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RESUMEN



La hipertension arterial es responsable del remodelado tanto cardiaco como
vascular, dando lugar a eventos adversos cardiacos, tales como arritmias,
insuficiencia cardiaca o infarto agudo de miocardio, aumentando Ila
morbimortalidad. Son varios los farmacos antihipertensivos que han demostrado
ser capaces de revertir dicho remodelado mejorando asi el prondstico de los
pacientes, pero su efecto beneficioso aparece tras meses 0 incluso afios de
tratamiento continuado. El esmolol es un farmaco que pertenece al grupo de beta-
bloqueantes cardioselectivos con ciertas peculiaridades farmacocinéticas, con
efecto cronotropico negativo y un importante efecto hipotensor ultrarrapido y

potente, ampliamente utilizado en la practica clinica habitual.

En un estudio previo realizado en ratas espontaneamente hipertensas (SHR),
nuestro grupo demostré que el tratamiento con esmolol durante Unicamente 48
horas es capaz de revertir el remodelado vascular en las arterias coronarias, tanto
a nivel funcional como estructural, convirtiéndose en el primer farmaco capaz de
producir dicho efecto de una manera tan precoz (1). Basandonos en estos
hallazgos, disefiamos el presente trabajo experimental con el objetivo principal de
investigar si dichos efectos beneficiosos en el remodelado coronario de las SHR se
mantenian en el tiempo una vez finalizado el tratamiento con esmolol durante 48

horas.

Los resultados obtenidos muestran que el esmolol mantiene su efecto positivo
sobre el remodelado vascular coronario a los 7 dias y al mes de haber finalizado el
tratamiento, comprobandolo en los siguientes parametros: 1°) reduccion del grosor
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de pared a expensas principalmente de la capa media; 2°) normalizacion de la
reactividad vascular, mejorando la vasodilatacion y limitando la vasoconstriccion;
3°) mejorando el perfil de estrés oxidativo, con aumento de los antioxidantes y

disminucién de los oxidantes en plasma.

El presente estudio muestra que el efecto del esmolol sobre el remodelado
vascular permanece en el tiempo una vez finalizado el tratamiento en un modelo

experimental de ratas espontaneamente hipertensas.
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SUMMARY



Hypertension is responsible for both cardiac and vascular remodeling, leading
to adverse cardiac events, such as arrhythmias, heart failure or acute myocardial
infarction, increasing morbidity and mortality. There are several antihypertensive
drugs that have been shown their ability to reverse this remodeling, thus improving
the prognosis of patients, but their beneficial effect appears after months or even
years of continuous treatment. Esmolol is a drug that belongs to the group of
cardioselective beta-blockers with certain pharmacokinetic peculiarities, with a
negative chronotropic effect and an important ultra-rapid and powerful hypotensive

effect, widely used in routine clinical practice.

In a previous study carried out in spontaneously hypertensive rats (SHR), our
group showed that treatment with esmolol for only 48 hours is capable of reversing
vascular remodeling in the coronary arteries, both at a functional and structural level,
becoming the first drug capable of to produce this effect in such an early way (1).
Based on these findings, we designed the present experimental work with the main
objective of investigating whether these beneficial effects on coronary remodeling
of SHR were maintained over time after the end of treatment with esmolol for 48

hours.

The results obtained show that esmolol maintains its positive effect on
coronary vascular remodeling at 7 days and a month after the end of the treatment,
verifying it in the following parameters: 1st) reduction in wall thickness mainly at the

expense of the middle layer; 2nd) normalization of vascular reactivity, improving
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vasodilation and limiting vasoconstriction; 3rd) improving the oxidative stress profile,

with an increase in antioxidants and a decrease in oxidants in plasma.

The present study shows that the effect of esmolol on vascular remodeling
remains in time after the end of treatment in an experimental model of

spontaneously hypertensive rats.
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1.INTRODUCCION



1.1. PROBLEMA CLINICO: HIPERTENSION ARTERIAL

1.1.1. Definicion de hipertension arterial

La hipertension arterial (HTA) es un sindrome cardiovascular progresivo que
se caracteriza por la elevacion persistente de la presion arterial por encima de los
valores que se establecen como normales (presion arterial sistolica = 140 mmHg y
diastdélica = 90 mmHg). Su progresion esta relacionada con alteraciones funcionales
y estructurales a nivel cardiaco y vascular que dafian el corazoén, los rifiones, el
sistema nervioso central, los vasos y otros 6rganos, y conduce a la morbilidad y

mortalidad prematura (2).

La prevalencia global de la hipertension se estima en 1.13 billones en 2015,
con una prevalencia aproximada de 150 millones en el centro y este de Europa. La
prevalencia global en adultos es de 30 al 45%, con una prevalencia estandarizada
por edad de 24% en hombres y del 20% en mujeres. Estos datos son constantes
en todo el mundo, independientemente del estatus econémico. La hipertension se
hace mas comun en edades avanzadas, con una prevalencia de >60% en personas
mayores de 60 afios (5), y su frecuencia se iguala entre hombres y mujeres a partir
de los 75 afos (4). En Espafia, la prevalencia global es de casi el 42% segun datos

del Instituto Nacional de Estadistica.

Es el primer factor de riesgo relacionado con la mortalidad y el tercero mas
importante como contribuyente a la discapacidad en todo el mundo (3). Es

importante destacar que a pesar de los avances en el diagnostico y tratamiento en

23



los ultimos 30 afos, la discapacidad asociada a la hipertension ha aumentado un

40% desde 1990 (5).

1.1.2. Tipos de hipertensién arterial

En la mayoria de los pacientes con presion arterial elevada no se puede
identificar ninguna causa que la produzca, lo que se conoce como hipertension
arterial primaria. Este tipo de hipertensién constituye el 95% de los casos, y se cree

que puede deberse a varios procesos aun no identificados con una base genética.

El término hipertension secundaria se utiliza cuando existe un mecanismo
subyacente identificable como causante de la hipertensién (estenosis de la arteria
renal, feocromocitoma, coartacion de aorta...), y sélo se corresponde con el 5% de

los casos de hipertension.

Basandonos en las cifras tensionales, las ultimas guias de manejo de la
hipertension arterial publicadas en 2018 por la Sociedad Europea de Cardiologia,

establece varios grupos (5):

e Presion arterial optima: presion arterial sistélica <120 mmHg y presion
arterial diastélica <80 mmHg.

e Presion arterial normal: presion arterial sistélica 120-129 mmHg y/o
presion arterial diastolica 80-84 mmHg.

e Presion arterial normal-elevada: presion arterial sistolica entre 130-139
mmHg y/o presion arterial diastdlica 85-89 mmHg.
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e Hipertension grado 1: presion arterial sistolica entre 140-159 mmHg y/o
presion arterial diastolica entre 90-99 mmHg.

e Hipertension grado 2: presion arterial sistélica 160-179 mmHg y/o presion
arterial diastdlica 100-109 mmHg.

e Hipertensién grado 3: presion arterial sistolica 2180 mmHg y/o presion
arterial diastolica = 110 mmHg.

e Hipertension sistdlica aislada: presion arterial sistélica =2 140 mmHg vy

presion arterial diastdlica < 90 mmHg.

1.1.3. Organos diana en la hipertension arterial
1.1.3.1. Cardiopatia hipertensiva

La presion arterial es el producto del gasto cardiaco y las resistencias

vasculares periféricas. En los estadios mas iniciales de la enfermedad, la presion

arterial se mantiene elevada a expensas, fundamentalmente, del aumento de la

actividad simpética y del gasto cardiaco (6, 7). Esto se explica por un disbalance

del sistema nervioso simpatico y el parasimpatico con predominio del primero, cuya

causa es desconocida (6). Si el mal control de las cifras tensionales se mantiene,

la enfermedad progresa hacia una segunda fase en la que el gasto cardiaco se

normaliza (6) y, para mantener presiones intravasculares elevadas, se produce el

aumento de las resistencias vasculares periféricas totales (8). En su ultima fase, el

gasto cardiaco finalmente disminuye, al igual que lo hace el volumen sistdlico.

Ese incremento de las resistencias vasculares favorece el que exista una

postcarga elevada del ventriculo izquierdo (VI) que, mantenida de forma cronica,
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va a producir en el VI una hipertrofia e, indirectamente, una alteraciéon de la
relajacion o de la capacidad de llenado ventricular, ademas de dilatacion de la
auricula izquierda (Al) y aumento del riesgo de padecer arritmias, especialmente
fibrilacion auricular (5). Esta alteracion estructural se conoce como “insuficiencia
cardiaca diastolica” o “insuficiencia cardiaca con funcién sistolica preservada”
(ICFSP). Con el tiempo, el VI se adapta a las presiones intracavitarias elevadas
mediante el desarrollo de una miocardiopatia hipertensiva dilatada que, de acuerdo
con la ley de Frank-Starling, conduce a disfuncién sistolica, congestion venosa

retrograda y edema agudo de pulmon (EAP).

La disfuncion sistolica y diastolica del corazon, la hipertrofia del VI, la
coronariopatia y las alteraciones en el sistema de conduccion del impulso eléctrico,
forman parte de la llamada “cardiopatia hipertensiva”, que es consecuencia de la
HTA mantenida a largo plazo. Si no se realiza un tratamiento adecuado, esta
entidad evolucionard hasta la aparicion de sintomas y signos de insuficiencia
cardiaca. Por tanto, detectar de manera precoz la cardiopatia hipertensiva es un
objetivo primordial para iniciar cuanto antes tratamiento en los pacientes de riesgo

y que con ello mejore el prondéstico (9).

La base anatomo-fisioldgica de la cardiopatia hipertensiva es la hipertrofia de
ventriculo izquierdo (HVI). Inicialmente, se trata de un mecanismo de adaptaciéon
del VI a las excesivas presiones intravasculares, sin embargo, con el tiempo, ha
demostrado ser un factor de riesgo independiente para padecer eventos
cardiovasculares y aumentar la mortalidad (10, 11), de tal manera que el riesgo de
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mortalidad es entre 1,5 a 6,8 veces superior en los pacientes hipertensos que
presenten ademas signos de HVI en el electrocardiograma frente a los que no los

presentan (12).

Su diagnéstico se basa, fundamentalmente, en la ecografia, y su prevalencia
aumenta con la edad: 10-20% en menores de 55 afios y hasta un 20-60% en

mayores de 60 afios (13).

Otro factor que influye en la prevalencia de la HVI, ademas de la edad, es la
gravedad de la hipertension arterial: 12-30% en hipertension leve-moderada y hasta
un 90% en casos de hipertension grave (14). El riesgo de presentar eventos
cardiovasculares adversos aumenta hasta un 40% por cada 39 g/m? de aumento

de la HVI (15).

Durante los ultimos afios, numerosos estudios tanto experimentales como
clinicos, han ido encaminados a identificar los mecanismos y las diferentes

opciones terapéuticas que consigan producir una regresion de la HVI.

En esta linea, son diversos los farmacos antihipertensivos que han sido
estudiados: antagonistas del receptor de angiotensina Il-subtipo 1 (ARA ),
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), bloqueadores del

receptor B-adrenérgico (B-bloqueantes), antagonistas del calcio y diuréticos.
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Todos ellos, en mayor o menor medida, consiguen revertir la HVI gracias a la

regresion del remodelado.

Centrandonos en concreto en los B-bloqueantes, existe el estudio aleatorizado
REVERT (acronimo en inglés de “Reversal of Ventricular Remodeling with Toprol-
XL trial”) (16) que evalua el efecto del tratamiento cronico con metoprolol en
pacientes que presentan disfuncion sistolica del VI asintomatica. Los resultados
demuestran una reduccién de los volumenes telesistélico y telediastolico, ademas
de un aumento en la fraccién de eyeccién del VI, en el grupo de pacientes tratados
con metoprolol. Por tanto, el metoprolol ejerceria un efecto cardioprotector frente a
la progresién del remodelado ventricular y protegeria frente a la progresion de la

insuficiencia cardiaca sintomatica.

Siguiendo en la linea de estudio de los B-bloqueantes, nuestro grupo de
investigacion también demostré que el esmolol, un B-bloqueante cardioselectivo de
accion ultrarrapida, es capaz de revertir la HVI en el modelo experimental de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR). Lo novedoso con respecto al resto de
estudios, es que este efecto se produce de manera muy precoz, tras haber

administrado el farmaco Unicamente durante 48h (17).

