelado eutrdfico, es decir, aquel remodelado
vascular que no implica cambios en la cantidad o las caracteristicas de sus
componentes.

Actualmente, se reconocen dos tipos de remodelado vascular en las arterias

de pequefio calibre 212324, 25:

a) Eutréfico concéntrico: se objetiva una disminucion del lumen interno y

externo y un incremento del cociente grosor de pared/diametro interno,
sin variacion en la cantidad de material de pared ni en el area de la

seccion transversal del vaso (cross-sectional area o CSA). Es el tipo de
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remodelado vascular que predomina en la hipertension esencial en
humanos y que también encontramos en las ratas espontaneamente
hipertensas (SHR). Se cree que este remodelado se produce como
resultado de la combinacion de apoptosis celular en la periferia del vaso

y vasoconstriccion crénica 6.

b) Hipertréfico concéntrico: consistente en el engrosamiento de la pared

del vaso hacia el lumen con la consiguiente reduccion de su diametro
interno. Este remodelado implica un aumento del area de la seccion
transversal del vaso y del cociente grosor de pared/diametro interno del
vaso. Se observa frecuentemente en humanos con hipertension
secundaria. Consideramos hipertensién secundaria, por ejemplo, a la
hipertension debida a aldosteronismo primario, existencia de un
feocromocitroma 27, aparicion de hipertensién renovascular o la

hipertension asociada a diabetes mellitus (DM) 28 29,

5.2.3 FISIOPATOLOGIA DEL REMODELADO VASCULAR

Tal y como se ha descrito anteriormente, en la hipertension los cambios
hemodinamicos y su mantenimiento de forma cronica alteran la estructura de la
pared vascular. Sin embargo, existen también otros procesos implicados en el
remodelado vascular, tales como la apoptosis celular, la inflamacion, la fibrosis
o el crecimiento celular 22, Asimismo, los cambios en los componentes de la

matriz extravascular son mediadores importantes en el proceso de adaptacion
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tisular 3. A continuacion, se describen algunos de estos procesos que

contribuyen al remodelado vascular:

a) Apoptosis celular: el papel de los fendmenos apoptdticos en el

remodelado vascular no estda aun completamente dilucidado. En numerosos
estudios se ha evidenciado la existencia de eventos apoptéticos en las células
musculares lisas de los vasos sanguineos del corazén 3!, cerebro y rifion 32, asi
como en las arterias de ratas hipertensas 33. En uno de estos estudios se
constatd una reduccion de la tasa de apoptosis en las células de musculo liso
de arterias de pequefio calibre en SHR jovenes 3¢ Esto sugiere que el
responsable del aumento en el ritmo de crecimiento de la pared vascular y de
las resistencias del vaso en las ratas SHR podria ser la disminucion de los
fendmenos apoptoticos. En un segundo estudio, se analizé la tasa de apoptosis
en ratas SHR de 4 semanas y de 8-12 semanas. Esto permitié constatar la
existencia de valores mas altos de presién arterial en las ratas de mayor edad,
asi como un mayor cociente grosor de pared/diametro interno del vaso y una
tasa de apoptosis celular superior 2.

En el desarrollo del remodelado eutréfico concéntrico vascular
observado en las SHR podrian coexistir mecanismos de crecimiento y
apoptosis celular, de forma que se produjera crecimiento celular en la pared
interna del vaso junto con un incremento de la apoptosis focalizada,
fundamentalmente, en la parte externa del vaso. Actualmente, se conocen
unicamente algunos de los mecanismos implicados en la apoptosis, pero se
sabe de la existencia de muchos otros que permanecen desconocidos.

Asimismo, se desconoce si la apoptosis es resultado de un proceso primario o
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se debe a un mecanismo compensatorio del crecimiento celular concéntrico.
A continuacion, describiremos algunos de los principales mecanismos
con un papel reconocido en los procesos apoptéticos implicados en el

remodelado vascular:

6. Activacion de metaloproteasas: se conoce como metaloproteasas a las

metaloproteinas de la matriz extracelular (MMP), las cuales son
endopeptidasas dependientes de zinc. A nivel vascular, las MMP tiene
como funcién mantener la homeostasis de las estructuras extracelulares
que rodean la pared del vaso. Dicha funcion es ejercida a través de la
modulacién de interacciones intercelulares, sefiales de transmision y
liberacion de mediadores inflamatorios. Existen diferentes tipos de MMP 36
[colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y metaloproteasas de membrana
(MT-MMP)] cuya sintesis es inducida por ciertas citoquinas asi como por
interacciones intercelulares y de célula-matriz extracelular, en las que
juegan un papel importante las integrinas. De igual manera, las
transglutaminasas también parecen influir en el remodelado vascular
generando interacciones de los componentes fibrilares extracelulares con

sitios de union especificos en células de musculo liso 7.

7. Rarefaccion vascular: consiste en una disminucion de la densidad de

microvasos periféricos que conduce al cierre de las arteriolas (arteriolas
fantasmas) y capilares y a la posterior desaparicion de estas estructuras. La
rarefaccibn se produce a expensas de la activacion de fendmenos

apoptoéticos encaminados a disminuir la reserva vascular, produciendo
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menor débito sanguineo tisular e incrementando el riesgo de
complicaciones isquémicas. Ademas, la rarefaccion favorece también el
mantenimiento de unas resistencias periféricas elevadas en la hipertension
arterial. Este fendbmeno de rarefaccion también se ha evidenciado en las
ratas SHR. En estas ratas, se produce una disminucion de los niveles de
expresion del gen BAX/BCI-2 (implicado en la apoptosis celular) en las
arterias intramiocardicas y un incremento del mismo en las arteriolas y los

capilares.

b) Disfunciéon endotelial: se conoce como disfuncion endotelial a la

pérdida de funcion endotelial adecuada. Dicha disfuncion es un hallazgo comun
dentro de las enfermedades vasculares. Su instauracién es un paso clave en el
desarrollo de la arteriosclerosis. EI aumento de las especies reactivas de
oxigeno y la disminucion de la produccion de o6xido nitrico (NO) son los
mecanismos predominantes de la disfuncion endotelial. Cada dia hay una
mayor evidencia que relaciona enfermedades como la hipercolesterolemia, la
hipertension, el tabaquismo, la DM y otros factores de riesgo cardiovascular
con una marcada disfuncion endotelial 3. Entre los mecanismos mas
importantes implicados en el desarrollo de la disfuncion endotelial se

encuentran los siguientes:

- Inflamacion _endotelial: la activacion endotelial induce la expresion de

citoquinas, quimiocinas y moléculas de adhesién celular con el fin de
interaccionar con leucocitos y otras células inflamatorias. El objetivo final

de esta interaccién es favorecer la aparicion de inflamacion tisular.
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Estudiando el modelo experimental de hipertension arterial, se ha
encontrado un incremento de expresion de moléculas de adhesion
(integrinas), proteinas inflamatorias [proteina C reactiva (PCR)] y
proteinas con poder trombogénico [proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1 o CCL2) e inhibidor del activador del
plasminégeno-1 (PAI-1)] 3. Los efectos mediados por la activacion
endotelial anteriormente detallados favorecen, por un lado, la
transformacion de la estructura del arbol vascular con un incremento de
la proliferacion celular, mientras que, por otro lado, reducen la capacidad
vasodilatadora  endotelio-dependiente.  Todos estos procesos
predisponen en su conjunto al desarrollo de fendmenos trombo-
isquémicos con dafio tisular asociado 0.

A continuacion se describen los mecanismos inflamatorios mas
relevantes asociados a la disfuncion endotelial en el modelo de
hipertension arterial:

» Expresion de MCP-1: MCP-1 forma parte activa del proceso de
migracion e infiltracion endotelial monocito-macrofagocitaria,
induciendo la activacion de los factores de transcripcién nuclear
kappa B (NF-kB) y proteina activadora 1 (AP-1). Esto induce la
expresion de la interleucina 6 (IL-6) y la consiguiente activacion
de la proliferacion de las células musculares lisas 4.

» Incremento niveles de PCR: este aumento de expresién induce la
adhesién y migracién leucocitaria, estimulando la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias y la expresion de moléculas de

adhesion celular (CAM) 42. Con frecuencia, el aumento de los
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niveles de PCR se asocia a un estado de procoagulabilidad y a
una disminucién de la biodisponibilidad de NO endotelial por
inhibicién de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) endotelial.

» Incremento del numero de células inflamatorias en la capa
adventicia: este hecho es considerado una de las principales
fuentes de produccién de radicales libres de oxigeno implicados

en la fisiopatologia vascular 3.

Estrés oxidativo: el término estrés oxidativo fue definido por primera vez

en 1985 por Sies y cols. 4. Es un término que hace referencia a un
disbalance entre los productos pro- y anti-oxidantes y que conduce al
incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la disminucién
de la biodisponibilidad de NO. El estrés oxidativo se asocia por tanto a
una alteracion de la capacidad de vasodilatacién, asi como a una
alteracion de la homeostasis celular y a dafo tisular 5. Los estudios
clinicos que se han realizado en pacientes con hipertension arterial
muestran que las cifras de presion arterial sistélica y diastdlica guardan
una relacion directa con la producciéon de biomarcadores de estrés
oxidativo y una relacion indirecta con los niveles de antioxidantes
plasmaticos 464748,

A continuacion, mostramos los principales procesos de estrés
oxidativo implicados en el dafno endotelial en el modelo experimental de
hipertension arterial:

» Reduccion de la biodisponibilidad de NO: como molécula

sefalizadora, el NO participa en diversos procesos bioldgicos,
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incluyendo el control de la presion arterial, la inhibicion de la
proliferacion y migracién celular y la prevenciéon de la agregacion
plaquetaria 4° (Fig.2). EI NO es un potente vasodilatador
producido por el endotelio que induce relajacion de las células
musculares lisas vasculares. Dicha relajacion se produce
mediante la activacion de la enzima guanilato ciclasa, con la
consiguiente generacion de guanosin monofosfato ciclico (GMP
ciclico o GMPc) y disminucion del calcio intracelular [Ca 2+]i *.
Tal como se ha indicado, la sintesis de NO se lleva a cabo en el
endotelio a cargo de la enzima NOS endotelial (eNOS), que
transforma la arginina en citrulina mediante una reaccion redox en
la que participan 5 electrones (Fig.3). El estimulo fisiolégico que
activa esta produccion de NO endotelial y que, por tanto, es
responsable de la vasodilatacion del endotelio sano es el
neurotransmisor acetilcolina (Ach). La vida media del 6xido nitrico
es de pocos segundos. Debido a que se trata de una molécula
altamente liposoluble, el NO presenta una elevada tasa de

difusién a través de las membranas celulares.
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Figura 3. Sintesis de NO.

38



La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un antagonista
competitivo de eNOS que se elimina, mayoritariamente,
metabolizada por la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH)
y, en una pequefa proporcidn, sin metabolizar por la orina. La
mayoria de los factores de riesgo cardiovascular inhiben la
actividad de la DDAH vy, por tanto, producen un incremento de los
niveles de ADMA plasmaticos que interfieren con la generacion

de NO, incrementando el estrés oxidativo (Fig.4) 5'- 52,
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Figura 4. Esquema que muestra el origen y funcion de la arginina-dimetil-asimétrica o
ADMA. Traducido de The Role of Asymmetric Dimethylarginine (ADMA) in Endothelial
Dysfunction and Cardiovascular Disease. Latika Sibal, Sharad C Agarwal, Philip D
Home, Rainer H Boger. Curr Cardiol Rev. 2010; 6(2): 82—90.
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» Aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS): cuando se
ha estudiado el modelo experimental de HTA se ha evidenciado la
existencia de un aumento en la produccion de ROS. Este hecho
favorece el remodelado vascular, la inflamacion y la disfuncion
endotelial 53. Las ROS, derivadas de la molécula de oxigeno (Oz2)
por reduccion quimica parcial, son moléculas muy reactivas ya
que poseen electrones desapareados que les permiten reaccionar
con otras moléculas organicas a través de procesos de Oxido-
reduccion (REDOX) 4. Este grupo incluye a los perdxidos de
hidrégeno (H20:2), producidos cuando el O2 es reducido con dos
electrones, y las formas reactivas de oxigeno, que abarcan al
radical anién superoxido (O2¢ —) y al radical hidroxilo (HO-).
Aunque también se sintetizan en el reticulo endoplasmatico y el
citoplasma, la principal fuente de produccion de estos
compuestos es la mitocondria. En presencia de ciertos estimulos,
todas las células de la pared vascular son capaces de generar
ROS. Esto ultimo se produce por ejemplo en la hipertension
arterial °. En esta patologia, existe un aumento en la actividad de
las enzimas que participan activamente en la produccion de ROS
(NAPDH, xantina oxidasa y mieloperoxidasa, entre otras).

» Disminucion de las defensas antioxidantes enzimaticas y no
enzimaticas: en numerosos estudios con pacientes hipertensos se
ha observado una disminucion de la expresion de las defensas

antioxidantes enzimaticas, tales como la superdxido dismutasa
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(SOD), glutatiéon peroxidasa y catalasa °°. Asimismo, se ha
constatado también la disminucion de otros agentes
neutralizantes (scavengers) de ROS no enzimaticos (vitamina E,
vitamina C, glutation) %3 %4 5556 | a SOD constituye la primera
defensa antioxidante enzimatica que presenta la célula para hacer
frente al exceso de ROS, y su accion estd complementada por la
catalasa de forma que ambas enzimas, conjuntamente, puedan

transformar el Oz¢ — en O2 y H20.

Expresion de moléculas de adhesiéon celular: el endotelio disfuncionante

activa la expresion de integrinas y otras moléculas capaces de atraer
leucocitos y otras células inflamatorias hacia la pared del vaso. Durante
este proceso, se incrementa de forma especifica la expresion de E-
selectina, considerada uno de los biomarcadores de dafio endotelial mas

importantes.

Vasoconstriccion: la vasoconstriccion crénica se asocia a procesos

inflamatorios, activacién del depdsito de colageno, acumulacion de
fibronectina y produccion de otros componentes de la matriz
extracelular. Todo ello conduce a un remodelado eutréfico concéntrico
del vaso. Esta asociacion entre vasoconstriccion y remodelado fue
ensayada in vivo en arterias mesentéricas de ratas expuestas a una
perfusion continua de adrenalina durante 7 dias °6. Al finalizar el
tratamiento, se observé un remodelado concéntrico de estas arterias.

Este remodelado fue independiente de la presion intravascular generada
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dentro de las mismas.

- Expresiéon de endotelina-1: Se han encontrados niveles elevados de

endotelina-1 en diversos modelos experimentales de hipertension. Un
ejemplo es el representado por las ratas DOCA (tratadas con acetato de
desoxicorticosterona) %’. De la misma manera, se ha constatado un
aumento de expresion del RNA mensajero de la pre-pro-endotelina-1 en
el endotelio de las arterias de pequeno calibre del tejido subcutaneo
gluteo en humanos %8. El incremento de los niveles de endotelina-1 se
asocia a un remodelado vascular hipertrofico, que puede corregirse con
antagonistas de la endotelina %°. La elevacion de la presién arterial y/o
de los niveles plasmaticos de aldosterona activan la expresion de

endotelina-1 en endotelio 0. 61,

c) Fibrosis de matriz_extracelular: en el modelo de hipertension se

produce depodsito de material fibrético alrededor del vaso, principalmente en
forma de colageno. Este depdsito altera la relacion presion pasiva/diametro
interno del vaso y, en definitiva, induce rigidez en la pared vascular. La
acumulacion del colageno se manifiesta, de forma muy clara, a nivel de los
vasos coronarios y, en menor medida, alrededor de la aorta 2 y de las arterias
mesentéricas de ratas SHR 93 64 Paraddjicamente, sin embargo, se ha
observado que en pacientes jévenes con hipertensién leve-moderada, el
incremento del depdsito de colageno puede asociarse a una reduccion en la
rigidez del vaso 9. Este ultimo dato indica que el incremento de rigidez de la

pared del vaso no es fruto del acumulo de colageno en si, sino mas bien del
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tipo de reclutamiento de las fibras de coldgeno que se desencadena tras la
exposicidn a presiones intravasculares elevadas.