1.1.3.2. Otros 6rganos afectados
La hipertension arterial crénica produce dafio no solo a nivel cardiaco, sino

también a nivel renal, sistema nervioso central y vascular.

28



e Afectacion renal

La hipertension arterial constituye la segunda causa mas importante de
enfermedad renal crénica, por detras de la diabetes mellitus. La hipertension
también puede ser el modo de presentacion de una enfermedad renal primaria. La
forma mas comun de detectar una alteracion en la funcion renal, es con la elevacion
de la creatinina sérica. El diagnostico se realiza al encontrar una funcion renal
disminuida y/o albuminuria. La reduccion progresiva del filtrado glomerular y el
incremento de la albuminuria, son indicativos de una pérdida progresiva de la
funcién renal y ambos, son predictores independientes del aumento del riesgo

cardiovascular y de la progresion de la enfermedad renal (5).

La insuficiencia renal, definida como un filtrado glomerular estimado <60
ml/min/1.73 m?, puede afectar al 36% de los pacientes con hipertension arterial
primaria. La presencia de hipertension arterial es un factor de riesgo asociado a la
progresion de la enfermedad renal crénica, de manera independiente a la funcion

renal basal, la edad y la excrecién urinaria de albumina.

La nefropatia vascular es el término utilizado para englobar a todos los
trastornos renales asociados a patologia vascular relacionados con la hipertensién
arterial o con la arteriosclerosis (18). La enfermedad renal que aparece asociada a
la hipertension arterial primaria afecta principalmente a la microvascularizacion
preglomerular. El incremento de la presién intraglomerular junto con la presencia
de proteinuria son elementos patogénicos directamente relacionados con la

hipertension arterial y la progresion del dafio renal (19).
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e Sistema nervioso central

El accidente vascular cerebral representa la tercera causa de muerte en la
sociedad occidental, Unicamente superada por la patologia cardiaca y el cancer, y
es responsable de uno de los mayores indices de incapacidad fisica e intelectual.
Sin considerar la edad, la hipertension arterial es el factor de riesgo mas importante
relacionado con la patologia vascular cerebral. Las complicaciones
cerebrovasculares son una de las principales causas de mortalidad en los pacientes
hipertensos (20). La hipertension arterial aumenta la prevalencia de dafio cerebral,
dentro del cual, el accidente isquémico transitorio y el infarto cerebral son las

manifestaciones clinicas mas graves.

En la fase asintomatica, el dafo cerebral causado por la hipertension, se
puede demostrar con el hallazgo de hiperintensidad de la sustancia blanca en una
resonancia magnética nuclear, microinfartos silentes en pequefios vasos,
microhemorragias y atrofia cerebral. La hiperintensidad de la sustancia blanca y los
infartos silentes estan asociados con un incremento del riesgo de infarto y deterioro

cognitivo debido a demencia vascular (5).

Las alteraciones que se han relacionado con una afectacién cerebral precoz
asociada a la hipertension pueden ser de tipo funcional (disminucién del flujo
sanguineo cerebral, aumento del tono cerebrovascular distal, disminucién de la
reserva hemodinamica cerebral, deterioro cognitivo incipiente), o de tipo estructural

(remodelado vascular, infartos lacunares, lesion de la sustancia blanca) (20).
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e Sistema vascular

Los cambios hemodinamicos y humorales que se producen en la hipertension
arterial, afectan a la morfologia y a la funcion de la pared vascular, modificandola
en todas sus capas y dando lugar a lo que se denomina enfermedad vascular
hipertensiva, que se traduce clinicamente como arteriosclerosis y sus
consecuencias en 6rganos diana (isquemia miocardica, accidente cerebrovascular
e insuficiencia renal). El endotelio vascular normal proporciona un entorno
antiaterogénico, pero cuando se altera, se producen modificaciones fenotipicas de
las células endoteliales que propician un ambiente vasoespastico, protrombatico y

proinflamatorio (21).

1.1.4. Tratamiento de la hipertension arterial
Existen dos estrategias establecidas para disminuir la presion arterial: las

intervenciones en el estilo de vida y el tratamiento farmacolégico.

Aunque los cambios en el estilo de vida pueden ayudar, la mayoria de

pacientes hipertensos van a requerir tratamiento farmacoldgico.

Varios metaanalisis han demostrado que la reduccion de la presion arterial
sistélica en 10 mmHg o la reduccion de la diastdlica en 5 mmHg, esta asociada a
una disminucion significativa (alrededor de un 20%) de los eventos
cardiovasculares mayores, de la mortalidad por todas las causas (10-15%), del

infarto cerebral (35%), de los eventos coronarios (20%) y del fallo cardiaco (40%).

31



Esta reduccion del riesgo relativo es constante e independiente de la presion
arterial basal, de los riesgos cardiovasculares asociados, de las comorbilidades, de

la edad, del sexo o de la etnia.

1. Cambios en el estilo de vida:

Los cambios en el estilo de vida pueden ser suficientes para retrasar o evitar
la necesidad de terapia farmacoldgica en pacientes con hipertension arterial de
grado 1, sin embargo, no deben retrasar el inicio de la terapia con farmacos en
pacientes con dafio organico debido a la hipertensién o con riesgo cardiovascular

elevado (5).

Las recomendaciones que se recogen en las ultimas guias europeas incluyen:
e Restriccion del consumo de sodio en la dieta.

e Moderar el consumo de alcohol.

e Consumo de una dieta equilibrada que contenga vegetales, legumbres,
fruta fresca, pescado, acidos grasos insaturados (especialmente aceite de
oliva) y reducir el consumo de carnes rojas y acidos grasos saturados.

e Reduccion de peso corporal.

e Realizar actividad fisica de manera regular.

e Abandonar el consumo de tabaco.

2. Terapia farmacoldégica:
La mayor parte de los pacientes van a necesitar tratamiento farmacoldgico

ademas de los cambios en el estilo de vida para conseguir un control 6ptimo de la
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presion arterial. Se recomiendan 5 grupos de farmacos, basandose en su
capacidad de probar la reduccion de la presion arterial, la capacidad de disminuir
los eventos cardiovasculares en estudios controlados con placebo, y haber
demostrado su equivalencia en términos de morbilidad y mortalidad de causa

cardiovascular.

El utilizar un grupo u otro, dependera entre otras cosas, de las condiciones y

comorbilidad del paciente. Los cinco grupos terapéuticos utilizados en la actualidad

son:

e Blogueadores del sistema renina-angiotensina: Inhibidores de la Enzima

Convertidora de Angiotensina (IECA) y de los Receptores de Angiotensina |l

(ARA 1)

Tanto los IECA como los ARA Il actian sobre el sistema renina-angiotensina-

aldosterona. Mientras que los IECA inhiben la conversion de angiotensina | en
angiotensina Il, los ARA Il bloquean la unién de esta a los receptores tipo 1 de la
angiotensina Il (presente en numerosos tejidos como el masculo liso, la glandula
suprarrenal o el miocardio) y como consecuencia, evitan su efecto vasopresor y

liberador de aldosterona (22).

Ambos son dos de los grupos farmacoldogicos mas utilizados para el
tratamiento de la hipertension, y los ARA |l se asocian a un menor abandono del
tratamiento a causa de efectos adversos. La combinacion de ambos grupos no se
realiza, ya que no aporta beneficios y provoca un aumento de efectos adversos

renales.
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Ambos grupos farmacoldgicos, reducen la albuminuria mas que otros
farmacos antihipertensivos, y son efectivos en el retraso de la enfermedad renal
cronica diabética y no diabética. También parecen ser efectivos en la prevencion e
incluso la regresion del dafio organico asociado a la hipertension, tales como la
hipertrofia de ventriculo izquierdo o el remodelado vascular. Ambos disminuyen la
incidencia de fibrilacion auricular al mejorar la funcién del VI y favorecer la regresion

del remodelado estructural del mismo (5).

e Blogueadores de canales de clacio

La accion farmacoldgica se debe a la inhibicién de la entrada de calcio en las
células a través de los canales L (“canales lentos”), interfiriendo asi en el proceso
de contraccién muscular y en la transmisién del impulso nervioso. La dosis a la cual
se administra, no interfiere con los “canales rapidos” de sodio, por tanto, son
inhibidores muy selectivos. Su accion se limita a la musculatura lisa arterial,

miocardio y fibras conductoras del impulso cardiaco.

Son ampliamente utilizados y presentan una efectividad similar a otros grupos
de antihipertensivos. Tienen un efecto mayor en la reduccion de infartos cerebrales,
pero son menos efectivos en la prevencion de la insuficiencia cardiaca con fraccion
de eyeccion reducida. Los blogueadores de canales de calcio son un grupo
heterogéneo de farmacos. Muchos ensayos clinicos han demostrado los beneficios
al estudiar las dihidropiridinas (sobre todo amlodipino). Un pequefio niumero de
ensayos clinicos ha comparado no dihidropiridinas (verapamilo y diltiazem) con

otros farmacos, sin encontrar diferencias significativas en la eficacia.
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e Diuréticos tiazidicos

Los diuréticos tiazidicos acttan inhibiendo el cotransporte de cloro y sodio en
la membrana luminal del tabulo contorneado distal, bloqueandolo. Con ello se
impide la reabsorcion de sodio y cloruro. Ademas, tienen efecto vasodilatador

directo.

Los diuréticos continlan siendo la piedra angular del tratamiento
antihipertensivo desde su introduccion en los afios 60. Su efectividad en la
prevencion de la morbilidad y mortalidad cardiovascular ha sido confirmada con
numerosos estudios. También parecen ser mas efectivos que otros farmacos en la
prevencion de la insuficiencia cardiaca. Los diuréticos similares a las tiazidas (como
la clortalidona y la indapamida), han demostrado ser mas potentes que las clasicas
tiazidas en la reduccién de la presion arterial. Este grupo terapéutico sin embargo,
es menos efectivo como agente antihipertensivo cuando la filtraciébn glomerular es
<30 mL/min. En dichos casos, los diuréticos de asa tipo furosemida o torasemida,

pueden reemplazar a las tiazidas como farmacos antihipertensivos.

e Beta-blogueantes

Este grupo farmacolégico produce un bloqueo del receptor beta-adrenérgico,
de tal forma que impide la union de las catecolaminas y evita su estimulacion,
impidiendo asi el aumento de la frecuencia cardiaca, de la presion arterial y de la
contractilidad cardiaca. El efecto final, es la mejora del llenado cardiaco en la
diastole y con ello, mejora de la funcion cardiaca y flujo sanguineo en las arterias

coronarias.
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En numerosos ensayos clinicos y metaanalisis se ha demostrado que,
comparado con placebo, los beta-bloqueantes reducen de manera significativa el
riesgo de infarto cerebral, fallo cardiaco y evento cardiovascular mayor en los
pacientes hipertensos. Los beta-bloqueantes han demostrado ser especialmente
efectivos en el tratamiento de la hipertension en determinadas situaciones, tales
como angina, tras infarto agudo de miocardio o para el control de la frecuencia

cardiaca.
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1.2. REMODELADO VASCULAR HIPERTENSIVO

1.2.1. Definicion de remodelado vascular

La pared vascular es un drgano activo constituido por la capa intima
(compuesta por células endoteliales), la capa media (compuesta por células
musculares lisas) y la capa adventicia (compuesta por fibroblastos) (Fig.1). Todas

ellas, interaccionan para formar un complejo autocrino-paracrino.

Luz arterial

Jintima

W Media

Adventicia

Figura 1: Corte transversal que muestra las capas de una arteria.

La pared del vaso es capaz de detectar sefiales en su entorno, que integra a
través de la comunicacién intercelular y, con la produccion de mediadores locales
tales como los factores de crecimiento locales o las sustancias vasoactivas, influye

en la estructura y la funcion del vaso.

El término “remodelado vascular”, fue utilizado por primera vez por Baumbach
y Heistad en sus estudios con arteriolas piales de ratas espontaneamente

hipertensas propensas al accidente cerebrovascular (SPSHRs, acronimo del inglés
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“stroke-prone spontaneously hypertensive rats”). Este término describe la
desorganizacion de los componentes de la pared vascular alrededor de un lumen

disminuido (23).

En el afio 1994, Gibbons (24) propuso que el remodelado vascular es un
proceso activo, generalmente como respuesta adaptativa a los cambios
mantenidos en las condiciones hemodindmicas, y se caracteriza por cambios
estructurales que involucran a varios procesos como el crecimiento, la muerte, la
proliferacion y la migracion celular, asi como la produccion y la degradacion de
sustancias de la matriz extracelular arterial, todo ello regulado de manera dindmica
por la interaccion de factores de crecimiento, sustancias vasoactivas y estimulos

hemodinamicos.

Para poder cuantificar el remodelado vascular, Baumbach y Heistad definieron
en 1989 el “indice de remodelado”, el cual se define como la variacién en porcentaje
de la luz del vaso atribuible al remodelado, en funcién de los cambios de la seccion
de area de pared (25). De acuerdo a esta definicién, un indice elevado sélo se
puede evidenciar en arterias de pequefio calibre que, precisamente, son las

principales responsables de los efectos del remodelado en el individuo (26).

1.2.2. Clasificacion del remodelado vascular
Clasicamente, se consideraba que el cambio estructural evidenciado en las

arterias de pequenio calibre de pacientes hipertensos se encontraba asociado a un
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incremento del grosor de la pared del vaso a expensas de material nuevo que se
acumulaba (“remodelado hipertréfico”). Sin embargo, se ha demostrado que el
cambio puede deberse no solo al crecimiento del vaso, sino a la reestructuracion
del material ya existente en el mismo. Es lo que se conocid posteriormente, como
“remodelado eutréfico”, que define la modificacion de la pared del vaso sin cambios

en la cantidad o en las caracteristicas de los componentes del mismo.

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

de pequeiio calibre (25, 27, 28, 29):

a) Eutrofico concéntrico: en este remodelado, se objetiva una disminucién
del lumen interno y externo, incremento del cociente grosor de pared/diametro
interno, sin variacion en la cantidad de material de pared ni en el area de la seccién
transversal del vaso (“cross-sectional area”). Es el tipo de remodelado vascular que
predomina en la hipertensién esencial en humanos y también se encuentra en el
modelo de rata espontaneamente hipertensa (SHR). Se cree que es el resultado de
la combinacion de apoptosis celular en la periferia del vaso y vasoconstriccion

cronica de la matriz extracelular (30).

b) Hipertrofico concéntrico: en este remodelado, se objetiva un
engrosamiento de la pared del vaso hacia la luz, lo que conlleva una reduccién del
diametro interno. Ademas, viene acompariado de un aumento del area de la seccién
transversal del vaso y del cociente grosor de pared/didmetro interno del vaso. Se
observa de manera frecuente en humanos con hipertension secundaria, como por
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ejemplo la hipertensiéon debida a aldosterismo primario, el feocromocitoma (31) o la

hipertension asociada a diabetes mellitus (32, 33).

1.2.3. Aspectos fisiopatoldgicos y moleculares del remodelado
vascular

Como ya se ha comentado, en la hipertensién arterial, los cambios
hemodindmicos mantenidos de manera cronica, alteran la estructura de la pared
vascular, pero no son los Unicos responsables de la aparicion del remodelado.
Existen otros procesos implicados, tales como la apoptosis celular, la inflamacién,
la fibrosis o el crecimiento celular (27). Ademas, los cambios en los componentes
de la matriz extravascular son mediadores importantes en el proceso de adaptacion
tisular (34). A continuacion se describen algunos de estos procesos que contribuyen

al remodelado vascular:

a) Apoptosis celular: el papel que juegan los fenbmenos apoptaticos en el
remodelado vascular no estd aun completamente explicado. Son numerosos los
estudios que han comprobado la existencia de fendmenos apoptéticos en células
de musculo liso de los vasos sanguineos del corazén (35), cerebro y rifidn (36), asi
como en las arterias de ratas hipertensas (37). En uno de dichos estudios, se
observd una reduccion de la apoptosis en las células musculares lisas de las
arterias mesentéricas de las SHR jévenes de 1-2 semanas de edad en comparacion

con controles normotensos (38). Esto sugiere que es el descenso de la tasa
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apoptotica el responsable del aumento en el crecimiento de la pared y en la

resistencia en los vasos en este modelo animal de hipertension.

En otro estudio, fue analizada la tasa apoptoética en ratas SHR de 4 semanas
y de 8-12 semanas, y encontraron que existia valores de presion arterial mas altos,
un cociente grosor de pared/diametro interno del vaso mayor y una apoptosis

celular mas elevada en el grupo de animales de mayor edad (39).

En el desarrollo de remodelado eutréfico concéntrico vascular que se observa
en las SHR podrian coexistir mecanismos de apoptosis y crecimiento celular, de tal
manera que se produjera un incremento de la apoptosis localizada sobre todo en la
parte externa del vaso, y un crecimiento celular en la pared interna del mismo.
Algunos de los mecanismos implicados en el proceso apoptético se conocen, pero
muchos otros no. Asimismo, se desconoce si la apoptosis surge como

compensacion al crecimento celular concéntrio o es un proceso primario.

A continuacién, describiremos algunos de los principales mecanismos con un
papel reconocido en los procesos de apoptosis implicados en el remodelado

vascular:

e Activacion de  metaloproteasas: las  metaloproteasas  son

metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP), las cuales son endopeptidasas
dependientes de zinc. Su funcidn a nivel vascular es mantener la homeostasis de

las estructuras extracelulares que rodean la pared del vaso. Esta funcion la
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desarrollan a través de la modulacion de las interacciones intercelulares, las
sefales de transmision y la liberacion de mediadores inflamatorios. Existen varios
tipos diferentes de MMP [colagenasas, gelatinasas, estromelisinas vy
metaloproteasas de membrana (MT-MMP)] cuya sintesis es inducida por
determinadas citoquinas ademas de por interacciones intercelulares y de la célula
con la matriz extracelular, en las que las integrinas tienen un papel importante. Del
mismo modo, las transglutaminasas también podrian influir en el proceso de
remodelado vascular, al generar interacciones entre los componentes fibrilares

extracelulares y los sitios de union especificos en las células musculares lisas (40).

e Rarefaccién vascular: se trata de una disminucion de la densidad de

microvasos periféricos, lo que conduce al cierre de arteriolas (“arteriolas
fantasmas”) y capilares, y a la posterior desaparicion de estas estructuras. Este
proceso se produce a expensas de la activacion de la apoptosis encaminada a
disminuir la reserva vascular, produciendo un menor débito sanguineo tisular e

incrementando el riesgo de complicaciones isquémicas.

Asimismo, el proceso de rarefaccién favorece que se mantengan elevadas las

resistencias periféricas en la hipertension arterial.

En las ratas SHR también se ha observado el fenomeno de rarefaccion. En
ellas existe una disminucion de la expresién del gen Bax/BCI-2 (el cual esta
implicado en la apoptosis celular) en las arterias intramiocardicas y un incremento

del mismo en arteriolas y capilares.
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b) Disfuncion endotelial: el término “disfuncion endotelial” hace referencia
a la pérdida de la funcién endotelial adecuada. Se trata de un hallazgo comun en
las enfermedades vasculares y su aparicion es un paso clave en el desarrollo de la
arteriosclerosis. Tanto el aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
como la disminucion de la produccion de oxido nitrico (NO) son los mecanismos
que predominan en este proceso. Es cada dia mayor la asociacion entre la
disfuncion endotelial y procesos patolégicos como la hipertension, la
hipercolesterolemia, la diabetes mellitus, el habito tabaquico y otros factores de
riesgo cardiovascular (41). Algunos de los principales mecanismos implicados en

el desarrollo de la disfuncién endotelial son:

e Inflamacion endotelial: la activacion endotelial induce la expresién de

diversas sustacias como citoguinas, quimiocinas y moléculas de adhesion celular
con la finalidad de interaccionar con leucocitos y otras células inflamatorias, y asi
promover el proceso de inflamacién en el tejido. Al estudiar el modelo experimental
de hipertensién arterial, se observa que existe un aumento en la expresion de
moléculas de adhesion (integrinas), de proteinas inflamatorias [proteina C reactiva
(PCR)] y de proteinas con capacidad trombogénica [proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1 o CCL2), inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1)]
(42). Todos estos efectos producidos por la activacion endotelial, favorecen la
transformaciéon de la estructura del arbol vascular al incrementar la proliferaciéon
celular, ademas de reducir la capacidad vasodilatadora dependiente de endotelio.
En su conjunto, estos cambios predisponen al desarrollo de eventos trombo-

isquémicos asociados a dafio tisular (43).
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A continuacion, se describen los principales mecanismos inflamatorios que

van a causar la disfuncién endotelial en el modelo de hipertension arterial:

» Expresion de MCP-1:

MCP-1 participa de manera activa en la migracion e infiltracion endotelial
monocito-macrofagocitaria, induciendo que se activen los factores de
transcripcion nuclear kappa B (NF-xB) y proteina activadora 1 (AP-1). Como
consecuencia de esto, se induce la expresion de la interleucina 6 (IL-6) y con

ello, la activacion de la proliferacion de las células musculares lisas (44).

» Incremento de los niveles de PCR:

Este aumento induce la adhesion y migracion de leucocitos, estimulando asi
la produccion de citoquinas proinflamatorias y la expresion de moléculas de
adhesion celular (CAM) (45). Es frecuente asociar el aumento de PCR con
un estado procoagulante, asi como con la disminucién de la biodisponibilidad
del 6xido nitrico (NO) endotelial, debido a la inhibicion de la enzima 6xido

nitrico sintasa endotelial (eNOS).

» Incremento del nUmero de células inflamatorias en la capa adventicia:

Este fendbmeno se considera una de las fuentes principales de produccién

de radicales libres de oxigeno implicados en la fisiopatologia vascular (46).

e Estrés oxidativo: el término de estrés oxidativo se definid por primera vez

por Sies y colaboradores en el afio 1985 (47), haciendo referencia al disbalance

que existe entre los productos pro- y anti-oxidantes, lo cual, conduce a un aumento
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de las especies reactivas de oxigeno y a un descenso en la produccion de NO. El
estrés oxidativo se relaciona por tanto con una alteracion de la homeostasis celular,
una alteracion de la capacidad vasodilatadora y con el dafio tisular (48). Diversos
estudios clinicos realizados en pacientes que presentan hipertension arterial,
muestran que las cifras de presion arterial, tanto sistdlica como diastolica, guardan
relacion con el aumento de biomarcadores de estrés oxidativo y disminucion de los

niveles de antioxidantes en plasma (49-51).

Algunos de los procesos de estrés oxidativo que se han visto implicados en el
dafio endotelial en el modelo experimental de hipertension arterial son los

siguientes:

» Reduccidn de la biodisponibilidad de NO:

Actuando como molécula sefializadora, el NO participa en mudltiples
procesos bioldgicos, entre los que se incluyen la regulaciéon de la presién
arterial, la prevencion de la agregacién plaquetaria o la inhibicién de la

proliferacién y migracion celular (52) (Fig.2).
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Figura 2: Funciones del 6xido nitrico segun lugar de sintesis. Extraido de Nitric oxide
synthases: regulation and function. Ulrich Forstermann, William C. Sessa. Eur Heart
J. 2012; 33(7): 829-837.

El NO presenta una potente actividad vasodilatadora al inducir la relajacién
de las células musculares lisas de los vasos, gracias a la activacion de la
enzima guanilato ciclasa, generando asi guanosin monofosfato ciclico (GMP
ciclico o GMPc) y disminuyendo el calcio intracelular [Ca 2+]i (53). Es en el
endotelio vascular donde se sintetiza el NO, a través de la enzima NOS
endotelial (eNOS), que transforma la arginia en citrulina gracias a una
reaccion redox en la que participan 5 electrones (Fig.3). La produccion de
NO endotelial se estimula de manera fisiol6gica por el neutrotransmisor
acetilcolina (Ach), siendo responsable de la vasodilatacién en el endotelio
sano. La vida media del NO es de pocos segundos. Tiene una alta
liposolubilidad, lo que le permite tener una alta tasa de difusiéon a través de

las membranas celulares.
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Figura 3: Sintesis de NO.