Hay toda una serie de mediadores que activan los procesos de fibrosis
vascular. Entre ellos figuran la aldosterona %, la angiotensina Il, el factor de
crecimiento tisular B (TGF-B) y la endotelina-1 €. La angiotensina Il promueve
la produccion de colageno de tipo | en las células del musculo liso vascular,
mientras que la aldosterona induce el depdsito extracelular de colageno tipo | y
tipo Il y de fibronectina €. Por otra parte, se ha encontrado una relacién inversa
entre el depdsito de colageno y el nivel de expresion TGF-B. De esta manera
encontramos menores niveles en ratas SHR respecto a ratas normotensas

WKY ©7.

d) Activacidon del eje renina-angiotensina-aldosterona: la activaciéon

del eje renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) es otro de los eventos
importantes que se producen en el proceso de remodelado vascular 68 69,
Experimentalmente, se ha podido demostrar la asociaciéon entre remodelado
vascular y SRAA en un modelo de hipertensién asociada a sindrome
metabdlico, como es el de la rata hipertensa alimentada con fructosa (FFHR,
acronimo del inglés Fructose-fed Hypertensive Rat) °. En este modelo se
evidencidé un incremento en la expresion de receptores de angiotensina-ll-
subtipo 1 (AT1R) y un descenso del subtipo 2 (AT2R), lo cual se asocia a
disfuncion endotelial, crecimiento e hipertrofia celular de la pared del vaso.

A continuacién, describiremos brevemente algunos de los mecanismos
fisiopatoldgicos que relacionan la activacion del SRAA con el remodelado

vascular:
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- Activacion del SRAA: dicha activacidon se ha relacionado con el aumento

del estrés oxidativo y activacién de los factores de transcripcién AP-1 y
NK-xB, responsables de la amplificacion de la respuesta inflamatoria y

de la activacion de la transcripcion de citoquinas y quimiocinas.

- Angiotensina Il: esta proteina se encarga de la regulacién homeostatica

del sistema cardiovascular. Por tanto, el incremento cronico de
angiotensina Il esta implicado en la patogénesis de la enfermedad

cardiovascular.

- Aldosterona: la aldosterona interacciona con receptores de
mineralocorticoides (MR) provocando asi disfuncion endotelial,
trombosis, hipertrofia vascular y fibrosis cardiaca. Ademas, esta
implicada también en el crecimiento y proliferaciéon de las células del

musculo liso vascular.

5.2.4 EVOLUCION CLINICA DEL REMODELADO VASCULAR

Lo que caracteriza a la HTA es la perpetuacion de presiones elevadas
en el interior del vaso, mantenidas inicialmente a expensas del aumento del
gasto cardiaco y, posteriormente, a expensas de un incremento de las
resistencias vasculares periféricas totales °. El remodelado vascular en la HTA
surge al inicio como un mecanismo adaptativo compensatorio y, con el tiempo,
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se transforma en un mecanismo mal-adaptativo que compromete la funcion
vascular e incrementa el riesgo de desarrollar infarto agudo de miocardio (IAM)
y otros eventos tromboembdlicos sistémicos. En el 100% de los pacientes con
HTA en estadio | se observa una alteracién estructural del arbol vascular. Dicha
alteracién es fruto de la evolucion natural del remodelado de las arterias
coronarias. Conforme avanza el remodelado vascular, a la alteracién
estructural se le suma la disfuncién endotelial y la HVI (presentes sélo en el
60% vy el 45% de los pacientes, respectivamente, durante esta fase precoz de
la enfermedad) 7.

Las alteraciones estructurales que se producen en los vasos de pequeio
calibre tienen un importante valor prondstico en el paciente hipertenso. Se ha
demostrado, de forma contundente, que los pacientes con mayor cociente
grosor de pared/didametro interno (GP/DI) presentan un aumento en la
incidencia de eventos cardiovasculares, en forma de infarto o accidente
cerebrovascular 7273, Actualmente, la bUsqueda de terapias eficaces para
revertir estas alteraciones morfolégicas constituye una de las prioridades en el

campo de la investigacién cardiovascular.

5.3 DRONEDARONA

Dronedarona es un farmaco antiarritmico, de aparicién relativamente
reciente, derivado de la amiodarona. Al igual que ésta, se trata de un derivado

del benzofurano que actua como bloqueante de multiples canales idnicos, lo
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que le confiere sus propiedades como antiarritmico. Se distingue de la

amiodarona por la ausencia de dos grupos de yodo, responsables en ésta

ultima de la toxicidad tiroidea o pulmonar. Presenta ademas un grupo

metilsulfonamida, que reduce la afinidad lipofilica del compuesto y con ello su

vida media (Fig.5). La dronedarona es por tanto un farmaco con una menor

vida media que la amiodarona y una tasa de efectos secundarios disminuida.
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Figura 5. Estructura quimica de la dronedarona y de la amiodarona. Extraido de Dronedarone:
current evidence for its safety and efficacy in the managment of atrial fibrilation. Patrick A
Schweizer, Rudiger Becker, Hugo A Katus, Dierk Thomas. Drug Des Devel Ther. 2011;5: 27—

39.
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5.3.1 FARMACOCINETICA

La dronedarona es un farmaco con una rapida absorcion por via oral
(70-94%), especialmente si se acompana de la ingestion de alimentos. Sin
embargo, su biodisponibilidad global es tan solo del 15% debido al importante
metabolismo de primer paso hepatico que sufre. Presenta un metabolito activo,
la N-desbutil-dronedarona, aunque mucho menos potente.

La concentracion pico de dronedarona se consigue a las 4h de su
ingesta y, dada su menor liposolubilidad, su vida media es de tan solo 24h (a
diferencia de la amiodarona, que presenta una vida media mucho mayor, de
hasta semanas). Con la administracion de la dosis habitual de 400 mg dos
veces al dia, el estado de equilibrio se alcanza en 7 dias. Presenta una elevada
union a proteinas (98%) y su eliminacién se lleva a cabo a través de la

excrecion fecal de productos del metabolismo por el citocromo CyP3A4 hepatico

74

5.3.2 FARMACODINAMICA

De forma similar a la amiodarona, la dronedarona actua sobre multiples
corrientes ionicas, lo que altera las propiedades electrofisidlogicas de la
membrana de las células cardiacas. Los principales canales sobre los que
actua son los siguientes 5 76:

- La corriente de calcio de tipo L (IcaL).
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- Los componentes rapido (Ikr) y lento (lks) de la corriente rectificadora
tardia de potasio.

- El canal de entrada rectificador de potasio (Ik1).

- La corriente de potasio dependiente de acetilcolina (I, Ach).

- La corriente de entrada de sodio (Ina).

- La corriente de marcapasos (lr).

La inhibicién de los canales anteriores por parte de la dronedarona se

traduce en los siguientes efectos a nivel cardiaco (Fig.6):

a) Inhibicién de la actividad auricular reentrante: la dronedarona prolonga la

duracion del potencial de accion al inhibir canales de potasio, como los
componentes rapido y tardio de la corriente rectificadora de potasio y los
canales K2P 77, lo que le confiere propiedades antiarritmicas de la clase
[l de Vaughan-Williams. Al retrasar la entrada de potasio en la célula, la
repolarizacién se prolonga, por lo que la célula tarda mas en salir del
periodo refractario y, por tanto, en estar preparada para una nueva
despolarizacion. Esta prolongacién del potencial de accién auricular
dificulta que se pueda mantener la actividad de un circuito de reentrada
8 Sin embargo, este mismo efecto a nivel ventricular podria causar la
aparicion de los llamados postpotenciales precoces, es decir, actividad
ventricular espontanea que se traduce en forma de extrasistolia

ventricular o arritmias del tipo de la torsade de pointes °.
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La dronedarona inhibe la corriente despolarizadora de calcio de
tipo L (lca), por lo que también tiene un efecto como farmaco
antiarritmico de clase IV. Este efecto contrarrestaria el efecto facilitador
de los postpotenciales precoces mencionado anteriormente e impediria
una prolongacién excesiva de la repolarizacion.

La corriente de potasio dependiente de acetilcolina (Ik, ach) esta
mediada por la actividad parasimpatica a través de receptores
muscarinicos y acelera la repolarizacion celular. Por tanto, puede facilitar
el mecanismo de reentrada. La inhibicion por parte de la dronedarona de
esta corriente podria ser beneficiosa en pacientes con FA crénica en los
que se ha descrito una activacion mantenida de la misma sin necesidad
de estimulo parasimpatico 8°. La entrada mantenida de potasio hace que
el potencial basal de membrana pase a un estado hiperpolarizado que

hace que la célula sea mas excitable 8.

Inhibicién del automatismo auricular: la actividad ectopica auricular es

uno de los mecanismos asociados a la aparicion de fibrilacidon auricular
(FA) en tejidos predispuestos 82. Al inhibir la corriente de entrada de
sodio (Ina), que es la principal corriente i6nica despolarizadora, se
reduce la excitabilidad celular y, por tanto, la tasa de ectopias. Este
efecto se engloba dentro de la clase Ic de Vaughan-Williams. Cabe
destacar que este ultimo efecto es mas potente en aquellas células que
ya se encuentran parcialmente despolarizadas, lo cual hace que la
dronedarona tenga mayor efecto sobre las células auriculares, que

poseen un menor potencial de membrana que las ventriculares. De igual
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manera, esta inhibicion de la corriente idnica de sodio en células
ventriculares podria correlacionarse con el empeoramiento en la clase
funcional de pacientes con insuficiencia cardiaca.

Al inhibir la corriente de marcapasos ls, la dronedarona tiene un
efecto cronotrépico negativo. Presenta también un efecto dromotrépico
negativo, ya que enlentece la conduccion a través del nodo
auriculoventricular, aumenta el intervalo PR en ritmo sinusal y reduce la
respuesta ventricular en pacientes con FA. En esto podria estar también
implicado su efecto de inhibicién sobre la corriente de marcapasos.

La dronedarona inhibe tanto la corriente de calcio lca. como la
actividad de la corriente de intercambio Na*/Ca?* (Incx). Ambas
corrientes idnicas presentan una actividad aumentada en pacientes con
FA. En estos pacientes se produce una mayor salida de calcio del
reticulo sarcoplasmatico al citoplasma, hecho que implica un mayor
intercambio de calcio por sodio y, por tanto, una mayor corriente de
entrada de sodio en la célula cardiaca. Este es uno de los mecanismos
implicados en la aparicion y mantenimiento de las arritmias auriculares,
asi como también se ha asociado al remodelado auricular 8. Como
contrapartida, este mismo efecto de inhibicién de la disponibilidad de
calcio implica una accion inotrépica negativa, que podria resultar

perjudicial en determinados pacientes.
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Figura 6. Acciones de la dronedarona. Extraido de Pleiotropic Effects of Antiarrhythmic Agents:
Dronedarone in the Treatment of Atrial Fibrillation. Jordi Heijman, Gerd Heusch, Dobromir
Dobrev. Clin Med Insights Cardiol. 2013;7: 127-140.
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5.3.3 INTERACCIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

La dronedarona presenta una serie de interacciones farmacoldgicas

debidas a que actua con inhibidor del citocromo CYP3A4, de la glicoproteina P y

del citocromo CYpP2D6. A continuacidn, referiremos algunas de las mas

relevantes:

El ketoconazol, como inhibidor del CypP3A4, puede incrementar de
forma significativa los niveles plasmaticos de la dronedarona. Por
este motivo, se debe evitar el tratamiento simultaneo con
dronedarona y antifungicos, antibioticos macrolidos o inhibidores de
la proteasa. Sin embargo, hay combinaciones con inhibidores
moderados del citocromo, como el verapamilo o el diltiazem, cuya
asociacién con dronedarona esta permitida, aunque debe hacerse
bajo un estricto control.

Tal como se ha referido anteriormente, la dronedarona inhibe la
glicoproteina P, implicada en la metabolizaciéon de la digoxina. Por
ello, si fuera necesario combinar ambos farmacos, deberian usarse
menores dosis de digoxina y monitorizar sus niveles plasmaticos.

De la misma manera, dronedarona aumenta hasta 4 veces los
niveles plasmaticos de simvastatina, por su accion sobre CypP3A4.
Habra que vigilar por tanto la aparicion de efectos secundarios y de
miopatia.

Los nuevos farmacos anticoagulantes (dabigatran, rivaroxaban o

apixaban) se veran también afectados por su combinacion con
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dronedarona y deberan usarse con cautela. Sin embargo, no se han
visto cambios en los niveles de INR con warfarina o acenocumarol 8.
- Por su accion sobre el citocromo puede aumentar también
discretamente la biodisponibilidad del metoprolol.
- Aunque su efecto proarritmico es bajo, se debe evitar su asociacion

con farmacos que puedan prolongar el QT.

En cuanto a los efectos secundarios, la dronedarona presenta un perfil

de seguridad mejorado respecto a la amiodarona:

Los efectos secundarios mas frecuentes son los gastrointestinales
(nduseas, vomitos y diarrea) y cutaneos (rash), aunque con una
intensidad leve habitualmente.

La dronedarona puede producir bradicardia y prolongacién del intervalo
QT.

La dronedarona puede producir un falso incremento de los niveles de
creatinina por la inhibicion del transporte tubular de la misma.

Se han comunicado varios casos de hepatotoxicidad grave que han
suscitado el disefio de numerosos estudios al respecto. Por ello, deberia
monitorizarse la funcion hepatica en todo paciente en tratamiento

cronico con dronedarona 8% 86,
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5.3.4 EVIDENCIA CLINICA DEL USO DE LA DRONEDARONA

La dronedarona es un farmaco de primera linea para mantener el ritmo
sinusal tras la cardioversion de la fibrilacion auricular, sea paroxistica o
persistente, de acuerdo con las Guias de Practica Clinica de la Sociedad
Europea de Cardiologia 8 y del American Heart/American College of

Cardiology 8.

Clase de Nivel de
Recomendaciones

recomendacion | evidencia

Dronedarona se recomienda en pacientes con fibrilacion
auricular recurrente  como un agente antiarritmico
moderadamente efectivo para el mantenimiento del ritmo

sinusal.

Tras la cardioversion, se puede considerar mantener un
tratamiento antiarritmico de corta duracién (4 semanas) en
pacientes seleccionados (por ej. aquellos en riesgo de

complicaciones asociadas al tratamiento).

No se recomienda el uso de dronedarona en pacientes con

fibrilacién auricular permanente.

Tabla 1. Recomendaciones de uso de la dronedarona. Extraida y traducida de las
recomendaciones del American Heart/American College of Cardiology.

La dronedarona es un farmaco que debe ser pautado y supervisado por
profesionales con experiencia en el manejo de antiarritmicos, segun la Ficha

Europea de Caracteristicas del Producto. Es decir, es un farmaco que requiere
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seguimiento por un cardidlogo. Si durante el tratamiento aparece un nuevo
episodio de FA y se desestima la reversion del ritmo, debera abandonarse el
uso de dronedarona.

La Agencia Europea del Medicamento, en base a los resultados del
estudio ANDROMEDA, contraindica este farmaco en pacientes con
insuficiencia cardiaca con clase NYHA Il o IV o disfuncion ventricular
moderada o en pacientes inestables hemodinamicamente. Por otra parte, el
uso de dronedarona en la insuficiencia cardiaca de clase NYHA | o Il se
reservaria unicamente para aquellos casos en que no hubiera otra alternativa.