La dimetilarginina asimétrica o ADMA, es un antagonista competitivo de la
eNOS, y se elimina en su mayor parte metabolizada por la dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa o DDAH. Otra pequefia parte se elimina por la orina sin
metabolizar. La actividad de la DDAH es inhibida por la mayoria de los factores
de riesgo cardiovasculares, por lo que se produce en estas situaciones, un
aumento en los niveles de ADMA plasmaéticos, afectando a la produccién de

NO e incrementando por tanto el estrés oxidativo (54) (Fig.4).
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Figura 4: Esquema que muestra el origen y funcién 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.

» Aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS):

Al estudiar el modelo experimental de hipertensién arterial, se ha observado
qgue la produccién de ROS esta incrementada. Este hecho favorece el
remodelado vascular, la aparicion de inflamacion y de disfuncion endotelial
(55). Las ROS derivan de la molécula de oxigeno (O2z) tras la reduccién
guimica parcial. Poseen electrones desapareados gracias a los cuales, van
a reaccionar con otras moléculas organicas a través de procesos de
oxidacion-reduccion (REDOX) (56). Este grupo incluye a los peroxidos de
hidrogeno (H202), que se producen cuando el Oz es reducido con dos
electrones, y a las formas reactivas de oxigeno que abarcan al radical anién
superoxido (02 * 7) y al radical hidroxilo (OH¢). Estos compuestos se generan

principalmente en la mitocondria, aunque también pueden hacerlo en el
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reticulo endoplasmico y en el citoplasma. Diversos estimulos, entre los que
se incluye la hipertension arterial, pueden favorecer que todas las células de
la pared vascular generen ROS (57). En el caso concreto de la hipertension
arterial, existe un aumento en la actividad de las enzimas que participan de
manera activa en la produccion de ROS, entre las que se encuentran la
Nicotiamida-Adenina Dinucledtido fosfato oxidada (NADPH-oxidasa),

xantina oxidasa y mieloperoxidasa.

» Disminucion de las defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas:
En los pacientes que presentan hipertension arterial existe una disminucion
en la expresion de las defensas antioxidantes enziméaticas, tales como la
superoéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa y catalasa (57). También
estan disminuidos otros agentes neutralizantes (scavengers) de ROS no
enziméaticos, como son la vitamina E, la vitamina C y el glutation (55-58).
Cuando la célula pretende hacer frente al exceso de ROS, la primera defensa
en actuar es la SOD, y posteriormente, su actividad se completa gracias a la
actividad de la catalasa. Ambas enzimas, pueden transformar el O2'~ en Oz

y H20.

e Expresion de moléculas de adhesion celular:

El endotelio disfuncionante es el encargado de activar la expresion de

integrinas y otras moléculas que son capaces de atraer leucocitos y otras células

inflamatorias hacia la pared del vaso. Una de las moléculas cuya expresion se

incrementa de forma especifica es la E-selectina. Se trata de uno de los

biomarcadores mas importantes de dafo endotelial.
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e Vasoconstriccion:

Un estado de vasoconstriccion cronica estd asociado a procesos
inflamatorios, a la activacion del depdsito de colageno, a la acumulacion de
fibronectina y a la produccion de otros componentes de la matriz extracelular. Todo
esto, va a conducir a la aparicién de un remodelado vascular eutréfico concéntrico.
Se ha estudiado la asociacion existente entre la vasoconstriccion y el remodelado,
en la arteria mesentérica de ratas expuestas a una perfusion continua de adrenalina
durante un periodo de 7 dias (58). Tras finalizar el tratamiento, se objetivd un
remodelado concéntrico en dichas arterias, que fue independiente de la presion

intravascular que se generoé en su interior.

e Expresiéon de endotelina-1:

Muchos estudios de modelos experimentales de hipertension arterial, han
encontrado niveles de endotelina-1 elevados. Un ejemplo es el de las ratas DOCA
(tratadas con acetato de desoxicorticosterona) (59). En el caso de los humanos, se
ha observado un aumento de la expresion del &cido ribonucleico mensajero
(ARNm) de la preproendotelina-1 en el endotelio de las arterias de pequefio calibre
del tejido subcutaneo del gluteo (60). El incremento de los niveles de endotelina-1
parece estar asociado con el remodelado vascular hipertrofico, y se puede corregir
con los antagonistas de la endotelina (61). Tanto la presion arterial elevada, como
el aumento de los niveles de aldosterona en plasma, se han relacionado con la

activacion de la expresion de endotelina-1 en el endotelio (62, 63).
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c) Fibrosis de matriz extracelular: en el modelo de hipertension arterial se
produce el depésito de material fibrético, principalmente colageno, alrededor del
vaso. Esto va a alterar la relacion presion pasiva/diametro interno del vaso y
aumentara la rigidez de la pared vascular. El acimulo de colageno se observa de
manera clara en la vascularizacion coronaria y, en menor medida, en la aorta (64)
y en las arterias mesentéricas de las ratas SHR (65, 66). Sin embargo, en pacientes
jévenes que padecen hipertension arterial, este depdsito de colageno puede
asociarse de manera paraddjica con una menor rigidez del vaso (67). Este hecho
nos indica que, el aumento en la rigidez del vaso, no se debe al depdsito de
colageno en si mismo, sino al tipo de reclutamiento de las fibras de colageno que
se produce tras la exposicion mantenida a presiones elevadas. Algunos de los
mediadores encargados de activar el proceso de fibrosis vascular son, entre otros,
la aldosterona (68), la angiotensina Il, el factor de crecimiento tisular beta (TGF-)
y la endotelina-1 (62). La angiotensina Il estimula la produccién de colageno | en
las células musculares lisas de los vasos. La aldosterona promueve la formacion
de depdsitos de colageno tipo I, de colageno tipo Il y de fibronectina a nivel
extravascular (62). Ademds, existe una relacion inversa entre el depdsito de
colageno y el nivel de expresién de TGF-B. De esta manera, se observa que en las
ratas SHR existe un menor nivel en comparacién con las ratas normotensas WKY

(69).

d) Activacion del eje renina-angiotensina-aldosterona: la activacion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) es fundamental en el proceso del
remodelado vascular (70, 71). La asociacién que existe entre ambos, ha sido

estudiada en la rata hipertensa alimentada con fructosa (FFHR, del inglés
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“Fructose-fed Hypertensive Rat”), que es un modelo experimental de hipertension
con sindrome metabdlico. En dicho modelo, se pudo comprobar la existencia de
una mayor expresion de receptores de angiotensina-ll-subtipo 1 (AT1R) y menor
expresion del subtipo 2 (AT2R). Esto se asocia a la disfuncion endotelial, y al
crecimiento e hipertrofia celular del vaso (72). Algunos de los mecanismos
fisiopatoldgicos que relacionan la activacién del SRAA con el remodelado vascular

son:

e Activacion del SRAA: se ha relacionado con un mayor estrés oxidativo y

con la activacion de los factores de transcripcion AP-1 y NK-kB, que son los
responsables de amplificar la respuesta inflamatoria y de activar la transcripcion de

quimiocinas y citoquinas.

e Angiotensina ll: se trata de una proteina que regula la homeostasis del

sistema cardiovascular, y cuya elevacion de manera crénica esta implicada en la

patogénesis de la enfermedad cardiovascular.

e Aldosterona: la aldosterona interacciona con los receptores de
mineralocorticoides (MR) produciendo asi disfuncion endotelial, trombosis,
hipertrofia vascular, fibrosis cardiaca y también, crecimiento y proliferacion de las

células musculares lisas de los vasos.
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1.2.4. Relevancia clinica del remodelado vascular

Lo caracteristico de la hipertension arterial es el mantenimiento en el tiempo
de las presiones intravasculares elevadas, inicialmente debido a un aumento del
gasto cardiaco y mas tarde, por el aumento de las resistencias vasculares

periféricas totales (7).

El remodelado vascular asociado a la hipertension arterial, al principio se
comporta como un mecanismo adaptativo compensatorio, pero, con el tiempo, deja
de ser adaptativo y compromete la funcién de los vasos, incrementando el riesgo
de poder desarrollar un infarto agudo de miocardio (IAM) u otros eventos

tromboembdlicos sistémicos.

En la totalidad de los pacientes con hipertension en estadio | se objetiva una
alteracion estructural del arbol vascular. Esta alteracion no es mas que la evolucion
natural del remodelado de las arterias coronarias. Segun progresa el remodelado
vascular, a esa primera alteracion estructural se le afiade la disfuncion endotelial y
la hipertrofia del ventriculo izquierdo (presentes en el 60% y en el 45% de los
pacientes, respectivamente, durante la fase mas precoz de la enfermedad) (73). El
hecho de que aparezcan alteraciones estructurales en los vasos de pequefio
calibre, tiene un valor prondstico importante en los pacientes hipertensos. Ya ha
sido demostrado que los pacientes con un mayor cociente grosor de pared/diametro
interno (GP/DI), experimentan con mayor frecuencia, eventos cardiovasculares
adversos, ya sea en forma de infarto agudo de miocardio o de accidente
cerebrovascular (74, 75). En la actualidad, una de las prioridades en la investigacion
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cardiovascular es la busqueda de terapias eficaces para revertir dichas alteraciones

estructurales.

1.2.5. indice de remodelado arterial

Como ya se ha explicado con anterioridad, Baumbach y Heistad definieron en
1989 el “indice de remodelado” para poder cuantificar el remodelado vascular.
Dicho inidice constituye la variacién en porcentaje de la luz del vaso atribuible al

remodelado eutrofico, en funcion de los cambios de la seccidn de area de la pared.

Baumbach y Heistard observaron que el remodelado que conducia a un
aumento de la proporcién media/lumen, implicaba necesariamente una reduccion
en el diametro externo y que, por tanto, era posible calcular el cambio que se
producia en el diametro de la luz del vaso que hubiese ocurrido si no hubiese

cambios en la seccion de la capa media.

Segun esto, el indice de remodelado es la proporcion del cambio en el
diametro de la luz calculado (diametro del lumen en el vaso nhormotenso menos el
diametro del lumen en el vaso con remodelado calculado) con respecto al cambio
en el diametro de la luz observado (diametro del lumen en el vaso normotenso

menos el didmetro del lumen hipertenso), expresado en porcentaje.
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Si el indice de remodelado es mayor de 100%, indica que la seccion de la

capa media es mayor, implicando remodelado por crecimiento.

Las situaciones en las que la proporcion media/lumen disminuye (por ejemplo
como resultado del tratamiento antihipertensivo) también pueden ser resultado del
remodelado, atrofia 0 ambos. Este “remodelado inverso” también se puede definir
con el indice de remodelado y, en este caso, un indice menor de 100% implicaria

atrofia.

Al usar esta terminologia es importante reconocer sus limitaciones. Primero,
el remodelado y el crecimiento son procesos que pueden ocurrir tanto en individuos
normotensos como en aquellos que han desarrollado hipertension, en los que sus

vasos han tenido con el tiempo, un desarrollo diferente.

Segundo, una comparacion entre la seccion del area de la capa media de
vasos hipertensos y normotensos, sefiala solo el resultado final del proceso. Un
area puede ser resultado del crecimiento en una parte del vaso y atrofia en la otra

parte, dando al final un tamafio considerado normal.

Tercero, el indice de remodelado no es una medida precisa. Un indice del
100% puede deberse a la existencia de remodelado a la vez que atrofia, y un indice
del 0% puede ser el resultado del crecimiento del vaso por la superficie abluminal

con posterior remodelado para mantener un diametro externo del tamafio original.
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Cuarto, el incremento de la proporcion media/lumen sin crecimiento, puede

ser consecuencia de la disminucion del material elastico de la pared.

Quinto, el indice es la proporcion de cambio en el lumen que se puede atribuir
al remodelado, no un valor absoluto, por lo que se pueden obtener indices altos con

pequefios cambios en el lumen.