En el caso de la hipertrofia ventricular izquierda o la cardiopatia
isquémica, la dronedarona se ha considerado segura ya que no se ha asociado

a efectos proarritmicos relevantes.

La aprobacion del uso de dronedarona motivd el desarrollo de
numerosos estudios para explorar sus acciones y posibles efectos secundarios.

Durante la realizacion del estudio ATHENA 8, se observo una reduccion
significativa de los ingresos por sindrome coronario agudo. Este efecto podria
deberse a que la reduccion de la frecuencia cardiaca implica una reduccion del
consumo de oxigeno y un aumento de la duracion de la diastole, que
favoreceria el flujo coronario. Este farmaco tiene también un efecto
antihipertensivo debido a su accion bloqueadora de los receptores a
adrenérgicos y, por el mismo motivo, podria reducir la vasoconstriccion
asociada a isquemia miocardica en paciente con patologia coronaria. Por
ultimo, en un estudio experimental se sometidé a cerdos a isquemia por bajo

flujo controlado en la arteria coronaria descendente anterior y se comprobo el
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efecto de la dronedarona sobre la reduccién del tamafio del infarto °°. El
mecanismo no es bien conocido, pero podria estar asociado con la capacidad
del farmaco de reducir una acumulacion téxica de calcio intracelular.

Uno de los subestudios del ensayo ATHENA 8 sugiri6 que la
dronedarona podria reducir la incidencia de ictus, efecto que no ha sido
descrito para ningun otro farmaco antiarritmico. Se desconocen los
mecanismos implicados, aunque algunos de ellos podrian deberse al propio
efecto antiarritmico del farmaco o a la reduccién tanto de la presién arterial
como de la frecuencia cardiaca. Ademas, también se ha evidenciado una
reduccion del tamano del infarto cerebral tras la oclusién controlada durante
una hora de la arteria cerebral media en un modelo de ratas °'.

Otro efecto interesante, es su utilidad frente a la enfermedad de Chagas.
Al igual que la amiodarona, la dronedarona tiene un efecto antiparasitario
directo al interferir con el metabolismo del calcio y la sintesis de esteroles de
membrana de Trypanosoma cruzi 9. Sin embargo, quizads mas inesperado,
resulta el efecto inhibidor todavia mas potente sobre el crecimiento de

Leishmania mexicana 93.
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5.4 TRATAMIENTO DEL REMODELADO VASCULAR

5.4.1 REGRESION DEL REMODELADO VASCULAR

El hecho de que la vasoconstriccion cronica sea un mecanismo de
remodelado arterial concéntrico permite hipotetizar que la vasodilatacion
inducida por antihipertensivos deberia producir el efecto contrario, es decir, un
remodelado arterial excéntrico. Dicho remodelado se traduciria en una
disminucién del dafio tisular y los fendmenos isquémicos asociados a la HTA °.
Esta hipdtesis parece suficientemente sustentada por estudios in vivo
realizados en arteria mesentérica de ratas con hipertensién inducida por
adrenalina. En estas ratas la infusion de amlodipino produjo reversion del
remodelado del vaso %.

Pese a que los anteriores resultados han sido corroborados en estudios
posteriores con otros farmacos hipotensores, los mecanismos fisiopatoldgicos
implicados en la reversion del remodelado vascular con este tipo de farmacos
no han sido aun completamente esclarecidos.

Segun el tipo de farmaco vasodilatador empleado, se han hallado
efectos muy dispares sobre las resistencias vasculares periféricas. La
expresion de diferentes subtipos de NADPH oxidasas (nox1, nox2 y nox4), y
sus correspondientes subunidades, en células de musculo liso y endotelio
podria explicar la diferente eficacia mostrada por los distintos farmacos
vasodilatadores en relacién con la normalizacion de la estructura vascular .

Asi, varios estudios que utilizan métodos pletismograficos muestran una
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normalizacion de la estructura del vaso de pequeno calibre en pacientes
tratados con calcio-antagonistas, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECAS) o antagonistas del receptor de la angiotensina Il (ARA-II),

pero no en los tratados con B-bloqueantes %.

5.4.2 FARMACOS QUE ACTUAN SOBRE EL REMODELADO VASCULAR

Ensayos clinicos prospectivos y randomizados realizados en pacientes
hipertensos sugieren que el tratamiento antihipertensivo previene la apariciéon
de eventos cardiovasculares y que, en dicho efecto protector, juega un papel
determinante la capacidad del anterior tratamiento para revertir el remodelado
vascular. Se ha demostrado que, en este grupo poblacional, la simple
normalizacion de la tension arterial sin una regresion del remodelado asociada
(por ejemplo, tras la exposicion a nitroglicerina) no mejora el prondstico .
Como mostramos a continuacion, la evidencia sugiere que la regresion del
remodelado vascular en la HTA se manifiesta de distinta manera en funcién del

vasodilatador empleado y del tipo de arteria estudiada:

a) Regresién _del remodelado en vasos de gran calibre: algunos

farmacos hipotensores como los calcio-antagonistas, IECA, ARA-Il o la
espironolactona, parecen alterar las propiedades estructurales de las arterias
de gran calibre o de conduccién. Los calcioantagonistas, como el nifedipino %y

el amlodipino %, los IECA % y los ARA-II, estimulan la apoptosis de las células
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musculares lisas de la aorta toracica de la rata SHR. Por otra parte, la
hidralazina, a pesar de su accién hipotensora, no consiguié demostrar dicho
efecto '%°. Se conoce poco sobre la fisiopatologia que relaciona la apoptosis
con el remodelado vascular y los datos son contradictorios. Algunos estudios
indican que la apoptosis se manifiesta de forma ciclica, durante periodos
limitados de tiempo 101192 Sin embargo, otros estudios encuentran un
incremento mantenido de la apoptosis durante 12 meses de tratamiento con
enalapril y amlodipino ®8 y a lo largo de 16 semanas con quinapril 1%3,

Algunos farmacos antihipertensivos (B-bloqueantes, nitratos, calcio-
antagonistas, IECA, ARA-Il y la espironolactona) disminuyen la rigidez de la
pared vascular '941%  Un estudio preclinico publicado recientemente por
nuestro grupo de investigacion muestra el efecto de un [(-bloqueante
cardioselectivo, el esmolol, sobre el remodelado de la aorta toracica 6. La
administracién del esmolol durante 48h produjo regresién del remodelado
estructural (disminucién del grosor de la pared y del area del vaso), asi como

disminucién de la rigidez de la aorta.

Dentro de los mecanismos conocidos implicados en la regresion del

remodelado vascular, se encuentran los siguientes:

- Reversion de la rigidez: los nitratos consiguen dicho efecto a

través de su efecto vasodilatador '%. Sin embargo, el resto de
farmacos anteriormente mencionados logran aumentar la
complianza vascular a través de mecanismos antifibréticos,

particularmente mediante la inhibicion del TGF-B1. Esta
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disminucién de la rigidez del vaso genera una disminucién en la
impedancia, con un retraso en la reflexion de la onda de pulso v,
en consecuencia, una reduccion de la presion de pulso a nivel

central en la aorta.

Bloqueo del SRAA: los IECA y ARA-Il actuan bloqueando el eje

renina-angiotensina-aldosterona y asi, evitan la activacion del
AT1R vy, por tanto, reducen el [Ca?'] y la actividad de Pyk-2 y
NADPH oxidasa. Con este efecto actuan también en otros
mecanismos de remodelado vascular. Adicionalmente, la
aldosterona induce un aumento del depdsito de colageno. Por
tanto, la administracion de su antagonista, el farmaco eplerenona,
reduce la rigidez de todo tipo de arterias, tanto las de gran %7

como las de pequefio calibre 198,

Cambios en la distensibilidad del vaso: los B-bloqueantes como el

atenolol producen cambios en la distensibilidad del vaso '%°. Se
produce ademas una reduccion de la frecuencia cardiaca que
incrementa la presion de pulso, asi como una vasoconstriccion
periférica 10, Esto podria explicar, en parte, la menor eficacia de
los B-bloqueantes para prevenir los eventos cardiovasculares en

comparacion con los farmacos inhibidores del SRA 1,
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b) Regresién del remodelado en vasos de pequeiio calibre:

Cambios en la estructura de los vasos: los cambios en el remodelado de

las arterias de pequefio calibre subcutaneas parecen reflejar, de manera
fidedigna, los cambios que se producen en otros vasos de pequefio
calibre, como las coronarias 214, Diversos estudios han demostrado
que los IECA "5117 ARA-II 8119 y algunos calcioantagonistas 120121
normalizan la estructura de arterias de pequefo calibre en tejido
subcutaneo gluteo de los pacientes con HTA. En cambio, otro estudio
revela que el verapamilo aumenta el numero de células musculares lisas
apoptdticas en arterias coronarias de SHR ' Ademas, se ha
demostrado que eplerrenona reduce la rigidez de arterias de pequefo
calibre en pacientes hipertensos '%; dicho efecto es el resultado de la
reduccion del depodsito de colageno y del cociente colageno/elastina en
la pared del vaso producidos por el farmaco. El bloqueo del SRAA (con
IECA, ARA- Il) también mejoré el remodelado en las arterias de pequefio
calibre de los sujetos con DM-2 122123 Recientemente, un agonista
selectivo del receptor ATz2R, el compuesto 21, ha mostrado su capacidad
para reducir el depdsito de colageno alrededor de la aorta y las
coronarias, asi como para reducir la rigidez de vasos de pequefio calibre
a la vez que mejora la disfuncion endotelial en el modelo de ratas
espontaneamente  hipertensas con  propension al accidente
cerebrovascular (SPSHR, acrénimo del inglés  Stroke-prone
spontaneously hypertensive rat). Este ultimo efecto se vio potenciado al

asociar un tratamiento paralelo con ARA-Il, independientemente del
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efecto observado sobre la presion arterial '**. En la literatura
encontramos que, los [B-bloqueantes como el atenolol, no parecen
mejorar la estructura de los vasos de pequefio calibre 25, Sin embargo,
estudios preclinicos realizados por nuestro grupo de investigacion
muestran la regresion del remodelado de las arterias intramiocardicas 7
y de las arterias coronarias '8 tras 48h de tratamiento con esmolol (B-

bloqueante cardioselectivo).

Cambios en la funcién de los vasos: diversos estudios parecen indicar

que la terapia antihipertensiva mejora la funcion deteriorada de las
arterias de pequeno calibre causada por la HTA. Todos los datos
recogidos parecen coincidir en que la normalizacion de la funcién
endotelial depende, en gran medida, del tipo de farmaco antihipertensivo
mas que de su efecto sobre la presion arterial. De esta manera, se ha
descrito que la administracién de enalapril o amlodipino produce mejoria
de la relajacion inducida por Ach %. Similares resultados han sido
observados con los ARA-II 118 119,126 y |og calcio-antagonistas 120 121, Sin
embargo, cuando se analiza toda la literatura, se obtienen resultados
muy variables. Aunque el tratamiento agudo con IECA no mostré una
mejoria de la funcion endotelial in vivo 27128 el tratamiento crénico
durante 2 afios con cilazapril si fue capaz de producir una normalizacion
in vitro en la funcidon de arterias de pequefio calibre humanas 2.
Asimismo, los ARA-Il han mostrado su capacidad para normalizar la

funcion endotelial en un modelo experimental de DM precoz 3. Sin
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embargo, en la DM tipo-2 asociada a hipertensién, la terapia multimodal
con ARA-Il asociados a calcio-antagonistas no mostré beneficio alguno
en la funcién vascular, a pesar de que las alteraciones estructurales del
vaso fueron parcialmente corregidas 2. Con respecto a los f-
bloqueantes, el esmolol produjo mejoria de la relajacién inducida por
Ach 7. Sin embargo, se observé un fracaso del tratamiento con atenolol
a la hora de producir mejoria de la funcién endotelial en varios estudios
21,123,131 Esta falta de efecto podria explicarse porque los mecanismos
mediados por este farmaco pueden ser diferentes en la capa media y en
el endotelio vascular. Otra explicacion podria ser que la disfuncion
endotelial sea mas resistente a este tipo de terapia antihipertensiva,
incluso en situacion de normalizacion de la tension arterial '8, No
obstante, recientemente se ha observado que el nevibolol, un
antagonista del ADR-B1 y agonista del ADR-B2,3, mejoraba la disfuncion
endotelial de la arteria pulmonar en un modelo de hipertension arterial
pulmonar en humanos '32. Los efectos de antioxidantes (vitaminas E 'y C,
carotenos, etc) sobre el remodelado arterial han sido evaluados en un
modelo experimental de hipertension con resultados poco satisfactorios
133134 Entre las posibles explicaciones a esta falta de efecto de los
antioxidantes se encuentra que la formacion de los scavengers de ROS
puede ser demasiado tardia, cuando ya ha ocurrido el dafo tisular.
Estudios clinicos, ensayando inhibidores de la xantina oxidasa " y N-
acetilcisteina, han demostrado una mejoria en la funcion endotelial y el
poder hipotensor en pacientes hipertensos con enfermedad renal cronica

y con hipertension pulmonar %112, Recientemente, la imperatorina OW1
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135 ha demostrado producir regresion del remodelado vascular en un

modelo de rata con hipertensién renovascular.

Efecto sobre las arteriolas: las arteriolas, con un diametro interno

<100um, estan implicadas en el aumento de las resistencias vasculares
observado en el paciente hipertenso 3. Tal como ha sido descrito en las
arteriolas piales de las ratas SPSHRs "9, |a hipertensién induce procesos
de remodelado eutrofico en las arteriolas de mayor calibre. La
rarefaccion es un tipo de remodelado vascular asociado a hipertension
que implica reduccién en la densidad de los vasos de pequefio calibre y
es responsable de un 15-30% del aumento de la resistencia arterial
periférica en esta patologia '3’. Aunque el efecto de los farmacos
antihipertensivos sobre la rarefaccion no ha sido aun demostrado en
hipertension humana, si que existe evidencia de dicho efecto en
modelos experimentales 3. Asi, los IECA han demostrado su capacidad
para revertir la rarefaccion a través de la reduccion de los niveles de
angiotensina |l y mecanismos de vasodilatacion arterial. La activacién de
los receptores AT1R se ha asociado al desarrollo de rarefaccion a través
de mecanismos pro-apoptoticos, mientras que los AT2R parecen
participar en la vasodilatacién arterial y la correccion de la rarefaccién
139 Adicionalmente, algunos investigadores han sugerido un efecto
antiangionénico del receptor AT2R, cuyo papel en la regresién del

remodelado permanece aun por resolver 40,
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5.5 LA RATA ESPONTANEAMENTE HIPERTENSA COMO

MODELO DE HIPERTENSION ARTERIAL

Dada la complejidad de la fisiopatologia de la hipertension esencial
humana, los modelos experimentales de hipertensién han sido muy utiles para
identificar los mecanismos que intervienen en el desarrollo y/o el
mantenimiento de esta patologia, a la vez que son un excelente instrumento
donde ensayar el efecto antihipertensivo de nuevos farmacos. Entre los
modelos animales de hipertension esencial destaca el de Ila rata
espontaneamente hipertensa o SHR. Esta cepa de roedor fue desarrollada por
el grupo de Okamoto mediante la seleccion y el cruce de ratas de la cepa WKY
que presentaban una presion arterial elevada '#'. La cepa WKY se establecio,
en 1971, como control normotenso y también se desarrollé6 a partir de una
colonia WKY a través del cruce entre animales de la misma camada '*2. La
diferencia genética entre las ratas SHR y WKY es sustancial, comparable a la
maxima divergencia que existe entre personas no relacionadas 43145,