También se ha estudiado la base celular de los cambios morfolégicos que se
observan en las arterias. En los modelos experimentales de hipertension arterial,
tanto en arterias de pequefio calibre subcutaneas, arterias de pequefio calibre de
ratas transgeénicas y en las mismas SHR, se ha observado que el tamafio de los
miocitos es normal. En el caso de las SHR, la alteracion estructural de las arterias
de gran calibre se debe, en gran medida, a la existencia de hipertrofia celular,
mientras que en las arterias de pequefio calibre, el tamafio de las células es normal.
Por tanto, esto sugiere que el remodelado que se observa en estas SHR, se debe
al reordenamiento de las células, manteniendo un tamafo normal. Esta ausencia
de hipertrofia celular indica que el crecimiento observado se debe en parte al
incremento en el numero de células de muasculo liso vascular, es decir, hiperplasia

(25).
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1.3. FARMACOS BETABLOQUEANTES

1.3.1. Farmacologia basica

Los B-bloqueantes son farmacos que se unen selectivamente a los receptores
B-adrenérgicos (ADR-B), produciendo un antagonismo competitivo y reversible de
la estimulacidon que producen los neurotransmisores endégenos noradrenalina y

adrenalina sobre dichos receptores.

El blogueo del receptor inhibe los efectos fisiolégicos mediados por la
activacion del sistema nervioso simpatico, por lo que podria decirse que actian
como simpaticoliticos. Paradojicamente, algunos B-bloqueantes pueden ejercer
una respuesta agonista parcial (actividad simpaticomimética intrinseca),
estimulando y bloqueando el ADR-B al mismo tiempo. Otros, ademas, tienen
actividad vasodilatadora periférica mediada por el bloqueo del receptor a1-
adrenérgico (carvedilol, labetalol), por agonismo al receptor B2-adrenérgico
(celiprolol) o mediante mecanismos independientes del bloqueo del receptor
adrenérgico (bucindolol, nebivolol) (80). Por otro lado, ciertos B-bloqueantes
poseen “actividad estabilizadora de membrana”, y su efecto es similar al
estabilizador de membrana que producen los bloqueantes de los canales de sodio

de los antiarritmicos de la clase | de la clasificacion de Vaughan Williams.

Los ADR-3 que se expresan en la membrana celular pertenecen a la familia

de receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G. Estos receptores se
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conforman por una sola proteina con 7 dominios transmembrana, un dominio

amino-terminal extracelular y un largo dominio carboxi-terminal intracelular (Fig.5).

Sitios de glicosilacion

Espacio
Extracelular

Sitio de
Palmitoilacién

Espacio Acoplamiento a GS :
Intracelular P COOH-terminal

Figura 5: Representacion de la estructura terciaria del receptor B-adrenérgico.
Extraido de Sanz-Rosa, D. «Los receptores [ adrenérgicos en la enfermedad
cardiovascular». Hipertension y Riesgo Vascular 28, n.° 2 (1 de marzo de 2011): 55-
62.

El grupo de Ahlquist y cols fue el primero en identificar los ADR-B (77). Fueron
ellos quienes consiguieron diferenciar este receptor del receptor adrenérgico-a
(ADR-0a) en base a la diferente afinidad que presentan uno y otro por diversos
agonistas. Segun esto, la noradrenalina es, de manera predominante, un agonista

del ADR-q, el isoproterenol del ADR-B y la adrenalina se une a ambos receptores.

Posteriormente, se han identificado diferentes subtipos de receptores
pertenecientes a cada una de las dos clases de adrenorreceptores, entre los que

se encuentran los ADR-a1 (postsinapticos) y los ADR-a2 (post- y presinapticos).
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La activacion de los ADR-a1 y los ADR-a2 postsinapticos, a través de su
acoplamiento con la proteina heteromérica Gq, activa la fosfolipasa C,
incrementando la produccion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), y elevando los niveles
intracelulares de calcio [Ca2+]i. Por su parte, los ADR-a2 presinapticos forman
parte de un mecanismo de autorregulacion negativa a través de la proteina Gi,
produciendo la inactivacion de la adenilatociclasa que, a su vez, provoca la

disminucién de los niveles de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) y de [Ca2+]i .

Dentro del ADR-3, se han identificado tres subtipos (31, B2 y B3) cuya
activacion, acoplada a las proteinas Gs, estimula de la adenilatociclasa y aumenta
la conversion de ATP en AMPc. Al aumentar el AMPc en el miocito, se activa la
protein-kinasa A (PKA), y se favorece la apertura de los canales de calcio voltaje-

dependientes, incrementandose el [Ca2+]i y con ello la contraccién del miocito (76).

Se han purificado los tres subtipos de receptores B, se ha determinado su

secuencia de aminoacidos y se ha clonado sus genes a partir de material humano.

De manera esquematica (Tabla 1), se puede ver las implicaciones funcionales

de cada subtipo de ADR-B en los diferentes lugares donde se expresan:
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B1

B2

B3

- Inotropismo positivo
- Cronotropismo positivo

- N6édulo A-V: acorta el PR,
acelera la velocidad de
conduccion

- Produccién de humor
acuoso

- Secrecion de renina
- Liberacion de ADH
- Estimula la lipolisis
- Calorigénesis

- Estimula la apoptosis

- Vasodilatacion arterio-
venosa

- Broncodilatacion

- Relajacién intestinal y
uterina

- Relajacién del musculo
detrusor

- Estimula la glucogenolisis

- Estimula la liberacion de NA
- Temblor

- Hipopotasemia

- Liberacion de insulina 'y
glucagén

- Inhiben la apoptosis

- Vasodilatacion

- Liberacion de NO

- Estimula la lipolisis

- Estimula la glucogenolisis

- Calorigénesis

NA: noradrenalina; NO: 6xido nitrico; PR: periodo refractario

Tabla 1: Efectos mediados a través de la estimulacion de los receptores

B-adrenérgicos.

a) Receptor B1: los receptores B1 son el subtipo de adreno-receptores
mayoritarios en el corazén (70-80% del total de receptores); sin embargo, en

pacientes con patologia cardiaca (miocardiopatia isquémica o dilatada) hay una

regulacion a la baja con una relacion 31:2 de 50:50 (78).

Su localizacion es postsinptica y al activarse, producen un aumento en la
fuerza de contraccién (efecto inotrépico positivo), en la frecuencia cardiaca (efecto
cronotropico positivo) y en la velocidad de conduccion de impulso cardiaco (efecto
dromotrépico positivo). El aumento de la fuerza de contraccion y de la frecuencia
cardiaca, provoca un aumento del consumo de oxigeno y del trabajo del corazén

por aumento del volumen sistélico y volumen minuto. El aumento del automatismo
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cardiaco que produce la sobreestimulacion el ADR-B1 en el nodo sinusal, nodo
auriculoventricular, haz de Hiss y fibras de Purkinje, puede provocar extrasistoles

o la aparicion de marcapasos ectopicos.

La noradrenalina y la adrenalina estimulan por igual los ADR-B1. Ademas,
estos receptores pueden ser activados por dobutamina, dopamina o isoproterenol.
A nivel del aparato yuxtaglomerular, la activacion de ADR-31 da lugar a un aumento

en la secrecién de renina.

b) Receptor B2: este subtipo de receptor presenta una localizacién
postsinaptica y presinaptica, y es mas sensible a la adrenalina que a la

noradrenalina.

El efecto de la activacion del ADR-B2 postsinaptico es la relajacion del
musculo liso en arteriolas, vénulas, bronquios, intestino, estomago, vesicula,
conductos biliares, musculo detrusor de la vejiga, Gtero y capsula esplénica. A nivel
de la musculatura esquelética, su activacion produce un aumento de la
gluconeogénesis, glucogenolisis, captacion de potasio y aumento de la
contractilidad. A nivel hepatico, su activacion produce un aumento de la
gluconeogénesis y glucogenolisis y en el pancreas, activa la secrecion de insulina

por parte de las células beta de los islotes de Langerhans.

61



El ADR-B2 presinaptico y el ADR-a2 presinaptico, forman parte del
mecanismo de autorregulacion de la liberacién de catecolaminas en el terminal
adrenérgico. Dichos receptores se localizan en la membrana axonal presinaptica.
Son sensibles a las concentraciones de aminas en el espacio sinaptico, facilitando
la liberacion de neurotransmisores en respuesta al estimulo nervioso. Los ADR-32
presinapticos son mas sensibles a las catecolaminas que los ADR-a2 presinapticos,
por lo que se activan en presencia de pocas moléculas de aminas, favoreciendo la

liberacion de mas neurotransmisor.

Estos receptores también son activados con el isoproterenol y con los

agonistas selectivos de los ADR-B2.

c) Receptor 3: se considera un receptor atipico porque no es bloqueado
por propranolol ni por otros (B-blogueantes clasicos. Son de 3 a 10 veces mas
sensibles a la noradrenalina que a la adrenalina, y también son activados por el
isoproterenol. Se localiza en los adipocitos, produciendo lipdlisis y elevacion de la
lipemia cuando se activa. También se le atribuye cierto efecto inotrépico negativo,
lo que explicaria el alto nivel de expresion de este subtipo de receptor en los
pacientes con fallo cardiaco y su posible papel en el desarrollo de la insuficiencia

cardiaca (79).
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» Propiedades farmacocinéticas
Dentro de los farmacos B-bloqueantes existen diferencias farmacocinéticas

gue permiten clasificarlos en 3 grupos (80):

e Los farmacos lipofilicos (metoprolol, propranolol, timolol, labetalol) se
absorben por completo y con rapidez en el tracto gastrointestinal, pero son
metabolizados de manera importante en la pared intestinal y en el higado
(efecto de primer paso), por lo que su biodisponibilidad oral es baja (10-30%).
Se pueden acumular en pacientes con un flujo sanguineo hepatico reducido o
en ancianos. Pesentan una vida media de eliminacion corta (1-5 h) y pueden
penetrar con facilidad en el sistema nervioso central, con mayor incidencia de

efectos secundarios centrales.

e Los farmacos hidrofilicos (atenolol, esmolol, nadolol, sotalol) se absorben
de forma incompleta desde el tracto gastrointestinal (50%, pero sin apenas
efecto de primer paso hepatico) y son eliminados por el rifidn sin modificacion
0 como metabolitos activos. Presentan una vida media mas larga (6-24 h) y
no interacttan con otros farmacos metabolizados por el higado. Su vida media
de eliminacién puede ser mas larga en pacientes con una tasa de filtracion
glomerular disminuida (enfermedad renal, ancianos). Raramente cruzan la

barrera hematoenceféalica.

Dentro de este grupo se encuentra el esmolol, con la peculiaridad de tener

una accion ultracorta (vida media de 9 minutos), ya que su metabolismo es
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por hidrélisis gracias a las esterasas eritrocitarias. Se utiliza por via
intravenosa para el control de las taquicardias supraventriculares o de

taquicardia e hipertension perioperatorias (76).

e Los farmacos de eliminacion equilibrada (renal y hepatica), como el
bisoprolol, que presenta buena disponibilidad oral (80-90%), un metabolismo
de primer paso bajo, penetra en el sistema nervioso central (SNC) y se elimina
a partes iguales por las vias hepdatica y renal. El carvedilol tiene una baja
biodisponibilidad oral como resultado de un intenso efecto de primer paso. Se

liga a las proteinas plasmaticas y se elimina por el metabolismo hepatico.

» Propiedades farmacodinamicas

Los efectos farmacoldgicos de los 3-bloqueantes son diversos, ya que tienen
una amplia distribucién en el organismo. Estos efectos pueden ser detectados o no,
dependiendo del nivel de activacion simpética que produzcan sobre el érgano
diana. Por ejemplo, en un corazon en reposo, el 3-bloqueo no produce efectos
evidentes, pero tiene una gran importancia cuando existe una descarga simpatica

como respuesta a situaciones fisiologicas o patologicas.

Ademas, existen diferentes efectos farmacolégicos en funcion de la

selectividad a los diferentes subtipos de ADR-§ (Tabla 2).
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B1 + B2 B1 B+al
- Alprenolol* - Atenolol - Carvedilol
- Carteolol* - Bisoprolol - Labetalol
- Nadolol - Celiprolol
- Oxprenolol* - Esmolol
- Propranolol - Metoprolol
- Timolol - Nebivolol

* Presentan actividad simpaticomimética intrinseca

Tabla 2: Clasificacion de los farmacos B-bloqueantes atendiendo a su selectividad

por los distintos subtipos de receptores adrenérgicos 1, f2 y a.