El modelo SHR ha resultado ser un excelente modelo experimental para el
estudio de la hipertensién esencial humana debido a las similitudes entre
ambas. Cabe destacar la predisposicion genética a una elevada presion arterial
sin etiologia conocida, el incremento de las resistencias periféricas y una
respuesta similar tras el tratamiento con farmacos antihipertensivos 146147 Es
mas, en este modelo experimental de hipertension se observa a lo largo de la
vida una progresion de alteraciones hemodinamicas similares a las que se

observan en los pacientes hipertensos. Asi, la rata muestra una fase de pre-
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hipertension, seguida de una etapa de desarrollo de la misma que culmina con
un periodo en el que la hipertension esta ya bien establecida. Al igual que
sucede en el ser humano, durante las primeras fases de la hipertensién, el
modelo experimental muestra aumento del gasto cardiaco, sin cambios en las
resistencias periféricas. A esto se sigue una normalizacion del gasto cardiaco y
un incremento de las resistencias periféricas totales cuando la hipertension ya
se ha establecido 148150,

Al igual que en humanos, en la cepa SHR existen diferencias de género en
el desarrollo de la hipertension, alcanzando los machos valores mayores de
presidn arterial que las hembras "', Estos ultimos datos sugieren la existencia
de un dimorfismo sexual en lo que respecta a la hipertension arterial en SHR
152-1%4 Mas aun, estudios ecocardiograficos han encontrado diferencias en la
estructura del ventriculo izquierdo del macho con respecto a la hembra. Asi,
aunque en ambos sexos aparece HVI, unicamente en el macho se observa
dilatacion del ventriculo izquierdo y aumento de la rigidez ventricular 1%, Las
diferencias observadas en la funciéon cardiaca entre ambos sexos de SHR se
han explicado en base a diferencias anatomicas en el ventriculo izquierdo (los
musculos papilares de la hembra tienen un mayor capacidad de acortamiento
por lo que generan mayor tension por unidad de masa) %6157, El corazon de la
hembra tiene, a diferencia del macho, una mayor reserva hipertrofica
adaptativa que retrasa la instauracion de la insuficiencia cardiaca 8. De
hecho, algunos autores no han podido observar insuficiencia cardiaca en las
hembras (durante los dos afios y medio de edad) '°. En base a todo lo
anterior, es la rata SHR macho, y no la hembra, la utilizada como modelo

experimental de HTA crénica humana 155,
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Un factor importante a la hora de estudiar los cambios en la estructura y
funcion cardiaca es la edad de la SHR macho. Esta rata presenta hipertrofia
ventricular izquierda a la edad de 4 semanas, disminucién de la funcion
sistdlica a las 8 semanas y disfuncién diastolica a los 3 meses '°. A los 11
meses de edad la rata SHR adulta presenta una hipercontractilidad (aumento
de la funcién sistdlica) que refleja aumento progresivo de la hipertrofia
ventricular manteniendo la disfuncién diastdlica '®°. Por dltimo, a los 18-24
meses aparece el estadio de insuficiencia cardiaca 6.

Al igual que se ha observado en humanos, la cepa SHR, utilizada como
modelo de hipertrofia miocardica, presenta alteraciones en el metabolismo de
acidos grasos y glucosa a nivel miocardico. La hipertrofia ventricular se asocia
a una disminucién significativa en el transporte y oxidacion de acidos grasos,
asi como a alteraciones en el complejo enzimatico del ciclo de Krebs 62163, De
hecho, el corazén de este modelo experimental presenta una importante
supresion de la oxidacién de acidos grasos y un aumento de la oxidacion de la
glucosa %4, La rata WKY muestra un metabolismo de acidos grasos mayor que
la SHR, aunque dicho metabolismo disminuye con la edad en ambas cepas 5.
La SHR tiene un déficit del transportador de acidos grasos CD36 (cromosoma
4) cuya mision es el transporte de éstos hacia el interior de la célula %, Este
déficit compromete la utilizacion de acidos grasos y aumenta el metabolismo de
la glucosa '%5. La administracion de una dieta con acidos grasos, que no
requiere el transportador CD36, suprime el incremento del metabolismo de la
glucosa y la hipertrofia miocardica en la SHR %6, Estudios recientes confirman
que la reduccion de la oxidacién de los acidos grasos es consecuencia de la

hipertrofia ventricular, ya que el déficit de enzimas, como la carnitin-palmito
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transferasa 1, se produce en la rata SHR a los 4 meses de edad %" y la

hipertrofia ventricular aparece a las 4 semanas.

5.6 JUSTIFICACION

Justificacion de la hipotesis y objetivos que se plantean en la presente tesis:

En clinica humana, la actuacion precoz sobre el remodelado
cardiovascular con farmacos antihipertensivos disminuye la morbilidad y
la mortalidad en pacientes con HTA.

Los farmacos antihipertensivos producen regresion del remodelado
arterial coronario en modelos experimentales de hipertension. Sin
embargo, este efecto unicamente se ha demostrado tras tratamientos de
larga duracion (meses/anos).

Nuestro grupo de investigacion, ha demostrado recientemente que el
esmolol produce regresion del remodelado de las arterias coronarias,
tras 48h de tratamiento, en la rata SHR (modelo experimental de
hipertension arterial primaria, HVI y remodelado coronario) 718

La dronedarona es un antiarritmico con capacidad para bloquear
multiples canales idnicos, por lo que tiene diversos efectos cardioldgicos
82, Su mecanismo de acciéon nos indujo a pensar que podria tener un

efecto precoz sobre el remodelado en las arterias coronarias.
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Previamente a este trabajo de tesis, nuestro grupo de investigacion ha
demostrado que la administracién de la dronedarona durante 14 dias,

produce regresion precoz de la HVI en las SHR 168,

Estas afirmaciones nos han llevado a la pregunta: ;la dronedarona

produce regresion precoz del remodelado de las arterias coronarias?
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6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

6.1 HIPOTESIS

Como hipotesis de trabajo planteamos, que la administracion de la
dronedarona (bloqueante multicanal) produce regresion precoz del remodelado
de la arterias coronarias (H1), asumiendo como hipotesis nula (Ho) el hecho de

que el farmaco no produzca dicho efecto.

6.2 OBJETIVOS

6.2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar si la administracion de la dronedarona, durante 14 dias, induce
regresion del remodelado vascular coronario en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) utilizadas como modelo experimental de hipertension arterial

esencial humana.
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6.2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Estudiar el efecto de la dronedarona sobre la estructura arterial
coronaria.

- Estudiar el efecto de la dronedarona sobre la capacidad funcional de la
arteria coronaria.

- Estudiar el efecto de la dronedarona sobre diversos biomarcadores de
estrés oxidativo y calcular un indicador global de estrés oxidativo (OXY-

SCORE).

6.3 PLANTEAMIENTO

Para abordar los objetivos propuestos se planted el siguiente disefio

experimental:

Como animal de experimentacion se selecciond la rata genéticamente
hipertensa (SHR) y la rata Wistar-Kyoto (WKY) como su control normotenso,
escogiendo ratas macho de 10 meses de edad de ambas cepas. Las SHR se
distribuyeron, de manera aleatoria, en dos grupos segun recibieran
dronedarona (100 mg/kg/24h, via oral) durante 14 dias, o placebo (suero
fisiolégico). Se utilizé como grupo control el constituido por ratas WKY a las que
se les administré placebo (suero fisiolégico), también durante 14 dias. Se

incluyeron 24 animales por grupo experimental. En esta tesis se han
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a)

combinado las técnicas de andlisis de funcién y de estructura vascular que se

relacionan a continuacion:

Determinacién de parametros fisioldgicos: Medicion de presion arterial

sistolica y frecuencia cardiaca.

b) Evaluacién de la estructura arterial coronaria por técnicas histolégicas

microscopicas: El estudio histolégico nos permiti6 determinar el didametro

interno y externo, el grosor de la pared, la relacion grosor pared/diametro
interno y el area de seccion de la arteria intramiocardica '’. El estudio de
microscopia confocal nos permitid analizar las variables anteriores asi como la
composicion de la pared (capas media y adventicia) de la arteria coronaria

descendente anterior 8.

Analisis de la funcidén arterial coronaria: El miégrafo de alambre nos permitio

estudiar la respuesta vasoconstrictora (5-HT) y vasodilatadora (Ach y NPS) de

la arteria coronaria descendente anterior 1718,

d) Estudio _de biomarcadores de estrés oxidativo: Para identificar los

mecanismos implicados en el efecto de la dronedarona sobre la regresién del
remodelado de las arterias coronarias se determinaron diversos biomarcadores
de estrés oxidativo en plasma (carbonilos, capacidad antioxidante total, tioles,

proteina tioladas, indice de proteinas tioladas, GSH y actividad de la SOD).
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 MATERIAL

7.1.1 ANIMAL DE EXPERIMENTACION

En el presente estudio se utilizaron ratas macho adultas de 10 meses de
edad, de las cepas: Wistar Kyoto (WKY) como ratas normotensas (WKY/NHsd,
Laboratorio Harlan S.A. Castellar del Valles, Barcelona) y Spontaneously
Hypertensive Rats (SHR) como ratas hipertensas (SHR/NHsd, Laboratorio
Harlan S.A. Castellar del Valles, Barcelona). Ambas cepas fueron criadas y
estabuladas en el Animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autéonoma de Madrid (n°® de Registro EX/021-U) bajo condiciones ambientales
controladas: temperatura de 22 + 1°C, humedad de 44-55% y ciclo de 12h de
luz y 12h de oscuridad. La alimentacion se realizé con pellets de pienso AO4
(PANLAB S.L.) y agua ad libitum.

Tanto la cria como manipulacion de los animales se llevd a cabo
siguiendo la normativa legal establecida por la Directiva 2010/63/UE y RD
53/2013 sobre proteccién de animales utilizados para la experimentacion vy
otros fines cientificos. La fase experimental se realizé en la Unidad de Medicina
y Cirugia Experimental del Hospital General Universitario Gregorio Maranon de
Madrid (n°® de Registro ES 280790000087) y en el Departamento de Fisiologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid (UAM). Los

animalarios de ambos centros estan incluidos en el Registro Oficial de
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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). El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de Experimentacion Animal (CEEA) y el
Comité de Investigacion del Hospital General Universitario Gregorio Marafién,

asi como por el Organo habilitado y la Comunidad de Madrid (PROEX 223/14).

Se emplearon un total de 72 ratas distribuidas en tres grupos: WKY
control normotenso, SHR control hipertenso y SHR tratada con dronedarona

(SHR-D):

N° de animales 24 24 24

Tabla 2. Distribucién del niumero de animales por grupos experimentales.

7.1.2 FARMACO

El farmaco seleccionado para estudio fue el hidrocloruro de dronedarona
(MULTAQ, Sanofi-Aventis Groupe, Francia), en forma de comprimidos de
400mg. La dosis administrada fue de 100mg/kg peso via oral una dosis cada

24h. La duracioén del tratamiento fue de 14 dias.
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7.1.3 MATERIAL UTILIZADO EN EL ESTUDIO FISIOLOGICO

- Balanza de tres barras (OHAUS, Florham Park, N.Y. 07932, U.S.A.) para
el pesado de los animales pequeios.

- Estufa para animal pequeio (J<P Selecta S.A. Barcelona, Espafia)

- Para la medicion de la presién arterial y la frecuencia cardiaca se uso el
pletismégrafo NIPREM 645 (CIBERTEC S.A., Espafia). Dispone de una
banda neumatica y un detector de radiacién infrarroja que transforma la
sefal térmica en eléctrica, la cual es registrada por un ordenador con el
software NIPREM 1.5 para el analisis de los datos. Medicién de la PAS

mediante pletismografia (Fig. 7).

Onda de Presion

i

Figura 7. Medicién de la presion arterial sistélica mediante pletismografia.
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7.1.4 MATERIAL UTILIZADO EN EL ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA

ARTERIAL

ESTUDIO HISTOLOGICO

Equipos utilizados para el procesamiento histolégico

e Bano termostatico Selecta Mod Precisdig.
e Dispensador de parafina “Dispenser” para temperaturas

regulables desde ambiente +5 hasta 100 °C. (Cdod. 4000490).

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

e Microtomo mecanico Leica modelo JUNG RM 2025.

e DePeX (Gurr, England,Prod. 361254D).

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

e Plantilla puntos-rayas con bordes de inclusion-exclusién, segun
disefio original de Gundersen y cols '6°.

e Microscopio optico (Leica DMLB).

e Camara de video de alta resolucién (Sony CCD IRIS).

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

e Programa de tratamiento de imagen y montaje: programa Adobe

Photoshop CS2.
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Soluciones y reactivos utilizados para el procesamiento

histolégico:

Tampdn formalina al 4%.

e Etanol 70°, 96° y 100° (absoluto).
e Acetato de buitilo.

e Xilol.

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

Soluciones y reactivos utilizados para la tincién de Orceina:

e Orceina (Panreac, Cod. 261324. Cdd. 251324.1604): 5 gr.
e Etanol 100°: 50 cc.

e Alcohol clorhidrico 1% (etanol 70% 1 Ly Acido clorhidrico 10 cc).

Soluciones y reactivos utilizados para la tincién de Rojo Sirio-

Acido Picrico:

¢ Rojo Sirio 0,5 gr.
e Ac. Picrico.

e Solucion saturada de Ac. Picrico.

e Solucién de trabajo: se mezcla Rojo Sirio 0,5 gr. en 100 ml de Ac.

Picrico saturado.
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Ac. clorhidrico 0,1 M (0,1 N).

Bateria para Hematoxilina-Eosina.

b) ESTUDIO DE MICROSCOPIA CONFOCAL

71.5

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

Citifluor (AF2, Aname, Espafa).

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

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

MATERIAL UTILIZADO EN EL ESTUDIO DE LA FUNCION ARTERIAL

Farmacos: Acetilcolina (Ach), 5-hidroxitriptamina o serotonina (5-HT) y
nitroprusiato (NPS).

Solucién Krebs-Henseleit modificada.

Material de diseccion para las arterias coronarias.

Miografo de alambre myograph (Multi Myograph System, model 610M;

Danish Myo-Technology) (Fig.8).
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e Programa adquisicion de datos: Powerlab (AD-Instruments, Castle Hill,

Australia)

Figura 8. Foto del miégrafo de alambre usado y detalle del montaje de un segmento de arteria

coronaria descendente anterior.

7.1.6 MATERIAL UTILIZADO EN EL ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO

Reactivos usados para el estudio del estrés oxidativo:

e Sal disédica del acido batocuproinedisulféonico (BCS) Sigma-Aldrich
B1125-1G

e Sulfato de cobre Sigma-Aldrich C-7631

e Trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) Sigma-
Aldrich 23,881-3

o 5,5-ditiobis (2-nitro acido benzoico) (DNTB) Sigma-Aldrich D8130-1G
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L-Glutation reducido (GSH) G4251-300MG Sigma-Aldrich
O-ftalaldehido (OPT) 9253 Fluka

Guanidina Sigma-Aldrich G4505-100G

Etanol Sigma-Aldrich 147559

Acetato de etilo Sigma-Aldrich 324027

Cloruro de vanadio Sigma-Aldrich 20,827-2

Albumina de suero de bovino (BSA) Sigma-Aldrich A7906-10G
Reactivo de Bradford (colorante de azul Coomassie) Protein Assay 161-
0700 Bio-Rad

Tris base Roche 10708976001

Ninhydrina Sigma-Aldrich 151173-10G

N-etilmaleimida (NEM) E3876 Sigma-Aldrich

Acido tricloroacético (TCA) Sigma-Aldrich T6399-100G
Ditioteitrol (DTT) D0632 Sigma-Aldrich

Acido iodoacético (IAA) Sigma-Aldrich 14386-10G
Hidrindantina Fluka 53940-10G

Dimetilsulféxido (DMSO) Sigma-Aldrich D8418-50ML
Dinitrofenilhidrazina (DNPH) Sigma-Aldrich D199303-25G
Hidréxido de sodio Sigma-Aldrich S5881-500G
coelenterazina (CTZ) C3355 Sigma-Aldrich
superéxidodismutasa (SOD) de bovino S9697 Sigma-Aldrich
hipoxantina (Hx) S9697 Sigma-Aldrich

Triton (KPET) Sigma-Aldrich T8787-50ML
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Equipos utilizados para el estudio del estrés oxidativo:

e Centrifuga MEDIFRIGE (P Selecta)

e Lector de placas multideteccion Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc.,
Potton, UK)

e Bafo maria (Unitronic 320 OR)

¢ Incubador IG150

e pH-metro XS pH 510 (EUTECH Instruments)

e Sistema de agua desionizada Ultra pure Water Milli-Q Plus (Millipore).

7.2 METODOS

7.21 TRATAMIENTO

Se administro el farmaco (100 mg/kg) via oral, mediante una sonda, una

dosis diaria durante 14 dias.
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7.2.2 METODO DEL ESTUDIO FISIOLOGICO

Se midié la presidon arterial no invasiva y la frecuencia cardiaca en el
animal consciente. Previo a la toma de la PAS, se mantuvo a cada animal
durante 20 min a 37°C sin humedad para producir la vasodilatacion de las
arterias caudales. Posteriormente se colocaron el manguito del
esfingomandmetro y la pinza-sensor en la cola del animal. La medicion de la
PAS se realizé por pletismografia (método no invasivo). Esta técnica puede
ocasionar estrés en el animal, lo que podria resultar un sesgo en la recogida de
datos, por lo que durante 3 dias se realizaron 10 mediciones consecutivas en
cada animal, escogiéndose las medidas del ultimo dia.

Transcurrido el periodo de tratamiento, los animales fueron sacrificados
mediante decapitacion. Finalmente se extrajo el corazon para el estudio de la
estructura y funcion arterial. Un grupo de animales se destiné para la obtencién

de sangre mediante puncion intracardiaca para el estudio del estrés oxidativo.

7.2.3 METODO DEL ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA ARTERIAL

a) METODO HISTOLOGICO

Se emplearon 18 ratas: WKY (n=6), SHR (n=6), SHRD (n=6), para la
realizacion del analisis morfométrico de las arterias intramiocardicas (estructura

y colageno).
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Tras extraer el corazon y fijar la pieza con formaldehido al 4%, se realizaron
cortes transversales del ventriculo izquierdo desde el aparato subvalvular hasta
el apex. Cada corte se someti6 a un proceso de deshidratacion con
concentraciones crecientes de solucion alcohdlica y, por ultimo, acetato de
butilo. A continuacion, la pieza fue embebida en parafina, tras lo que se
realizaron cortes histolégicos seriados de 5 um de grosor. Unos cortes se
tineron con la tincién de orceina para el estudio de la estructura de las arterias
intramiocardicas y otros cortes con la tincion de rojo sirio para el estudio del

colageno vascular (capa adventicia).

Método de la tincién con Orceina:

Se desparafind en la estufa a 60 °C y se pasé a Xilol. Posteriormente, se
procedié a la hidratacion de las preparaciones en concentraciones decrecientes
de alcoholes y a su lavado en agua destilada. Se embebi6é en una solucion de
Orceina durante 30 min a 60 °C, con posterior lavado con agua destilada. A
continuacién, se sumergio en etanol 96% y se lavé con agua corriente. Tras lo
cual, se procedioé a la tincibn 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 arteria intramiocardica mediante el microscopio éptico Leica

DMLB (objetivo 40x) equipado con la camara digital Sony CCD IRIS.
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La zona subepicardica fue diferenciada microscopicamente de la
intramiocardica siguiendo el método descrito por Lunkenheimer y cols. 70, Se
localizé la rama intramiocardica de la arteria obtusa marginal (rama de la arteria
circunfleja). El analisis morfométrico de las arterias intramiocardicas se realizé
mediante el método de Gundersen y cols. .

Se estudié el Diametro Externo (DE, pm) y el Diametro Interno (DI, pm)
del vaso. A partir de estas medidas se determinaron las siguientes variables

segun estudios previos realizados por Yokoyama y cols. """

- Grosor de pared o GP (capas intima, media y adventicia):
GP (um) = (DE - DI)/2

- Relacion 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 (um?) = (r/4) x (DE2 — DI?)

Método del Rojo Sirio:

Se desparafind en la estufa a 60 °C, y se pasoé a Xilol. A continuacion, se
procedié a la hidratacion de las preparaciones en concentraciones decrecientes
de alcoholes, con posterior lavado con agua destilada o agua corriente. Se
colocaron los cortes en camara oscura con unas gotas de la tinciéon de rojo de
picrosirio durante 1 hora, tras la cual se lavaron en agua corriente. Se sumergié

la muestra en acido clorhidrico 0,1N y se lavé con agua corriente. Por ultimo,
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se tind la muestra con Hematoxilina, con posterior deshidratacion en
concentraciones crecientes de alcoholes hasta llegar a Xilol para montar las

preparaciones con DePeX para estudio.

La tincidon de las muestras con rojo de picrosirio permitié visualizar y
cuantificar la cantidad de colageno de la arteria intramiocardica (capa
adventicia) mediante el microscopio éptico Leica DMLB (objetivo 20x) equipado
con la camara digital Sony CCD IRIS. Se obtuvo la densidad de volumen (%)
del colageno (puntos en las zonas de la adventicia con polarizacion positiva /

puntos totales en la capa adventicia) usando el método de Gundersen y cols'®°.

b) METODO DE MICROSCOPIA CONFOCAL

La microscopia confocal es un tipo de microscopio que utiliza la
incidencia de luz polarizada sobre la muestra para estudiar la fluorescencia que
ésta emite en un plano focal determinado.

Se emplearon 27 ratas: WKY (n=9), SHR (n= 9), SHR-D (n=9), para
estudiar la estructura de la arteria descendente anterior izquierda mediante

microscopia confocal.

Procesamiento arterial

Tras la diseccion de la arteria descendente anterior, se prepararon
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segmentos de 1mm de longitud. El procesamiento del vaso se realizé siguiendo
el método empleado en trabajos previos realizados por nuestro grupo de
investigacion 18172,

Inicialmente se fijaron los segmentos arteriales con paraformaldehido al
4%. De cada segmento se obtuvieron dos cortes transversales o anillos y el
segmento restante se cortd longitudinalmente en dos partes iguales y se tifd
con el colorante nuclear DAPI (1:500 de una solucién 5 mg/mL). Los
segmentos longitudinales se lavaron durante 10 min en solucién salina,
posteriormente se sumergieron en la solucion con DAPI durante 15 min y
finalmente se realizaron dos lavados con solucion salina de 10 min cada uno.
Una vez completada la tincion, se procedi6 al montaje de los anillos y
segmentos en portas usando Citifluor para su posterior estudio mediante

microscopia confocal.

Visualizacién y cuantificacion

Los segmentos longitudinales se montaron de la siguiente manera: uno
con la capa adventicia hacia arriba para poder visualizarla y el otro con la capa
endotelial hacia arriba para permitir el estudio de la capa media. Se analizaron
3 regiones por cada seccion longitudinal y por arteria de forma aleatoria,
visualizando cada una de ella mediante microscopio confocal con objetivo 20x y
zoom 8, a la longitud de onda 405 nm excitacion, 410-475 nm emision. 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) y de la media (desde el endotelio hasta la primera célula de la
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zona adventicia). De este modo se pudo determinar el grosor de ambas capas.
Gracias a la tincion de los nucleos con el colorante DAPI se pudo realizar el

contaje celular de cada una de las capas.

El andlisis cuantitativo de la estructura del vaso se realiz6 con el
software de analisis de imagen MetaMorph, descrito en estudios previos
realizados por nuestro grupo de investigacion 18 172,

Se cuantificaron los siguientes parametros en los segmentos longitudinales

del vaso:

e Grosor de las capas media y adventicia (um): las células de la capa

media (células musculares lisas o CML) se diferencian morfolégicamente
y por su disposicion de las células de la capa adventicia. Teniendo en
cuenta que la distancia entre secciones es de 1um, podemos establecer
el grosor de ambas capas contando el numero de planos en los que
aparecen sus células correspondientes (area de contaje 8731,03 um?).

e Numero de células v densidad de las mismas: se contd el numero de

nucleos correspondientes a cada capa presentes en las imagenes
confocales seriadas. El resultado se expres6 por milimetro de longitud,
es decir, como densidad celular por capa (numero de células/mm

longitud capa, numero células/mm3).

Los anillos arteriales (dos anillos por segmento y rata) fueron
visualizados con el microscopio confocal, objetivo 20x, a la longitud de onda de
488 nm excitacion, 515 nm emision, capturandose una imagen de cada anillo.

Esto permitié cuantificar el perimetro interno del vaso. Esta variable permitio
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calcular el diametro interno (DI, um). El diametro externo (DE, pm) se cuantificd
sumando grosor de pared (GP um, media + adventicia) y diametro interno. Y
ambos diametros permitieron el calculo del area del vaso (CSA pm?, media +

adventicia).

7.2.4 METODO DEL ESTUDIO DE LA FUNCION ARTERIAL

Se emplearon 27 ratas: WKY (n=9), SHR (n=9), SHRD (n=9), para
estudiar la funcion de la arteria descendente anterior izquierda mediante el

miografo de alambre.

El método empleado para el estudio de la funcion arterial fue el realizado
por nuestro grupo de investigacion en estudios previos .

Los corazones se extrajeron inmediatamente tras la eutanasia de las
ratas mediante decapitacidén. El corazon se mantuvo a 4°C en una solucién
oxigenada de Krebs-Henseleit (KHS) con la siguiente composicion (en mmol/L):
115 NaCl, 25 NaHCOs, 4,7 KCI, 1,2 MgS0a4-7H20, 2,5 CaClz, 1,2 KH2PO4, 11,1
glucosa, 0,01 Na2EDTA, ajustada a pH 7,4. Se diseco la arteria coronaria
descendente anterior izquierda bajo el microscopio. Eliminado el tejido
circundante, la arteria fue seccionada en segmentos de aproximadamente 2mm
de longitud. Dichos segmentos se montaron en un miografo de alambre
conectado a un Sistema Powerlab de adquisicién de datos y se mantuvieron en
solucion oxigenada KHS a 37°C. A continuacién, se llevd a cabo el proceso de

normalizacion de las arterias que permitio establecer el diametro de luz efectivo
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(0,9 L100), correspondiente al tono basal del vaso. 0,9 L100 es el diametro
interno del vaso en condiciones de maxima relajacion y bajo una presién
transmural de 100 mm Hg. Tras 30 minutos de estabilizacion para asegurar la
integridad funcional de la arteria, se estimulé con una solucion KHS con alto

contenido de potasio (K+-KHS, 120 mmol/L).

Tras un periodo de estabilizacion, se procedié a la realizacion de las
curvas dosis-respuesta de Ach (10° a 10* mol/l) en segmentos arteriales
precontraidos con 5-HT (3x10~7 mol/l). La respuesta vasodilatadora se expreso
como porcentaje de relajacion respecto a la contraccion maxima inducida por 5-
HT en cada segmento. Posteriormente, tras un nuevo periodo de lavado de 30
minutos, se procedid a la realizacién de las curvas dosis-respuesta a 5-HT
(107 a 3x107° mol/l). La respuesta vasoconstrictora a 5-HT se expresdé como
porcentaje de contraccion en relacion a la respuesta maxima de la arteria a K+-
KHS. Por ultimo, para estudiar la vasodilatacion independiente de endotelio, se
procedio a realizar curvas dosis-respuesta de nitroprusiato (NPS 10° a 10#

mol/l) en segmentos precontraidos con 5-HT (3x10-" mol/l) (Fig.9).

SIS
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Figura 9. Ejemplo de las curvas obtenidas tras la contraccion arterial al administrar dosis
crecientes de serotonina.
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7.2.5 METODO DEL ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO

Se emplearon 27 ratas: WKY (n=9), SHR (n=9), SHRD (n=9), para el

estudio del estrés oxidativo en el plasma.

a) Preparacion del plasma:

Las muestras de sangre se sometieron a centrifugacion a 900 g durante 10

minutos a 4°C. El plasma obtenido se almacend a -80°C en alicuotas de 200 uL

hasta su posterior uso.

b) Cuantificacion de la capacidad antioxidante plasmatica:

- Meétodo CUPRAC-BCS:

Existen diferentes métodos, basados en la reduccion del cobre, que son
aptos para medir la capacidad antioxidante total (TAC) de fluidos biolégicos.
Estos métodos difieren entre si en el tipo de quelante utilizado para formar un
complejo con el cobre monovalente que absorbe luz entre 450-490 nm. En el
método CUPRACBCS, los antioxidantes no enzimaticos presentes en la
muestra reducen el Cu2+ a Cu+; el cobre monovalente forma un complejo con
la sal disddica del acido batocuproinedisulfénico (BCS) que absorbe luz a 490

nm.
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Protocolo experimental:

El protocolo experimental, descrito por Campos y cols '3, ha sido
modificado con la dilucion de la muestra de plasma directamente en tampén
fosfato. La reaccion se desarrolla en placa de 96 pocillos; en cada pocillo se
mezclan 10 yL de plasma y 190 pyL de tampédn fosfato (10 mM, pH=7,4)
conteniendo 0,25 mM de BCS. Tras un periodo de 10s, se mide la absorbancia
inicial (Ai) del pocillo a 490 nm en un lector de placas. Posteriormente, se
adiciona al pocillo 50 uL de solucion acuosa de CuSO4 (0,5 mM) y se incuba la
mezcla por un periodo adicional de 5 min a T2 ambiente y en oscuridad.
Transcurrido ese periodo, se vuelve a medir la absorbancia final (Af) a 490 nm.

Célculos:

Para el calculo del valor TAC de cada muestra se emplea el valor de la
diferencia entre Af y Ai, asi como la recta de regresion resultante de aplicar, el
anterior protocolo, a concentraciones crecientes (0, 0,25, 0,50, 1, 1,5y 2 mM)
de un analogo de la vitamina E utilizado como referente de actividad
antioxidante, el trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2- carboxilico).
El valor TAC de cada muestra de plasma fue expresado en mmoles de trolox/L

utilizando la recta estandar de trolox.

- Cuantificacion de tioles totales en plasma:

Para este tipo de analisis se empleé el reactivo de Ellman [5,5-ditiobis (2-
nitro acido benzoico) o DNTB] utilizando placas de 96 pocillos. Los grupos

tioles, presentes en las proteinas o en los compuestos de bajo peso molecular,
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reaccionan con el DTNB que es reducido a tiol acido 5- tionitrobenzoico (TNB),
de color amarillo, que puede ser medido y cuantificado a 412 nm en un
espectrofometro UV/Vis.

Protocolo experimental:

El protocolo comienza con la adicién a los pocillos de 10 yL de plasma o de
diluciones crecientes (OmM; 0,03125mM; 0,0625mM; 0,125mM; 0,25mM vy
0,5mM ) de glutation reducido (GSH) para confeccionar la curva estandar.
Como control negativo se incluyd un pocillo conteniendo 5uL de plasma y 100
ML de tampdn fosfato (100 mM, pH=7.4), con el objeto de corregir la
contribucion de las muestras de plasma al valor final de la absorbancia. Todos
los pocillos, tanto los correspondientes a las muestras de plasma como los de
la curva estandar o del control negativo, se realizaron por duplicado. A
continuacion, utilizando una micropipeta multicanal, se adicion6 100 uL de
DNTB (0,5 mM en tampédn fosfato) a cada pocillo conteniendo las muestras o el
GSH, pero no a los controles negativos. Se agité la placa, protegida de la luz,
en un agitador 3D durante 1 minuto y, seguidamente, se incubd la mezcla a
temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad. Al cabo de este
tiempo, fue leida la absorbancia a 412 nm en un lector de placas Synergy
HT™.