La primera generacion de farmacos era poco selectiva, mientras que la
segunda ya fue mas cardioselectiva, bloqueando especificamente los receptores
del subtipo B1. Sin embargo, dicha selectividad se pierde ante dosis altas del
farmaco. La tercera generacién posee ademas efecto vasodilatador, gracias a la

accion combinada con el bloqueo de ADR-a.

Los efectos del bloqueo de los receptores adrenérgicos B sobre el corazén
son, la disminucion de la contractilidad (inotropismo negativo), la disminucion de la
frecuencia cardiaca (cronotropismo negativo) y la disminucion de la velocidad de

conduccion (dromotropismo negativo). Sobre los vasos sanguineos, se produce

una discreta vasoconstriccion (76, 80).

Los mecanismos de accién son diversos y no se conocen en profundidad,

observando una gran diferencia de unos agentes a otros. Los principales efectos
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farmacoldgicos de estos farmacos, no solo a nivel cardiovascular sino en todo el

organismo son:

e Efecto antihipertensivo: los mecanismos por los cuales los $-blogueantes
poseen un efecto antihipertensivo no son del todo conocidos, pero se
relaciona con la reduccion del gasto cardiaco, la inhibicion de la actividad de
la renina y la produccién de angiotensina ll, el aumento de niveles plasmaticos
y la excreciéon de protaglandina E2 y prostaciclina, la menor sintesis y
liberacion de endotelina-1, la disminucién del tono simpéatico en el SNC, la
disminucién del [Ca2+]i y el bloqueo de los ADR-a2 presinapticos que

disminuye el tono simpéatico vacular.

e Efecto antiisquémico: los farmacos 3- bloqueantes consiguen disminuir la
demanda de oxigeno del miocardio al reducir la frecuencia cardiaca, la
contractilidad y la presién arterial sistélica. Ademas, esta disminucién de la
frecuencia, prolonga el tiempo de diastole y con ello mejora la perfusion

coronaria, sobre todo el flujo subendocérdico.

e Mejoria de la estructura y funcion del ventriculo izquierdo: los farmacos -
bloqueantes son capaces de reducir el tamafio del ventriculo y aumentar la
fraccidén de eyeccion. La mejoria de la funcion cardiaca se produce a expensas
de la disminucion de la frecuencia cardiaca (prolongando el periodo de llenado
diastolico y la duracién de la perfusion coronaria), la reduccién de la demanda

de oxigeno por parte del miocardio, la inhibicion de los acidos grasos que
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inducen las catecolaminas de los tejidos adiposos, la regulacion al alza de los

receptores (B-adrenérgicos y la reduccion del estés oxidativo en el miocardio.

e Efecto antiarritmico: los B—bloqueantes pertenecen a la clase Il de la
clasificacion de farmacos antiarritmicos de Vaughan Williams. Su eficacia se
debe a la capacidad de inhibir el tono simpatico sobre la actividad eléctrica
cardiaca, disminuyendo el automatismo del nodo sinusal, la velocidad de
conduccion a través del nodo auriculoventricular y la actividad eléctrica en los
focos ectopicos. Ademas, estos farmacos interfieren en los potenciales de
accion de los miocitos cardiacos, incrementando el tiempo que dura el
potencial de accién y el periodo refractario efectivo. Esto ultimo, los hace

eficaces para tratar arritmias por reentrada.

e Otros efectos cardiovasculares: cabe destacar la inhibicion de la apoptosis
cardiaca mediada por su efecto bloqueante de los ADR-B1, la capacidad de
prevencion de la ruptura de la placa de ateroma al reducir el estrés mecanico,
y la alteracion en la expresion de genes miocardicos, como el aumento de la
adenosintrifosfatasa (ATPasa) calcica del reticulo sarcoplasmatico, el ARNm
y ARNm de la cadena pesada de la a-miosina y la reduccién de los valores de
ARNm de la cadena pesada de la B-miosina. Por udltimo, algunos [-
bloqueantes presentan propiedades antioxidantes e inhiben la proliferacién de

las células musculares lisas de los vasos.
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e Efecto sobre la musculatura lisa bronquial: el bloqueo de los ADR-32 del

musculo liso bronquial produce un efecto broncoconstrictor.

e Efectos metabdlicos: tienen efecto sobre la reduccion de la tolerancia a la
glucosa, ademas de un enlentecimiento de la respuesta a la hipoglucemia
insulinica, un bloqueo de la lipolisis que induce el ejercicio y un aumento de
los triglicéridos en el plasma. Estos farmacos disminuyen también la
produccion de renina y angiotensina Il, y la producciéon de aldosterona,
gracias al bloqueo de los receptores 31 presentes en las células del aparato
yuxtaglomerular. Como consecuencia, se reduce la absorcién de sodio y

agua, y predispone a una hiperkalemia leve.

e Efectos sobre el SNC: como ya hemos comentado, los B-bloqueantes
liposolubles atraviesan la barrera hematoencefélica y producen efectos a ese
nivel, principalmente insomnio. Los no selectivos suprimen los sintomas
somaticos y psiquicos de la ansiedad, siendo también utiles en el tratamiento
del temblor esencial. Ademas, el propranolol mejora los sintomas del

sindrome de retirada de narcéticos y alcohol.

e Otras acciones farmacoldgicas: estos farmacos tienen actividad como
anestésico local al disminuir la despolarizacion de la célula miocardica por
inhibicion de la conductancia del sodio a través de canales especificos voltaje-
dependientes en la membrana (accion de estabilizacibn de membrana).

Asimismo, poseen efecto antiagregante plaquetario y reducen la afinidad de
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la hemoglobina por el oxigeno. Estos efectos contribuyen a la accion
antianginosa de estos farmacos. También inhiben la produccién de humor
acuoso, disminuyendo asi la presion intraocular. Por ultimo, hay que
mencionar que reducen la conversion periférica de tiroxina en triyodotirosina

(T3), disminuyendo por tanto los niveles de esta.

1.3.2. Aplicabilidad clinica

El uso de los farmacos B-bloqueantes estd muy bien definido en multitud de
enfermedades cardiovasculares (80, 81). Su utilizacién es segura cuando se han
descartado las contraindicaciones y se administra un régimen adecuado. Se debe
evitar la interrupcion repentina para prevenir los efectos de rebote. Los beneficios
del tratamiento con bloqueadores beta estan ampliamente documentados en las

siguientes enfermedades:

a) Infarto agudo de miocardio: el uso de B-blogueantes durante la fase
aguda del infarto de miocardio, estd recomendado en todos los pacientes sin
excepcion (clase |, grado de evidencia A). Esto se debe a su capacidad para limitar
el area del infarto, reducir la incidencia de arritmias que puedan ser letales, aliviar

el dolor y reducir la mortalidad, incluida la muerte cardiaca subita.

b) Prevencién secundaria tras infarto agudo de miocardio: los B-
bloqueantes por via oral estan recomendados en el tratamiento a largo plazo (de

forma indefinida) en todos los pacientes que se recuperen de un infarto agudo de
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miocardio y no presenten contraindicaciones (clase |, grado de evidencia A). Esta
indicacion estéa infrautilizada. En diversos estudios se ha demostrado que su uso
en esta indicacion, puede reducir hasta en un 20-25% la mortalidad cardiaca, por
muerte cardiaca subita y el reinfarto. Este beneficio es ain mayor en los pacientes

de alto riesgo, como aquellos que han tenido un infarto extenso.

c) Sindrome coronario agudo sin elevacién del ST: estos pacientes
deben recibir tatamiento con B-bloqueantes tan pronto como sea posible, para
controlar la isquemia y prevenir el IAM/reinfarto (clase I, grado de evidencia B). Tras
la fase aguda, todos los pacientes deben ser tratados con B-bloqueantes durante
un periodo de tiempo prolongado como prevencion secundaria (clase I, grado de

evidencia A).

d) Cardiopatia isquémica crénica estable: todos los pacientes con
cardiopatia isquémica cronica estable deben ser tratados con bloqueadores beta a
largo plazo para controlar la isquemia, prevenir el infarto y mejorar la supervivencia.
En pacientes con infarto previo, el nivel de evidencia es alto (clase |, grado de
evidencia A). Estos farmacos deben considerarse como tratamiento de primera
eleccion en pacientes con angina o isquemia cronica e hipertension, infarto previo
o funcidon ventricular deprimida. Sin embargo, parece ser que bajo estas
indicaciones esta infautilizado. Asimismo, son farmacos muy efectivos en el control
de la angina inducida por el ejercicio, en mejorar la capacidad de ejercicio y reducir

o suprimir los episodios isquémicos, ya sean sintomaticos o asintomaticos.
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e) Insuficiencia cardiaca: todos los pacientes con insuficiencia cardiaca
cronica estable (leve, moderada o severa) causada por una miocardiopatia
isquémica o no isquémica, y que presenten una fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo reducida (clase II-IV de la New York Heart Association [NYHA]), deben
recibir tratamiento con B-bloqueantes si no existen contraindicaciones (clase I,
grado de evidencia A). En pacientes con disfuncion sistélica del ventriculo
izquierdo, con o sin insuficiencia cardiaca sintomatica tras un infarto agudo de
miocardio, se recomienda el tratamiento a largo plazo con (3-blogeantes junto con
un IECA para reducir la mortalidad (clase |, grado de evidencia A). Por ultimo, los
B-bloqueantes estdn recomendados en el tratamiento de pacientes con
insuficiencia cardiaca crénica con funcion ventricular izquierda conservada (clase
lla, grado de evidencia C). Como ocurre en otras indicaciones, en el caso de los

pacientes con insuficiencia cardiaca, también estan infrautilizados.

f) Arritmias: el uso de B-bloqueantes esta indicado en el tratamiento de la
taquicardia supraventricular, taquicardia en el sindrome de Wolff-Parkinson-White,
en la fibrilacion auricular, en el flutter auricular y en las arritmias ventriculares. La
taquicardia sinusal no se considera una enfermedad primaria, y por tanto, se debe
tratar la causa que la desencadend. Sin embargo, en algunos individuos se puede
utilizar B-bloqueantes para reducir la frecuencia cardiaca, sobre todo en aquellos
con ansiedad, tras el infarto de miocardio, en pacientes con insuficiencia cardiaca,

hipertiroidismo y estado B-adrenérgico hiperdinamico.
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g) Otras indicaciones: estos farmacos también se utilizan en la prevencién
de la muerte subita, en el tratamiento de la hipertension arterial, en la
miocardiopatia hipertrofica y como profilaxis en el perioperatorio de la cirugia no

cardiaca.

1.3.3. Contraindicaciones y efectos adversos de los B-bloqueantes

Entre las contraindicaciones para iniciar el tratamiento con B-bloqueantes
estan el asma, la hipotension sintomatica o la bradicardia y la insuficiencia cardiaca
descompensada severa. Siempre hay que valorar riesgo-beneficio, y en algunos
pacientes estas contraindicaciones son relativas, ya que los beneficios de la terapia
podrian sobrepasar a los riesgos. Un ejemplo de esto seria el paciente con
enfermedad pulmonar obstructiva cronica sin actividad broncoespéstica o la

enfermedad vascular periférica.

Por norma general, los B-blogueantes se toleran bien, aunque pueden
aparecer efectos secundarios, sobre todo, cuando se utilizan a altas dosis. Algunos

de estos efectos secundarios son:

a) A nivel cardiovascular: los B-bloqueantes reducen la frecuencia
cardiaca, disminuyen el indice de activacibn automatica de los marcapasos
ectdpicos cardiacos, enlentecen la conduccién y aumentan el periodo refractario
del nodo auriculoventricular, lo que puede tener como consecuencia la aparicién de

bradicardia extrema y bloqueo auriculo-ventricular.
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Los B-bloqueantes disminuyen el flujo sanguineo tisular debido al bloqueo de
los receptores B2 vasculares y a la estimulacion sin oposicion de los a-
adrenoceptores vasculares. Por consiguiente, pueden producir frialdad en las
extremidades, propiciar el fenomeno de Raynaud y empeorar los sintomas en
pacientes con enfermedad periférica vascular severa. Estos efectos secundarios
son menos pronunciados con farmacos que presentan efectos vasodilatadores y

con agentes 31 selectivos.