Célculos:

El nivel de tioles totales se expresé en mM GSH/mg de proteina, valor que
fue calculado a partir de la recta de calibrado del GSH y del contenido de

proteina del plasma, medido segun el micro-método de Bradford.
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- Cuantificacion de glutation reducido (GSH):

El nivel de GSH se cuantifico empleando un método espectro-fluorimétrico,
basado en la reacciéon especifica entre el o-ftalaldehido (OPT) y el GSH, que
produce una intensa sefial de fluorescencia (Hissin, Hilf 1976 174).

Protocolo experimental:

Se mezclaron 10 yL de plasma con 12,5 yL de HPO3 (25%) y 37 uL de
tampoén fosfato (100 mM, 5 mM EDTA, pH=8.0). La mezcla se incub6 a 4°C
durante 10 minutos para favorecer la precipitacion de proteinas plasmaticas. A
continuacion, se separdé el sobrenadante mediante centrifugacién a 2100 g x 20
minutos a 4°C. Posteriormente, se hizo reaccionar en una placa multipocillo 10
ML del sobrenadante, convenientemente diluido, con 10 uL de OPT (0.1% p/v
en metanol) y 180 puL de tampdn fosfato (100 mM, 5 mM EDTA, pH=8.0). Se
mantuvo la mezcla a temperatura ambiente durante 15 minutos y en ausencia
de luz. La fluorescencia se midié en un lector de placa Synergy™ HT con A
excitacion=360+40 n m y A emision= 460+40 nm y una sensibilidad de 75.

Célculos:

La concentracion de GSH (ug GSH/mg de proteina) se estimé a partir de la
recta de calibrado de GSH preparado en el rango de 0-10 ng/uL y del contenido

de proteina del plasma (método de Bradford).
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- Determinacion de la actividad SOD mediante el método SOSA

(Superoxide Anion Scavenging Activity):

El método SOSA mide la capacidad de los antioxidantes presentes en una
muestra de eliminar anion superdxido. Para ello, se usa la coelenterazina (CTZ)
como sonda de deteccion de anion superdxido. La CTZ es oxidada para
producir un anion excitado, la coelenteramida (CTA), que emite luz azul. La
inhibicion de la luminiscencia es directamente proporcional a la cantidad de
antioxidantes que contiene la muestra (Saleh, Plieth 2010 '7°).

Protocolo experimental:

En primer lugar se adicioné la muestra/blanco/SOD seguido por la adicion
de la sonda de luminiscencia (CTZ), xantina oxidasa y finalmente el sustrato
hipoxantina (Hx). Tras 30 segundos de reaccién a temperatura ambiente, se
midio6 la sefal de luminiscencia (luminédmetro de placa GloMax). La reaccién se
llevé a cabo en tampdn fosfato 100 mM, pH=7.4 (KPP), el cual se usé para
disolver la SOD, diluir la muestra y la sonda de luminiscencia. Para disolver la
xantina oxidasa y la hipoxantina se udo 0.1mM EGTA en KPP y 0.4 % v/v
Triton (KPET).

Célculos:

Los valores de luminiscencia de las muestras/SOD se convirtieron a valores
de inhibicion mediante la siguiente ecuacion:

Inhibicion de luminiscencia = 1— Luminiscenciamuestraisop / Luminiscencia bianco

El valor de la SOSA se estimé a partir de la recta de calibrado de SOD

(inhibicion de luminiscencia frente log SOD) y se expres6 en mU SOD/mg de
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proteina. El contenido de proteina de las muestras se midi6 mediante el

método de Bradford.

- Determinacion del contenido de proteinas plasmaticas:

Se empled el método de Bradford siguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante. De este modo, se hicieron reaccionar 10 yL de la muestra diluida
con 200 pL del reactivo de Bradford (colorante de azul Coomassie, Bio-Rad,
Espafia) diluido 5 veces. Tras 5 minutos de reaccion, se midio la absorbancia a
595 nm en un lector de placas (Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader,
Biotek, Rochester, VT, USA). La concentracion de proteina (ug/ul) en la
muestra se estimé a partir de la recta de calibracion con concentraciones

crecientes (rango 0,1-0,5 pg/pl) de albumina de suero bovino (BSA).

C) Determinacion de actividad oxidante del plasma (de forma indirecta)

- Determinaciéon de proteinas tioladas:

Para el analisis de la concentracion de proteinas tioladas se usé el método
descrito por D. Giustarini y cols 76177 que se basa en la deteccién de las
proteinas tioladas mediante un método de espectrofotometria por unién al

reactivo ninhydrina, que emite a una determinada longitud de onda.
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Protocolo experimental:

Para ello, se mezclaron 30ul de plasma con 30ul de N-etilmaleimida (NEM)
4mM. Tras 2 minutos se acidificd la mezcla con 200 ul de acido tricloroacético
(TCA) al 6%. A continuacion, se procedié a una centrifugacién 1000g a 4°C
durante otros 2 minutos, seguido de un lavado del pellet con TCA 6% 3 veces.
El pellet de proteina se resuspendié usando 100 pl de tampon fosfato 0,1M y
pH=7,4 y 2 ul de ditioteitrol (DTT) 50mM. Tras 20 minutos de agitacién, se
afiadieron 20 ul de acido iodoacético (IAA) y se dejo incubando durante 1hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se desproteinizd la muestra mediante
tratamiento con 6 pl de TCA 60% y se centrifugé a 10000g a 4°C durante 2min.
Los sobrenadantes obtenidos se mezclaron con tampén acetato 2,5M pH=5,5y
el reactivo de ninhydrina preparado previamente (0,032g de ninhydrina +
0,0048g de hidrindantina + 0,6ml dimetilsulféxido (DMSO) + 0,4ml de tampdn
2,5M). Las muestras se calentaron a 100°C durante 10 min y fueron analizadas

mediante espectrofotometria con una longitud de onda de 570nm.

- Determinacion del indice de proteinas tioladas:

El indice de proteinas tioladas es la relacibn molar entre la concentracién de
proteinas tioladas respecto a la concentracion de tioles libres en plasma. Es
decir, elemento asociado a oxidacion / elemento asociado a la capacidad

antioxidante 176.177,
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- Cuantificacion de carbonilos:

La cuantificaciéon de carbonilos se llevd a cabo siguiendo el protocolo
establecido por Mesquita et al 78,

Protocolo experimental:

Se mezclaron 30 ul de plasma con 30 pl de dinitrofenilhydrazina (DNPH)
10mM en acido clorhidrico (HCI) 2,5M. Tras 10 minutos de incubacion a
temperatura ambiente se afnadieron 15 pl de hidroxido de sodio (NaOH) 6M y
se procedid a su agitacion para disolver la proteina. 10 min después, se analizé
la muestra mediante espectrofotometria con una longitud de onda de excitacién

de 450nM.

d) Determinacion del parametro OXY-SCORE:

El Oxy-Score es un indicador integral que tiene en cuenta la naturaleza
multifactorial del estrés oxidativo. EI OXY-SCORE se ha calculado teniendo en
cuenta biomarcadores de defensa antioxidantes determinados en el plasma
(SOD, GSH, tioles y TAC) y biomarcador de dano oxidatico (carbonilos), de
acuerdo con la metodologia previamente descrita (Veglia et al. 2010 '79).

Oxy — Score = X antioxidantes — dafo oxidativo

Protocolo experimental:

Tras analizar la normalidad de los biomarcadores mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, aquellos que no siguieron una distribucion normal se
normalizaron mediante una transformacion logaritmica. La normalidad de los

parametros transformados se constatdé mediante el analisis estadistico
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Kolmogorov-Smirnov. Al ser parametros con distintas unidades, se tuvo que
proceder a una estandarizacion para poder realizar el sumatorio. Para ello se
utilizé la siguiente ecuacién:
Zij =Xij - pjoj

Donde: Zij es el valor estandarizado del parametro j del sujeto experimental i;
Xij es el valor del parametro j original o normalizado mediante transformacion
logaritmica; pj es el promedio del parametro j y oj es la desviacion estandar del
parametro j en los sujetos control.

El ~ antioxidantes se obtuvo a partir del promedio de los parametros
individuales. Asi, se calculé el Oxy-Score para cada grupo experimental,
expresandolo como el valor promedio + SEM.

Un Oxy-Score positivo indica una preponderancia de la capacidad
antioxidante frente a la oxidante. Mientras que un Oxy-Score negativo se

traduce como un predominio de dafo oxidativo.

7.2.6 METODO ESTADISTICO

Tamano muestral:

Por razones propias del modelo experimental, se decidid incluir un total
de 72 ratas en una proporcion 1:2 control/problema y de esta manera se

aseguré tener un minimo de 24 ejemplares por grupo a estudiar.
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Estadistica descriptiva:

Para las variables cuantitativas continuas se calculé la media como
medida de tendencia central y el error estandar de la media, como medida de

dispersion.

Estadistica inferencial:

En el caso de las variables continuas se analizd, en primer lugar, si la
variable seguia una distribucién normal (Kolmogorov-Smirnov). En caso
afirmativo, se aplicé el analisis de varianza (ANOVA) y, en caso negativo, se
procedié a la transformacion de las variables para buscar la normalidad de las
mismas. En aquellos supuestos donde no hubo distribucién normal se utilizaron
los test no-paramétricos. EI ANOVA de medidas repetidas se aplicé para
estudiar si existian diferencias significativas en los parametros de funcién
vascular (curvas dosis-respuesta de Ach, 5-HT y NPS) intragrupo e intergrupo.
El ANOVA seguido del test post-hoc de Bonferroni fue utilizado para estudiar si
existian diferencias significativas entre los tres grupos de estudio en lo que
respecta a los parametros fisioldgicos, estructurales (microscopia Optica y
microscopia confocal) y de estrés oxidativo analizados. Para comparar la
respuesta vasoconstrictora a la 5-HT y vasodilatadora a la Ach de los
segmentos de arteria coronaria descendente anterior entre los tres grupos de
estudio, algunos resultados fueron expresados como area bajo la curva dosis-

respuesta (AUC).
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Los valores se expresaron como media + error estandar de la media. Un
valor de P <0,05 fue considerado estadisticamente significativo. En todos los
casos, los valores para rechazar la hipétesis nula fueron de a=0,05 y potencia

(1-R) = 80%.

Todos los datos obtenidos fueron introducidos y analizados con el
paquete estadistico SPSS 20.0 (IBM Corp, Armonk, New York, USA) para

Windows y S-PLUS 6.1.
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8 Resultados



8. RESULTADOS

8.1 EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LOS

PARAMETROS FISIOLOGICOS DE LA RATA

El peso de los animales, la frecuencia cardiaca y la presién arterial sistdlica

aparecen recogidos en la Tabla 3.

El peso de las ratas WKY fue significativamente superior al de los grupos
SHR y SHR-D. No encontramos diferencias estadisticamente significativas en

este parametro entre los grupos SHR y SHR-D.

Las ratas SHR y WKY presentaron valores similares de frecuencia cardiaca
(FC), sin embargo las tratadas con dronedarona mostraron una FC

significativamente inferior a la observada en los otros dos grupos no tratados.

Las ratas SHR de 10 meses de edad utilizadas en el presente estudio
mostraron una elevacion significativa de la presion arterial sistélica (PAS) con
respecto a las ratas WKY de la misma edad. La dronedarona redujo
significativamente la misma con respecto a su grupo control SHR. No
encontramos diferencias estadisticamente significativas en este parametro

entre los grupos SHR-D y WKY.
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WKY (n=9) SHR (n=9) SHR-D (n=9) | Valor P ANOVA

Peso () 431.40+321 | 381.63+7.21 | 360.16 +3.41 <0.001
Frc (lat/min) 410 £ 10 397 + 26 271 + 317+ <0.001
PAS (mmHg) 128 + 12 179+21" 140 + 11+ <0.001

Tabla 3. Peso, frecuencia cardiaca y presion arterial de los tres grupos. *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001 vs. WKY; **p<0.01 y ***p<0.001 vs. SHR. Valores se presentan como
media + SEM.

8.2 EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LOS
PARAMETROS ESTRUCTURALES DE LA ARTERIA

CORONARIA

8.21 ALTERACIONES EN LA ESTRUCTURA DE LA ARTERIA

INTRAMIOCARDICA

Los resultados correspondientes al estudio histolégico de las arterias
intramiocardicas (rama intramiocardica de la arteria obtusa marginal) se

muestran en las Figuras 10 y 11.

En la Figura 10 podemos observar los parametros que definen la geometria
del vaso intramiocardico, obtenidos mediante microscopia optica:
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Los diametros externo (DE) e interno (DI) de la arteria fueron
significativamente menores en la rata WKY que en las ratas SHR y SHR-D. La
administracién de dronedarona produjo una disminucién significativa del DE en
el grupo SHR-D respecto al grupo SHR control (Fig. 10A). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en el DI entre los grupos SHR-D y SHR
(Fig.10B).

Si analizamos las Figuras 10C y 10D, se constata un mayor grosor de pared
(GP) asi como una mayor area de la seccién de corte (CSA) arterial en el grupo
SHR respecto al grupo WKY. La administracion de dronedarona produjo una
disminucién de ambos parametros respecto al grupo SHR. Los valores de GP y
CSA en el grupo SHR-D fueron totalmente superponibles a los obtenidos en el

grupo WKY.

La Figura 10E muestra los resultados de la relacion entre el grosor de la
pared y el diametro interno del vaso. No se observaron diferencias significativas

entre los tres grupos estudiados.

La Figura 10F muestra una mayor densidad de volumen del colageno (DV)
en las ratas SHR respecto a las WKY. La administracion de dronedarona
produjo una disminuciéon de este parametro con respecto a las ratas SHR
control. El valor de DV del colageno obtenido en el grupo SHR-D fue totalmente

superponible al obtenido en el grupo WKY.

En la Figura 11 podemos observar cortes histoldgicos representativos de la

arteria intramiocardica del ventriculo izquierdo de cada uno de los grupos del
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estudio, preparados mediante tincion con orceina y visualizados mediante
microscopia Optica. En dichas imagenes podemos observar cambios
previamente descritos: reduccion del GP del grupo SHR-D respecto al grupo

SHR control, siendo similar dicho parametro en las ratas SHR-D y WKY.
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Figura 10. Analisis histologico de diversos parametros estructurales de la arteria
intramiocardica (de la arteria obtusa marginal) del ventriculo izquierdo de rata. A) Diametro
externo, B) Diametro interno, C) Grosor de pared, D) Area de la seccién de corte arterial, E)
Relacién entre el grosor de la pared y el diametro interno (lumen) del vaso y F) Densidad de
volumen del colageno. Los parametros fueron analizados en tres grupos de ratas: normotensas
(WKY), hipertensas no tratadas (SHR) e hipertensas tratadas con dronedarona (SHR-D). Los
datos representan la media + SEM de 7 animales por grupo. 1 p < 0,05, 0 p< 0,01y p
< 0,01 vs. WKY; # p < 0,05, ## p < 0,01 y ### p< 0,001 vs. SHR.

108



Figura 11. Cortes histolégicos representativos de la arteria intramiocardica del ventriculo
izquierdo de una rata normotensa (WKY) y de dos ratas hipertensas, una de ellas recibié
placebo (SHR) y la otra dronedarona (SHR-D). Tincién con Orceina, objetivo 10x (10 micras).

SHR SHR-D

Figura 12. Cortes histolégicos representativos de la arteria intramiocardica del ventriculo
izquierdo de una rata normotensa (WKY) y de dos ratas hipertensas, una de ellas recibié
placebo (SHR) y la otra dronedarona (SHR-D). Se muestra la densidad de colageno mediante
tincién Rojo Sirio, objetivo 4x (100 micras). SE: subepicardio. CA: arteria coronaria.
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8.2.2 CAMBIOS MORFOLOGICOS DE LA ARTERIA CORONARIA

DESCENDENTE ANTERIOR

Cambios en la geometria de la arteria descendente anterior

La Figura 13 muestra los cambios en la estructura de la arteria descendente

anterior (DA) observados mediante microscopia confocal.

El DE de la DA fue significativamente mayor en la rata SHR con respecto a
la rata WKY, sin embargo, la administracion de dronedarona produjo una
disminuciéon significativa de dicho parametro. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas en el DE entre los grupos WKY y SHR-D (Fig.

13A).

El DI de la DA fue significativamente mayor en la SHR con respecto al
grupo WKY. No encontramos diferencias significativas entre los grupos SHR y

SHR-D (Fig.13B).

El GP y CSA (media + adventicia) de la DA fueron significativamente
mayores en el grupo SHR con respecto al grupo WKY, sin embargo, la
administracién de dronedarona produjo una disminucién significativa de ambos
parametros en el grupo SHR-D con respecto a al grupo SHR (Fig.13C y D). No
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre CSA entre los

grupos WKY y SHR-D.
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La Figura 13E muestra la relacion GP/DI de la DA en los tres grupos de
ratas. El valor obtenido fue similar en las ratas WKY y SHR, reduciéndose en
las ratas tratadas con dronedarona con respecto al grupo control normotenso.
No encontramos diferencias significativas en la relacion GP/DI entre los grupos

SHR y SHR-D.
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Figura 13. Valores medidos por microscopia confocal de la arteria coronaria descendente
anterior de WKY, SHR y SHR-D. A) Didmetro externo B) Diametro interno C) Grosor de la
pared D) Area del vaso E) Ratio Pared/Lumen. Los datos representan la media + SEM de 9
animales por grupo. [J p <0,05, 00 p<0,01y00d p<0,001 vs.WKY; #p < 0,05, ## p < 0,01
y ### p< 0,001 vs. SHR.
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Cambios en la estructura de la capa media de la arteria descendente

anterior

Las Figuras 14, 15 y 16 muestran los cambios en la estructura de la capa

media o muscular de la DA observados mediante microscopia confocal.

En las figuras 15A, 15B y 15C se muestra el GP, numero de células y
densidad celular de la capa media o muscular de la DA en los tres grupos,
obtenidos mediante cortes longitudinales de segmentos de la DA capturados

mediante microscopia confocal:

El GP de la capa media arterial fue significativamente mayor en las ratas
SHR con respecto a las WKY. La administracién de dronedarona produjo una
disminuciéon significativa de dicho parametro en las SHR-D. De hecho, la
reduccion fue de tal magnitud que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el GP entre los grupos WKY y SHR-D (Fig.

15A).

La Figura 16 muestra imagenes confocales representativas de las
proyecciones de los nucleos celulares presentes en la capa media de la DA de
las ratas WKY, SHR y SHR-D. Estas imagenes se obtuvieron a partir de cortes
longitudinales del segmento arterial que fueron tefidos con el colorante nuclear
4'-6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Tras el analisis de imagenes consecutivas
correspondientes a planos contiguos (Stacks) de la capa media se pudo

determinar el numero de células existentes en dicha capa arterial. En dicha
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figura, se aprecia que las ratas WKY presentan un numero de células en la
capa media significativamente menor que el encontrado en las SHR no
tratadas. El tratamiento con dronedarona redujo significativamente el recuento

celular hasta valores indistinguibles de los observados en ratas WKY.

Por ultimo, no se obsevaron diferencias significativas en la densidad celular,

entre los tres grupos de ratas de estudio (Fig.15C).

WKY SHR

Figura 14. Imagenes representativas de cortes transversales de la arteria coronaria
descendente anterior de una rata normotensa (WKY) y dos ratas hipertensas, una de ellas
recibié placebo (SHR) y la otra dronedarona (SHR-D). Microscopia confocal, 20x.
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Figura 15. Valores medidos por microscopia confocal en la capa media (0 muscular) de la
arteria coronaria descendente anterior de WKY, SHR y SHR-D. A) Numero de células de la
capa media, B) grosor de la capa media y C) densidad celular de la capa media. Los datos
representan la media + SEM de 7 animales por grupo. [0 p < 0,05, (7 p < 0,01 y 000 p <
0,001 vs. WKY; # p < 0,05, ## p < 0,01 y ### p< 0,001 respecto a SHR.
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SHR SHR-D

Figura 16. Imagenes representativas de los nucleos celulares de la capa media de la arteria
coronaria descendente anterior de una rata normotensa (WKY) y dos ratas hipertensas, una
tratada con placebo (SHR) y la otra con dronedarona (SHR-D). Microscopia confocal, tincion
DAPI, x20z8.

Cambios en la estructura de la capa adventicia de la arteria descendente

anterior

Las Figuras 17 y 18 muestran los cambios en la estructura de la

adventicia de la DA observados mediante microscopia confocal.

En las Figuras 17A, 17B y 17C se muestra el GP, numero de células y
densidad celular de la capa adventicia de la DA en los tres grupos, obtenidos
mediante cortes longitudinales de segmentos de la DA capturados mediante

microscopia confocal:

El GP de la capa adventicia arterial fue significativamente menor en el
grupo tratado con dronedarona con respecto a los otros dos grupos (WKY y

SHR) (Fig.17A).
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La Figura 18 muestra imagenes confocales representativas de las
proyecciones de los nucleos celulares presentes en la capa adventicia de la DA
de las ratas WKY, SHR y SHR-D. En dicha figura, se aprecia que las ratas
WKY presentan un numero de células en la capa adventicia significativamente
menor que el encontrado en las SHR no tratadas. El tratamiento con
dronedarona redujo significativamente el recuento celular hasta valores

indistinguibles de los observados en ratas WKY.

Por ultimo, la densidad celular fue significativamente mayor en el grupo de

las ratas tratadas con dronedarona con respecto a los otros dos grupos de

estudio (WKY y SHR) (Fig.17C).
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Figura 17. Valores medidos por microscopia confocal en la capa adventicia de la arteria
coronaria descendente anterior de WKY, SHR y SHR-D. A) Numero de células de la capa
adventicia, B) grosor de la capa adventicia y C) densidad celular de la capa adventicia. Los
datos representan la media + SEM de 7 animales por grupo. J p<0,05, 0J p<0,01yd p
< 0,001 vs. WKY; # p < 0,05, ## p < 0,01 y ### p< 0,001 vs.SHR.
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WKY SHR SHR-D

Figura 18. Imagenes representativas de los nucleos celulares de la capa adventicia de la arteria
coronaria descendente anterior de una rata normotensa (WKY) y dos ratas hipertensas, una
tratada con placebo (SHR) y la otra con dronedarona (SHR-D). Microscopia confocal, tincion
DAPI, x20z8.

8.3 EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LA REACTIVIDAD

VASCULAR DE LA ARTERIA CORONARIA

El estudio funcional de la arteria coronaria descendente anterior, tanto en lo
que afecta a su capacidad vasodilatadora como vasoconstrictora en respuesta
a distintos farmacos, se llevo a cabo utilizando un midégrafo de alambre, tal

como se especifica en el apartado correspondiente de Material y Métodos.

8.3.1 RESPUESTA VASODILATADORA DE LA ARTERIA CORONARIA

La respuesta vasodilatadora de la arteria coronaria se estudid mediante la
curva dosis-respuesta obtenida con concentraciones crecientes de acetilcolina
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(Ach, 1070 a 107* mol/l) y nitroprusiato (NPS, 10° a 10™* mol/l) en segmentos
precontraidos con 5HT (3 x 107 mol/l).

La respuesta de la arteria a Ach nos muestra la respuesta vasodilatadora
dependiente de endotelio (Fig.19). Se pudo observar una menor capacidad
vasodilatadora de la DA en el grupo SHR respecto a WKY para todas las
concentraciones. Tras tratamiento con dronedarona, se constatdé una mejora de
la respuesta vasodilatadora en SHR-D respecto a SHR y no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre SHR-D y WKY. El area bajo la
curva (AUC) vasodilatacion-respuesta mediada por Ach fue significativamente
mayor en las ratas WKY que en las SHR sin tratar (215,5 £+ 16 vs 65,8 £ 9; p <
0,00000002), asi como en las SHR-D respecto a las SHR (156,2 + 25 vs. 65,8
+ 25, p = 0,001) (Fig.20). No se observaron diferencias estadisticamente

significativas en el AUC entre las ratas SHR-D y WKY (p = 0.062).
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Figura 19. Respuesta vasodilatadora de la arteria coronaria descendente anterior (DA) a
concentraciones crecientes de Ach en WKY, SHR y SHR-D, en segmentos precontraidos con
5HT. La vasodilataciéon inducida por cada concentraciéon de Ach fue expresada como
porcentaje de la respuesta maxima de la arteria a una concentracion dada de 5HT. Los valores
representan media + SEM de 5 ratas por grupo. *p < 0,05 ; **p < 0,01 y ***p < 0,001 vs. WKY
+p < 0,05 ;++p <0,01 vs.SHR.
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Figura 20. Area bajo la curva (AUC) concentracién-respuesta de Ach en los tres grupos
experimentales.”**p < 0,001 vs. WKY; ++p < 0,01 vs. SHR.
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La respuesta vasodilatadora de la DA a dosis crecientes de NPS nos
muestra la vasodilatacion no dependiente de endotelio (Fig.21). No se

encontraron diferencias significativas en este tipo de respuesta vasodilatadora

entre los tres grupos de ratas (AUCwky = 232,3 = 19; AUCsHr = 228,3 * 23;
AUCsHRr-D = 297,4 + 29) (Fig. 22).
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Figura 21. Respuesta vasodilatadora de la arteria coronaria descendente anterior (DA) a
concentraciones crecientes de NPS en WKY, SHR y SHR-D, en segmentos precontraidos con
5HT. La vasodilatacién inducida por cada concentracién de NPS fue expresada como
porcentaje de la respuesta maxima de la arteria a una concentracion dada de 5HT. Los valores
representan media £+ SEM de 5 ratas por grupo. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas.
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Figura 22. Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de NPS en los tres grupos
experimentales. No se observaron diferencias estadisticamente significativas.

8.3.2 RESPUESTA VASOCONSTRICTORA DE LA ARTERIA CORONARIA

La respuesta vasoconstrictora de la arteria coronaria inducida por
concentraciones crecientes de 5-HT (10-°- 3x10-° mol/l) fue mayor en las ratas
SHR no tratadas que en ratas WKY, observandose diferencias
estadisticamente significativas a concentraciones mayores o iguales a 3x108
mol/L. Sin embargo, en el grupo SHR-D se observd una respuesta
vasoconstrictora menor que en el grupo SHR a concentraciones iguales o
superiores a 10" mol/L, sin apreciar diferencias estadisticamente significativas
entre SHR-D y WKY. A bajas concentraciones no se vieron diferencias entre

ninguno de los tres grupos (Fig.23). Finalmente el AUC, reflejo de la capacidad
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vasoconstrictora de 5-HT, fue significativamente mayor en SHR sin tratar
(168,06 £ 26) que en ratas WKY (40,91 + 12; p = 0,00005) o ratas SHR-D
(76,20 £ 17; p = 0,011). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en el AUC entre las ratas WKY y SHR-D (P = 0,141) (Fig.24).
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Figura 23. Respuesta vasoconstrictora de la arteria coronaria descendente anterior (DA) a
concentraciones crecientes de 5-HT en WKY, SHR y SHR-D. La vasoconstriccién inducida por
cada concentracién de 5-HT fue expresada como porcentaje de la respuesta maxima de la
arteria ante un pulso con alto K+-KHS. Los valores representan media £+ SEM de 5 ratas por
grupo. *p < 0,05 ; **p < 0,01 y ***p < 0,001 vs. WKY. +p < 0,05 vs. SHR.
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Figura 24. Area bajo la curva (AUC) concentracidon-respuesta de 5-HT en los tres grupos
experimentales.***p < 0,001 vs. WKY; ++p < 0,01 vs. SHR.

8.4 EFECTO DE LA DRONEDARONA SOBRE LOS

BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

Las Figuras 25, 26 y 27 muestran los resultados obtenidos tras realizar la
determinacion de diversos biomarcadores plasmaticos de estrés oxidativo en
los tres grupos de ratas objeto de estudio, asi como el resultado del calculo del

Oxy-Score.

La dronedarona no produjo diferencias estadisticamente significativas en los

parametros de defensa antioxidante (TAC, GSH y SOD) (Fig.25). No se
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observaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de

carbonilos en los tres grupos de estudio (Fig.25).
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Figura 25. Analisis de biomarcadores de estrés oxidativo en cada uno de los tres grupos
experimentales (WKY, SHR, SHR-D). A) Concentracién de carbonilos, B) Capacidad
Antioxidante Total (TAC), C) Concentracion de GSH y D) Actividad SOD. Valores expresados
como MEDIA + SEM. * p<0,05 ** p>0,01 *** p<0,001 vs. WKY. # p<0,05 vs. SHR.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de tioles
entre los tres grupos, pero si hubo una mayor concentracion de proteinas

tioladas en el grupo SHR respecto al grupo WKY. Tras tratamiento con
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dronedarona hubo una tendencia a la disminucion de forma que no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos SHR-D y WKY. Por
ultimo, al realizar el indice de proteinas tioladas, se observé un indice mayor en
las ratas SHR respecto a las WKY que, tras tratamiento con dronedarona,

disminuy6 hasta equipararse al grupo de ratas normotensas (WKY). (Fig.26).
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Figura 26. Analisis de biomarcadores de estrés oxidativo en cada uno de los tres grupos
experimentales (WKY, SHR, SHR-D). A) Tioles totales B) Proteinas tioladas y C) indice de
proteinas tioladas. Valores expresados como MEDIA + SEM. * p<0,05 ** p>0,01 vs. WKY. ##
p<0,01 vs.SHR.
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Por ultimo, si analizamos los resultados del calculo del Oxy-Score
podemos observar que existen diferencias significativas (P < 0.001) entre el
grupo control SHR y el grupo tratado con dronedarona. En el grupo SHR
control el parametro Oxy-Score fue negativo, o que implica que predomina el
dafio oxidativo frente a la capacidad antioxidante. Sin embargo, dicho
parametro fue positivo en el grupo tratado con dronedarona, lo que indica un

predominio de la capacidad antioxidante frente al dafio oxidativo (Fig.27).
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Figura 27. Representacion del valor del Oxy-Score. Valores expresados como MEDIA + SEM.
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9 Discusion



9. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo experimental demuestran
que la dronedarona produce, de manera precoz, una regresion del remodelado
arterial coronario secundario a la hipertensién arterial crénica. Hasta el
momento actual, no existen en la literatura trabajos similares (0 no hemos sido
capaces de encontrarlos) que analicen el efecto de la dronedarona sobre las
arterias coronarias. Como modelo experimental de remodelado arterial
coronario se han utilizado ratas espontaneamente hipertensas (SHR), tratadas
0 no con dronedarona, asi como ratas normotensas Wystar Kioto (WKY) como

grupo control.