Es muy recomendable prestar atencién a los posibles efectos sinérgicos
cardiacos que se desarrollan con la co-administracién de otros farmacos, como

algunos calcio-antagonistas (diltiazem, verapamilo).

b) Otros efectos adversos: los B-bloqueantes, especialmente los no
cardioselectivos, pueden tener efectos no deseados en diversos territorios del

organimso donde los ADR-B2 estan presentes.

A nivel metabdlico, pueden enmascarar algunos sintomas que alertan de la
hipoglucemia (temblor, taquicardia) en los pacientes con diabetes mellitus

insulinodependientes.

A nivel pulmonar, los B-blogueantes pueden favorecer la broncoconstriccion
en pacientes asmaticos o con enfermedad pulmonar obstructiva cronica, por lo que,

en estos casos, debe utilizarse un farmaco B1-selectivo.
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Los efectos que producen sobre el SNC (fatiga, dolor de cabeza, alteracion
del suefio, insomnio y suefos intensos, depresion) son menos habituales con los
farmacos hidrofilicos, ya que, como se ha explicado previamente, no atraviesan la

barrera hematoencefalica.

Por Ultimo, otros efectos adversos menos conocidos son la

hipertrigliceridemia, la astenia, el mareo o inestabilidad y la disfuncion eréctil.

1.3.4. Clorhidrato de esmolol
1.3.4.1. Farmacocinéticay farmacodinamia
El esmolol es un derivado del grupo fenoxipropanolamina con la estructura

Ci6 H26 NO4 (Fig.6).

OH

CHs

O — CHz— CH—CHz—NH—HC< -

i
H2C=—CHz=—C — QO —CH:s

Figura 6: Estructura quimica del esmolol.

Se trata de un farmaco [-bloqueante cardioselectivo sin actividad

simpaticomimética intrinseca y estabilizadora de membrana a dosis terapéuticas.
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Al bloquear los ADR-B1, produce un efecto cronotropico e inotropico

negativos, disminuyendo tanto la frecuencia como la contractilidad del miocardio.

Ademas, presenta algunas peculiaridades farmacocinéticas y
cardiohemodinamicas que lo hacen especial dentro del grupo de farmacos [-
bloqueantes. Administrado de manera intravenosa, tiene una rapida distribucion por
el organismo, con un inicio de accion muy rapido (en aproximadamente 2 minutos)
y una vida media de eliminacién también muy corta (unos 9 minutos, en el rango
entre 4 a 16 minutos). Se une hasta en un 55% a proteinas plasmaéticas (82), y se
metaboliza de manera precoz por las esterasas eritrocitarias, dando lugar a un
metabolito 4cido (ASL-8123) y a metanol. A los 20-30 minutos de suspender la
perfusion continua de esmolol, su concentracion en plasma es casi indetectable. El
aclaramiento es 3 veces superior al gasto cardiaco en reposo, y hasta 14 veces
superior al flujo sanguineo hepatico. Este rapido aclaramiento es debido a su rapida
distribucion desde la sangre a los tejidos y, sobre todo, a la rapida metabolizacion
a cargo de las esterasas eritrocitarias. Por tanto, ni el metabolismo ni la eliminacion
de este farmaco dependen de la funcion hepatica o renal, siendo Unicamente el 1-
2% del total de esmolol administrado el que se eliminara a través de la orina sin ser
degradado. El metabolito ASL-8123 si que se elimina por la orina, y tiene una
actividad B-bloqueante minima (hasta 1500 veces menos potente que el esmolol).
Puede acumularse en pacientes que presenten una insuficiencia renal grave, con
aclaramiento de creatinina inferior a 30 ml/min, lo que obliga a ajustar la dosis en

estos pacientes.
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Puede decirse que el esmolol, en comparacion con otros B-bloqueantes,
ofrece la posibilidad de tener un rapido efecto terapéutico con una rapida

reversibilidad de los efectos (83).

Por otro lado, actia sobre el sistema de conduccion del nodo sinusal y del
nodo auriculoventricular, prolongando el tiempo de repolarizacion del potencial de
accion y el periodo refractario, lo que da lugar al alargamiento del intervalo PRy a

la disminucién de la frecuencia cardiaca.

También produce una disminucién de presion arterial mas marcada que otros
B-bloqueantes, siendo 4-5 veces mayor el descenso de la presion arterial sistélica
gue la diastdlica. Dicha reduccién de la presion arterial es tan marcada, incluso a
dosis bajas, que no puede deberse exclusivamente a la disminucién de la
contractilidad cardiaca, debiendo existir otros mecanismos adicionales implicados

gue se desconocen aun (84-86).

También se sabe que, a dosis altas, el esmolol pierde su cardioselectividad y
bloquea receptores 32. Los efectos sobre la frecuencia cardiaca y sobre la presion

arterial son dosisdependientes (87).
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1.3.4.2. Indicaciones y contraindicaciones
La principal indicacion del esmolol es el tratamiento a corto plazo de la
taquicardia supraventricular, con excepcion de los sindromes de preexcitacion.
También se puede utilizar para tratar las arritmias y la hipertension arterial que

aparecen en el periodo perioperatorio.

Esta contraindicado en aquellos pacientes que presenten hipersensibilidad al
clorhidrato de esmolol, asi como en las baradicardias graves (con menos de 50
latidos por minuto), en el sindrome de disfuncion sinusal, en el bloqueo grave
auriculoventricular sin marcapasos, en los bloqueos auriculoventriculares de
segundo o tercer grado, en el shock cardiogénico, en la hipotensién grave, en la
insuficiencia cardiaca descompensada, en el feocromocitoma no tratado
previamente, en pacientes con hipertensién pulmonar, en las crisis agudas de asma

y con acidosis metabdlica.

1.3.4.3. Interacciones y efectos secundarios
El esmolol también presenta interacciones con otros farmacos que hay que

conocer:

- Reduce la frecuencia y la excitabilidad cardiaca potenciada por reserpina,
alfa-metildopa, clonidina, guanfacina, glucésidos cardiacos o fentanilo.

- Potencia la accion hipotensora de los anestésicos volatiles.

- Potencia el efecto de la insulina y de los antidiabéticos orales.

- Potencia la toxicidad de la digoxina.
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- Su concentracion plasmatica puede estar aumentada con la morfina

intravenosa y la warfarina.

En cuanto a sus efectos secundarios, son similares a los ya explicados en el
grupo general de [B-bloqueantes: vertigo, somnolencia, confusion, cefalea,
agitacion, fatiga, parestesias, astenia, depresion, dificultad para concentrarse,
ansiedad, anorexia, hipotension, sudoracién, nduseas y vOmitos, y reacciones

locales en el lugar de inyeccion del farmaco.

1.3.4.4. Clorhidrato de esmolol en la préactica clinica
El esmolol es utilizado en la practica clinica tanto en quir6fano como en las
Unidades de Cuidados Intensivos, debido a sus peculiaridades farmacocinéticas y
a sus efectos cardio-hemodindmicos. Un metaanalisis publicado que incluye 67
ensayos clinicos randomizados, confirma el efecto cardioprotector del esmolol al

disminuir la incidencia de isquemia miocérdica en el paciente quirargico (87).

Otros estudios demuestran que la administracion de esmolol durante el
periodo perioperatorio en pacientes sometidos a cirugia cardiaca (88) y no cardiaca
(89), disminuye la incidencia de arritmias. De hecho, es uno de los farmacos de
eleccion en la taquicardia supraventricular (fibrilacion auricular, flutter auricular y
taquicardia sinusal) y en la hipertension arterial que aparece durante el

perioperatorio. Se cree que el bloqueo de los ADR-B1 con esmolol, puede mejorar
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las condiciones hemodinamicas en el paciente séptico (90, 91), aunque todavia no

hay estudios concluyentes respecto a esto.

Podriamos decir entonces que, el esmolol es empleado en situaciones clinicas
qgue requieren bloqueo de los ADR-31 facilmente reversible (78). Presenta ademas

resultados beneficiosos en la prevencion de nduseas y vomitos perioperatorios (92).

Por dltimo, no olvidar que el esmolol tiene la capacidad de disminuir los
requerimientos anestésicos y del uso de opioides perioperatorios, aunque se

desconoce el mecanismo subyacente (93, 94).
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1.4. REGRESION DEL REMODELADO VASCULAR HIPERTENSIVO

El hecho de que la vasoconstriccion crénica sea un mecanismo de
remodelado arterial concéntrico permite hipotetizar que la vasodilatacion que
provocan los farmacos antihipertensivos debe inducir un efecto contrapuesto,
favoreciendo el remodelado excéntrico, disminuyendo el dafio tisular y los
fendbmenos isquémicos que se asocian a la HTA (7). Dicha hipétesis esta
sustentada por estudios in vivo que se realizaron sobre las arterias mesentéricas
de ratas con hipertension inducida con adrenalina. En estos modelos
experimentales, la infusién de amlodipino consiguié revertir el remodelado vascular

(95).

Diversos estudios posteriores han corroborado estos resultados, sin embargo,
los mecanismos fisiopatolégicos que explicarian la reversion del remodelado con

este farmaco, no han sido esclarecidos por completo.

Se ha observado que, segun se utilice un farmaco vasodilatador u otro, los
efectos sobre las resistencias vasculares periféricas son dispares. La diferencia en
la eficacia mostrada por los distintos farmacos en cuanto a la normalizacion de la
estructura del vaso, podria explicarse por la expresion de diversos subtipos de
NADPH-oxidasas (nox1, nox2 y nox4) y sus correspondientes subunidades, tanto
en el musculo liso como en el endotelio (96). De esta manera, varios estudios que

utilizan métodos pletismogréaficos, muestran la normalizacién de la estructura
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vascular de pequefio calibre en pacientes que han sido tratados con IECAS, ARA

Il o calcio-antagonistas, pero no en los tratados con 3-bloqueantes (97).

1.4.1. Tratamiento farmacoldgico del remodelado vascular
hipertensivo
Existen varios ensayos clinicos prospectivos y randomizados que se
realizaron en pacientes con hipertensién arterial, que sugieren que el tratamiento
antihipertensivo evita la aparicion de eventos cardiovasculares y que, en dicho
efecto, tiene un papel fundamental la capacidad del anterior tratamiento para

revertir el remodelado vascular.

También se ha demostrado que, en este grupo poblacional, la sola
normalizacion de las cifras tensionales, sin producir una regresion del remodelado
vascular (por ejemplo, lo que ocurre tras la administracion de nitroglicerina), no
mejora el prondéstico (98). La evidencia sugiere que la regresion del remodelado
vascular se manifiesta de diferente forma segun sea utilizado un vasodilatador u

otro, y también segun la arteria estudiada. En este sentido, se puede diferenciar:

a) Regresion del remodelado en vasos de gran calibre: ciertos farmacos
hipotensores, tales como IECA, ARA II, calcio-antagonistas o espironolactona,
parecen alterar las propiedades estructurales de las arterias de gran calibre o de
conduccion. Los antagonistas del calcio, como el nifedipino (99) y el amlodipino

(100), los IECA y los ARA I, estimulan el proceso de apoptosis de los miocitos de
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la aorta toracica en las ratas SHR. Sin embargo, la hidralazina no consigui6 dicho
efecto a pesar de su accion hipotensora (101). Poco se conoce sobre la
fisiopatologia que relaciona el proceso de apoptosis con el remodelado vascular vy,
ademas, los datos son contradictorios. Algunos estudios afirman que la apoptosis
se manifiesta de manera ciclica, durante periodos de tiempo limitados (102, 103).
Otros estudios, por el contrario, encuentran un incremento mantenido de la
apoptosis durante 12 meses de tratamiento con amlodipino y enalapril (100), y

durante 16 semanas con quinapril (104).

Por otro lado, se ha visto que ciertos farmacos (B-blogueantes, nitratos,
antagonistas del calcio, IECA, ARA Il y espironolactona) disminuyen la rigidez de la
pared vascular (105-107). Algunos de los mecanismos implicados en esto son los

siguientes:

e Reversion de la rigidez: los nitratos consiguen esto gracias a su efecto
vasodilatador (105). El resto de farmacos citados, aumentan la complianza vascular
gracias a mecanismos antifibréticos, sobre todo mediante la inhibicion del TGF-31.
Al disminuir la rigidez del vaso, disminuye la impedancia, retrasando la reflexién de
la onda de pulso y, consecuentemente, reduciendo la presion de pulso a nivel

central en la aorta.