La SHR constituye un modelo experimental de hipertrofia ventricular
izquierda secundaria a la hipertensién arterial esencial. A los 10 meses de
edad esta rata presenta hipertrofia ventricular izquierda, todavia
hemodinamicamente compensada '8, Estos cambios en el ventriculo izquierdo
se asocian a cambios en la estructura y funcion de las arterias coronarias 8",
Nuestro grupo de investigacion, desarrolla desde hace anos una linea de
investigaciéon centrada en la busqueda de nuevas terapias que produzcan
regresion precoz del remodelado cardiovascular, empleando como modelo
experimental la rata SHR. Previamente al presente trabajo, hemos estudiado el
efecto del beta-bloqueante cardioselectivo esmolol sobre Ila hipertrofia
ventricular izquierda ' y el remodelado arterial coronario '/, demostrando una
regresion precoz de ambos tras tan so6lo 48h de tratamiento endovenoso. Ante
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estos sorprendentes resultados y dado que el esmolol sélo puede administrarse
via intravenosa y en quiréfano o en unidades de cuidados especiales, nuestro
interés se centré posteriormente en encontrar un farmaco con efecto similar y
disponible para su administracion via oral. Para ello, seleccionamos la
dronedarona, un bloqueante multicanal indicado en el tratamiento de la
fibrilacidn auricular paroxistica o persistente. El objetivo fue evaluar si el
bloqueo de varios canales idnicos tenia un efecto similar al descrito con el beta-
bloqueo. Para ello, inicialmente se disefié un estudio experimental en el que se
analizo el efecto de la dronedarona sobre la hipertrofia ventricular izquierda 68,
Los resultados de dicho trabajo mostraron la regresion de la hipertrofia
ventricular izquierda tras 2 semanas de tratamiento con dronedarona en la rata
SHR (la dronedarona disminuye la masa del ventriculo izquierdo estudiada
mediante ecocardiografia transtoracica, revierte el metabolismo de la glucosa
del ventriculo izquierdo estudiado mediante PET/TC y disminuye el area del
miocito estudiado mediante técnicas de histologia). Estos resultados nos
obligaron a estudiar los cambios estructurales y funcionales de las arterias
coronarias producidos por dicho farmaco (objeto del presente trabajo). También
se estudiaron biomarcadores de estrés oxidativo que pueden estar
involucrados en el efecto de la dronedarona sobre la regresion del remodelado

vascular.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento oral con dronedarona
(100 mg/kg/dia) durante 2 semanas produce una regresion precoz del
remodelado arterial coronario. A continuacion, analizaremos cada uno de estos

resultados y sus posibles mecanismos.
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9.1 DRONEDARONA INDUCE CAMBIOS ESTRUCTURALES EN

LA ARTERIA CORONARIA

La hipertension arterial constituye un factor de riesgo cardiovascular
reconocido, asociado a un aumento en la morbilidad y mortalidad. Tal como
muestran estudios previos 82, la hipertension se asocia a cambios
estructurales de la pared arterial coronaria. Por dicho motivo, se evaluaron
cortes histologicos de arterias intramiocardicas (rama intramiocardica de la
arteria obtusa marginal) de cada uno de los grupos del estudio (SHR, SHR-D y
WKY). Tras determinar diversos parametros estructurales [grosor de la pared
vascular (GP), el area del vaso (CSA) y el diametro externo (DE)], se confirmo
un aumento significativo de éstos en el grupo hipertenso (SHR) respecto al
control normotenso (WKY). Estos resultados son congruentes con los
obtenidos por Cebova y Kristek '8, que demostraron la existencia de la
hipertrofia arterial coronaria en ratas SHR de 13 meses de edad. Sin embargo,
estos autores no observaron diferencias significativas en la pared de las
arterias de ratas SHR y WKY mas jévenes (3 semanas de edad). De ello se
deduce que el remodelado coronario es un mecanismo mal-adaptativo en
respuesta a la hipertension arterial cronica 2 que va produciéndose Yy

consolidandose al aumentar la edad.

Paralelamente, los resultados de nuestro estudio también revelan que el
tratamiento con dronedarona produce cambios precoces en la estructura de la

arteria coronaria (descendente anterior) de las SHR. La dronedarona produjo
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una reduccién de CSA y del DE del vaso a expensas de una disminucién del
GP. Esta disminucién del GP se debi6 a una disminucién tanto del grosor como
del numero de células de las capas media y adventicia. Asi, podemos concluir
que el tratamiento con dronedarona actua reduciendo la hipertrofia vascular de
la arteria descendente anterior mediante la disminucion del numero de células
de las capas media y adventicia. Estos cambios en la estructura y morfologia
de la arteria descendente anterior se produjeron tras tan sélo 2 semanas de

tratamiento.

En la literatura encontramos numerosos estudios que analizan los cambios
estructurales en la arteria coronaria producidos por diversos farmacos
antihipertensivos (IECAS, ARA II, beta-bloqueantes, antagonistas del calcio y
diuréticos) en la SHR 64184.185186,187 - |osartan produjo disminuciéon del GP vy
CSA tras 5 semanas de tratamiento; amlodipino y enalapril disminuyeron el
grosor y CSA de la capa media y el numero de las células musculares tras 3
meses de tratamiento; perindopril e indapamida disminuyeron CSA y diametro
del vaso tras 8 semanas de tratamiento; lisinopril disminuyd el grosor de la
capa media tras 1 mes de tratamiento. Y por ultimo, el esmolol (administrado
durante 48 h) produjo disminucion del GP y CSA a expensas de la capa media,
y disminucion en el contaje celular tanto de la capa media como de la
adventicia '8. La hipertension arterial y el remodelado vascular se asocian
principalmente a cambios en la estructura de la capa media, sin embargo hay
estudios que también relacionan el remodelado vascular con cambios en la

capa adventicia '®. Nuestros resultados son congruentes con esta afirmacion,
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ya que la dronedarona produjo cambios en la estructura y en la morfologia de

la arteria coronaria.

9.2 DRONEDARONA INDUCE CAMBIOS EN LA REACTIVIDAD

VASCULAR DE LA ARTERIA CORONARIA

El remodelado vascular producido por la hipertensién arterial implica no sélo
cambios en la estructura del vaso, sino también cambios en la reactividad
vascular.

El aumento del grosor y la rigidez de la pared arterial asociado a
hipertension conlleva cambios en la reactividad vascular. Se produce una
mayor respuesta vasoconstrictora y una menor capacidad de vasodilataciéon
frente a diversos estimulos 81718 Por tanto, mediremos la capacidad de un
determinado farmaco de restituir la funcionalidad vascular en funcién de su
efectividad para normalizar las respuestas vasconstrictoras y vasodilatadoras.
Nuestro estudio demuestra que el tratamiento con dronedarona produce una
disminucién de las respuestas vasconstrictoras frente a la serotonina. Ello
puede deberse a la disminucion del grosor y numero de células de la capa
media (o muscular). De hecho, previamente se ha demostrado que ciertos
cambios estructurales presentes en la arteria coronaria descendente anterior
de las ratas SHR (aumento de grosor de pared y del numero de células
musculares lisas) se asocian a una mayor respuesta vasoconstrictora que en
las ratas normotensas .
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La revision bibliografica muestra estudios con resultados divergentes
respecto a la vasoconstriccion observada en ratas WKY y SHR tras la
administracién de 5-HT. Mientras unos estudios, incluyendo los realizados por
nuestro grupo de investigacion, observan una menor vasoconstriccion en ratas
WKY respecto a ratas SHR '°".18: otros encuentran una respuesta similar %' o
incluso una menor vasoconstriccion en ratas SHR 93, Estas diferencias podrian
explicarse debido a los diversos tipos y tamafos de arteria usados, asi como al
agente vasoconstrictor, a la metodologia del estudio y a la edad de animal

empleado 194,

Por otra parte, el tratamiento con dronedarona produjo una mejoria de la
capacidad vasodilatadora dependiente de endotelio (mediada por Ach), en
comparacién con el grupo SHR no tratado. Estudios previos muestran un
posible efecto vasodilatador coronario de la dronedarona en el que podrian
estar involucrados dos mecanismos: estimulacién de la éxido nitrico sintasa y el
bloqueo de los canales idnicos del calcio '%°. Por lo que la mejoria en la
respuesta vasodilatadora observada en las ratas tratadas con dronedarona
podria estar relacionada con la estimulacién de la via del 6xido nitrico. Futuros

estudios seran necesarios para confirmar esta hipétesis.
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9.3 DRONEDARONA INDUCE CAMBIOS EN EL ESTRES

OXIDATIVO

La dronedarona ha demostrado su efectividad en el sindrome coronario
agudo 8. Este efecto protector parece estar relacionado con los efectos
pleiotrépicos del farmaco. Por un lado, la dronedarona disminuye la frecuencia
cardiaca y la demanda de oxigeno, y aumenta la duracion de la diastole con lo
que también favorece el flujo coronario '%; esta reduccion de la frecuencia
cardiaca se debe a la inhibicion de la corriente de sodio lr. Por otro lado, la
dronedarona bloquea los receptores alfa adrenérgicos, por lo que produce una
disminucion de la presion arterial sistémica y ademas reduce la
vasoconstriccion local, mecanismos que pueden producir isquemia miocardica
en pacientes con enfermedad coronaria 9. Por ultimo, un efecto
cardioprotector directo de la dronedarona (reduccion tamafo del infarto en un
modelo experimental en cerdos de isquemia-reperfusion con afectacion de la
descendente anterior, °°) podria explicar el efecto positivo de este farmaco en
el sindrome coronario agudo.

El mecanismo por el que la dronedarona ejerce la cardioproteccion descrita
anteriormente no se conoce totalmente. Sin embargo, la mejoria en el flujo
coronario se ha relacionado con una disminucion del estrés oxidativo asociado
a la dronedarona %8, Nuestros resultados son congruentes con los observados
en los estudios descritos anteriormente en lo que respecta al estrés oxidativo,
ya que la dronedarona produjo una disminucién del estrés oxidativo tras 2

semanas de tratamiento.
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El indice de proteinas tioladas en plasma es un biomarcador de estrés
oxidativo en determinadas patologias como es la insuficiencia renal
(hemodidlisis) 7. En el presente estudio encontramos un aumento en el indice
de proteinas tioladas en la rata hipertensa con respecto a la rata normotensa.
Sin embargo, la dronedarona disminuyd este biomarcador en la rata SHR,
igualandose los niveles plasmaticos a los observados en la rata normotensa. El
indice de proteinas tioladas prodria ser un nuevo biomarcador de estrés
oxidativo en el paciente con HVI y dafio coronario causado por la hipertension
arterial primaria; y a la vez, una diana terapéutica en el tratamiento del
remodelado vascular.

La inclusién de los biomarcadores individuales en el indicador global del
estrés oxidativo (Oxy-Score) muestra diferencias relevantes entre el grupo
tratado con dronedarona y el grupo control hipertenso. El analisis del Oxy-
Score mostr6 un predomino del dano oxidativo (frente a la capacidad
antioxidante) en el grupo control hipertenso y un predominio de la defensa
antioxidante (frente al dafo oxidativo) en el grupo tratado con dronedarona.
Estos cambios en el estrés oxidativo observados tras la administracion de
dronedarona podrian explicar, en parte, el efecto protector de la dronedarona
en la regresion del remodelado de las arterias coronarias. Futuros estudios
seran necesarios para profundizar en el efecto de la dronedarona sobre el

estrés oxidativo y su asociacidn con la regresion del remodelado vascular.
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9.4 DONDE ESTAMOS Y FUTUROS PROYECTOS

En el presente trabajo hemos demostrado la regresion del remodelado
arterial coronario producida por un bloqueante multicanal, la dronedarona. Para
ello, hemos estudiado los cambios producidos en la arteria coronaria desde
multiples perspectivas: cambios estructurales y morfolégicos mediante
microscopia confocal y Optica, cambios en la reactividad vascular usando el
miografo de alambre y efectos sobre el estrés oxidativo analizando diversos

biomarcadores plasmaticos.

Una vez estudiados los cambios producidos por el farmaco en las arterias
de resistencia, el siguiente paso sera estudiar los cambios producidos en

arterias de mayor calibre como es la aorta toracica.

En este momento, nuestro grupo de investigacion 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. Por otro lado, se pretende profundizar en los mecanismos implicados
en la regresiéon del remodelado vascular. Para ello, se estan analizando nuevos

biomarcadores de estrés oxidativo y marcadores de disfunciéon endotelial.

Es el primer estudio que analiza los cambios en el remodelado arterial

coronario en relacion al uso de la dronedarona. Este estudio, por lo tanto, abre
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la puerta a la posibilidad de una nueva indicacion terapéutica del farmaco si se

confirman los resultados en humanos mediante futuros ensayos clinicos.

9.5 LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Tras el analisis de nuestro trabajo experimental, encontramos las siguientes

Limitaciones:

a)

La dosis y via de administracion del farmaco se ha extrapolado de su
uso en humanos. Sin embargo, no se han tenido en cuenta las posibles
diferencias farmacodinamicas y farmacocinéticas presentes en los
roedores respecto a los humanos. Por lo tanto, los resultados de este
estudio unicamente pueden aplicarse a ratas, necesitando estudios en
humanos que confirmen estos resultados..

El grado de disfuncién endotelial y afectacion de la reactividad vascular
difiere en la rata SHR dependiendo del sexo, edad, tipo de arteria
seleccionada y método usado para el estudio de la funcién arterial. Por
ello, dichos resultados s6lo son aplicables a las arterias coronarias de
ratas SHR macho de 10 meses de edad.

El presente trabajo demuestra la mejoria del remodelado coronario tras
2 semanas de tratamiento con dronedarona. Sin embargo, se desconoce
la permanencia o no de este efecto tras la interrupcion del tratamiento.
Por ello, se requieren estudios que aclaren este interesante aspecto.
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d)

Seran necesarios futuros ensayos clinicos para confirmar el efecto de la
dronedarona sobre la regresion del remodelado vascular y poder

plantear una nueva indicacion terapéutica.

En contraposicién, nuestro estudio presenta los siguientes Fortalezas:

a)

Se trata de un estudio experimental complejo e innovador, que aplica
una metodologia adecuada para el estudio de los cambios estructurales
y funcionales de las arterias coronarias.

Es el primer estudio que plantea el posible efecto de la dronedarona
sobre la regresion del remodelado coronario. Los estudios previos se
han centrado exclusivamente en analizar su efecto sobre el control de
las arritmias, unica indicacion terapéutica incluida en ficha técnica en el
momento actual 8% 199,

La regresion del remodelado coronario producido por la dronedarona
podria resultar beneficiosa en los pacientes con fibrilaciéon auricular
asociada a hipertrofia ventricular izquierda compensada y remodelado
coronario, ya que podria resultar en una disminucion de los eventos
isquémicos y por lo tanto de la morbilidad y mortalidad del paciente.

Si se confirman los resultados obtenidos en el presente estudio, es
posible que aparezca una nueva indicacién terapéutica para este

farmaco, que reforzaria su uso en pacientes con fibrilacién auricular.
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10 Conclusiones



10.

CONCLUSIONES

Tras analizar y discutir los resultados del presente estudio podemos

formular las siguientes conclusiones:

1.

La dronedarona produce regresion del remodelado de la arteria
coronaria en un modelo experimental de hipertension arterial e
hipertrofia ventricular izquierda compensada, combinada con

alteraciones estructurales y funcionales de las arterias coronarias.

La arteria coronaria de la SHR tratada con dronedarona presenta
diferencias estructurales significativas respecto a la de la rata
hipertensa no tratada. Estos cambios incluyen una disminucion del
grosor de pared a expensas de la reduccion del grosor y del numero
de células de las capas media y adventicia, asi como una

disminucién del colageno vascular.

La dronedarona restaura la reactividad vascular coronaria, que se
traduce en un aumento de la capacidad vasodilatadora dependiente

de endotelio y una menor respuesta vasoconstrictora.

La dronedarona produce cambios en el indicador global de estrés
oxidativo (Oxy-Score) mostrando un predominio de la capacidad

antioxidante frente al dano oxidativo.
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Fig.1.- Estructura de la pared arterial.
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Fig.19.- Respuesta vasodilatadora de la arteria coronaria descendente
anterior (DA) a concentraciones crecientes de Ach.
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tioladas y PTI).

Fig.27.- Resultados del Oxy-Score.
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