¢ Bloqueo del SRAA: tanto los IECA como los ARA I, actiian bloqueando el
eje renina-angiotensina-aldosterona y con ello, evitan la activacion de ATiR y

reducen el [Ca?*]i y la actividad de la proteina tirosina-quinasa Pyk-2 y NADPH-
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oxidasa, ademas de otros mecanismos de remodelado vascular. La aldosterona
favorece el depodsito de colageno, y por eso, al administrar su antagonista, el
farmaco eplerenona, se reduce la rigidez en todo tipo de arterias, tanto de gran

calibre como de pequefio calibre (108, 109).

e Cambios en la distensibilidad del vaso: algunos (3-bloqueantes como el
atenolol producen estos cambios de distensibilidad (110). Ademas, producen una
reduccion en la frecuencia cardiaca que incrementa la presiéon de pulso junto a una
vasoconstriccion periférica (111). Esto explicaria en parte, la menor eficacia de los
farmacos B-blogueantes en la prevencibn de eventos cardiovasculares,

comparandolos con otros inhibidores del SRAA (112).

b) Regresidon del remodelado en vasos de pequefio calibre:
e Cambios en la estructura de los vasos: los cambios que aparecen en el
remodelado de las arterias de pequefio calibre subcutaneas, parecen reflejar los
cambios producidos en estos mismos vasos de otros territorios, como en las

arterias coronarias (113-115).

Diferentes estudios demuestran que tanto los IECA (116-118) como los ARA
I1 (119, 120) y ciertos antagonistas del calcio (121, 122), son capaces de normalizar
la estructura de las arterias de pequefio calibre a nivel subcutaneo gluteo en
pacientes con hipertension arterial. Sin embargo, otro estudio muestra como el
verapamilo aumenta en namero las células musculares lisas apoptoéticas en arterias

coronarias de ratas SHR (101).
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Asimismo, la eplerenona, al reducir los depdsitos de colageno y el cociente
colageno/elastina en la pared vascular, disminuye la rigidez de las arterias de

pequefio calibre en pacientes hipertensos (109).

Los farmacos que actian bloqueando el SRAA (IECA, ARA II) también
mejoran el remodelado de las arterias de pequefio calibre en pacientes con

diabetes mellitus tipo 2 (123, 124).

Recientemente, un agonista selectivo del receptor AT2R, el compuesto 21, ha
demostrado ser capaz de reducir el colageno alrededor de la aorta y de las arterias
coronarias, y reducir la rigidez de los vasos de pequefio calibre a la vez que mejora
la disfuncion endotelial en el modelo de ratas SPSHR (ratas espontaneamente
hipertensas con propension al accidente cerebrovascular, del ingés “Stroke-prone
spontaneously hypertensive rat”). Al asociar un ARA Il, este ultimo efecto se vio
potenciado, independientemente del efecto observado sobre la presion arterial

(125).

En la literatura podemos encontrar que los B-bloqueantes como el atenolol, no
mejoran la estructura de los vasos de pequefio calibre (129). Sin embargo, nuestro
grupo de investigacion ha llevado a cabo estudios preclinicos en los que se observa
la existencia de una regresion del remodelado de las arterias intramiocardicas (130)
y de las arterias coronarias (131) tras el tratamiento durante 48h con un [3-

bloqueante cardioselectivo, el esmolol.
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e Cambios en la funcién de los vasos: en diversos estudios se ha observado
que el tratamiento antihipertensivo parece mejorar la funcion deteriorada de las
arterias de pequefio calibre causada por la hipertension arterial. Todo apunta a que
la normalizacién de la funcién del endotelio depende, en gran medida, del farmaco
gue se utilice mas que del efecto que tenga sobre la presion arterial. De esta forma,
esta descrito que el tratamiento con enalapril o con amlodipino mejora la relajacion
inducida por acetilcolina (66). Existen estudios similares con ARA 11 (119, 120, 126)
y con antagonistas del calcio (121, 122), pero cuando se analizé la literatura, los

resultados obtenidos eran muy variables.

El tratamiento agudo con IECA no mostré mejoria en la funcion del endotelio
in vivo (127, 128), pero el tratamiento cronico durante 2 afios con cilazapril si fue
capaz de normalizar in vitro la funcion de las arterias de pequefio calibre humanas
(129). Del mismo modo, los ARA Il han mostrado ser capaces de normalizar la
funcién del endotelio en un modelo experimental de diabetes mellitus precoz (132).
Sin embargo, en los casos de diabetes mellitus tipo 2 asociada a hipertension
arterial, la terapia combinada de ARA Il con antagonistas del calcio, no mostré
mejoria en la funcién vascular, a pesar de que las alteraciones en la estructura del

vaso se corregian parcialmente (124).

En lo que respecta a los farmacos B-bloqueantes, el esmolol si que produjo
una mejoria de la relajacion inducida por acetilcolina (130), sin embargo, el atenolol
no produjo mejoria en la funcién endotelial (116, 133, 134). El fracaso de este

farmaco podria explicarse porgue los mecanismos por los que actla, pueden ser
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diferentes en la capa media y en el endotelio vascular. Otra posible explicacion
podria ser que la disfuncion endotelial es mas resistente a esta terapia
antihipertensiva, incluso cuando la presion arterial se ha normalizado (117, 120).
Sin embargo, se ha observado que otro B-bloqueante, el nebivolol, un antagonista
del ADR-B1 y agonista del ADR-B23, mejoraba la disfuncion endotelial en la arteria

pulmonar en un modelo de hipertension arterial pulmonar en humanos (135).

Los efectos que pudieran tener ciertos antioxidantes como las vitaminas E y
C o los carotenos sobre el remodelado arterial, han sido estudiados en un modelo
experimental de hipertensiéon con resultados poco satisfactorios (136, 137). Una
posible explicacion al fracaso de estos antioxidantes es que la formacion de los
scavengers de ROS podria ser muy tardia, cuando ya se ha establecido el dafio
tisular. Algunos estudios clinicos que evallan a los inhibidores de la xantina oxidasa
(109-111) y a la N-acetilcisteina, muestran una mejoria en la funcion del endotelio
y un poder hipotensor en pacientes hipertensos con enfermedad renal crénica y con
hipertension pulmonar (111-113). Recientemente, la imperatorina OW1 (138) ha
demostrado producir regresion en el remodelado vascular en un modelo

experimental de rata con hipertension renovascular.

e Efecto sobre arteriolas: las arteriolas, con un diametro interno <100 um,
estan implicadas en el aumento de resistencias vasculares que se observa en el
paciente con hipertension arterial (139). La hipertension induce el remodelado
eutrofico en las arteriolas de gran calibre, tal y como se describio en las arteriolas

piales de las ratas SPSHR (25). La rarefaccion es un tipo de remodelado que
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implica la reduccion en la densidad de los vasos de pequeiio calibre, y es la
responsable de un 15-30% del incremento de la resistencia arterial periférica en la
hipertension arterial (140). El efecto de los farmacos antihipertensivos sobre el
proceso de rarefaccion ha sido demostrado en modelos experimentales (141), pero
aun no en la hipertensiéon humana. Los IECAS por su parte, han demostrado ser
capaces de revertir la rarefaccion al reducir los niveles de angiotensina Il y a través
de mecanismos de vasodilatacion arterial. Se ha relacionado la activacion de los
ATiR con el desarrollo de rarefaccion a través de mecanismos proapoptoticos,
mientras que los AT2R participan en la vasodilatacion arterial y en la correccion de
la rarefaccion (142). Algunos investigadores ademas, sugieren un efecto
antiangiogénico del receptor AT2R con un papel aun desconocido sobre la regresion

del remodelado (143).

1.4.2. Permanencia en el tiempo del efecto farmacoldgico en la
regresion del remodelado vascular hipertensivo

Tal y como ya se ha explicado, la hipertensién es una enfermedad compleja 'y
un importante factor de riesgo para padecer eventos cardiovasculares adversos,
los cuales se relacionan con el remodelado estructural y funcional que ocurre en el
sistema cardiovascular. La regresion de dichos cambios es un objetivo primordial
de la terapia antihipertensiva. El tratamiento crénico con diversos farmacos
antihipertensivos (IECA, ARA |I, antagonistas del calcio, B-bloqueantes vy
diuréticos), ha demostrado revertir el remodelado vascular tanto en humanos como

en modelos experimentales de hipertension (144). Incluso, ya hay estudios que
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demuestran que el tratamiento a corto plazo con esmolol, produce una reversion en

el remodelado cardiovascular (1, 17).

Sin embargo, los estudios aportan resultados mas diversos con respecto al
mantenimiento a largo plazo del efecto beneficioso de estos farmacos sobre el
remodelado vascular. Algunos autores afirman que, tanto en humanos como en el
modelo de las SHR, los efectos beneficiosos sobre el remodelado cardiovascular
que produce el tratamiento a largo plazo con estos farmacos antihipertensivos,

desaparecen si el tratamiento se abandona (145).

Estudios realizados hace mas de 30 afios, analizaban el efecto que tenia el
tratamiento con diversos antihipertensivos en la presion arterial y en la estructura
de vasos mesentéricos en un modelo experimental de rata SHR, viendo que el
control sobre estos parametros que se producia durante el tratamiento, no se
mantenia tras abandonar el mismo (146). Asimismo, cocluyeron que el farmaco que

mayor eficacia parecia demostrar era el grupo de los IECA.

En un estudio de Marque y colaboradores realizado en el modelo de las SHR,
se observd que el tratamiento durante un afio con captopril asociado a
hidroclorotiazida, producia una disminucion en la presion arterial, la tension de la
pared y aumentaba el contenido de elastina, y que al retirar el tratamiento, aunque

el contenido de elastina permanecia elevado, tanto la presion arterial como la
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rigidez de la pared, se equiparaban de nuevo a los valores que presentaban las

SHR no tratadas (147).

Otro estudio realizado por Rocha y publicado en 2010, demostré que el
tratamiento de ratas SHR en fase de prehipertension con captopril durante 10
semanas, producia una disminucion de la presion arterial y evitaba el remodelado
aortico. Sin embargo, dichos efectos beneficiosos sobre el remodelado

desaparecian 8 semanas después de haber abandonado el tratamiento (145).

Al estudiar esto mismo en ratas adultas SHR, con la hipertension ya
establecida, vieron que los IECA, los ARA Il y la hidralazina, producian una
disminucién de los niveles de presion arterial durante el tratamiento, pero una vez
finalizado el mismo, solo el IECA mantenia bajos esos niveles de presion arterial
(147). En cuanto al remodelado cardiovascular, Unicamente los bloqueadores del
SRAA mantenian cierto efecto beneficioso 8 semanas después de haber finalizado

el tratamiento.

En el estudio de Sevilla y colaboradores, el tratamiento con amlodipino
durante 6 meses produjo una disminucion de la presion arterial, de la HVI y de la
fibrosis cardiaca de las ratas SHR. A los 3 meses de la suspension del tratamiento,

s6lo mantuvo el efecto sobre la fibrosis cardiaca (148).
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1.5. SHR: MODELO DE HIPERTENSION ARTERIAL PRIMARIA EN HUMANOS

La fisiopatologia de la hipertension esencial humana es altamente compleja,
y por ello, los modelos experimentales de hipertension han sido Utiles para
identificar los diferentes mecanismos que estan implicados tanto en su desarrollo
como en su mantenimiento, ademas de ser un instrumento con el cual ensayar el

efecto de los farmacos antihipertensivos.

Dentro de estos modelos animales de hipertension arterial, cabe destacar el
de las ratas espontdneamente hipertensas, las SHR. Esta cepa fue desarrollada
por el grupo de Okamoto al seleccionar y cruzar las ratas de la cepa Wistar Kyoto
(WKY) que presentaban una presion arterial elevada (149). La cepa WKY es el
control normotenso que se desarrollé en 1971 a partir del cruce entre animales de
una misma camada (150). A pesar de su origen, la diferencia genética entre las
WKY y las SHR es muy importante, comparable a la que podria existir entre

personas no emparentadas (151-153).

La cepa SHR se ha convertido en un modelo experimental excelente para
estudiar la hipertensién esencial humana, ya que existe multitud de similitudes entre
ambas. En ambas, partimos de una predisposicion genética a desarrollar una
presion arterial elevada de etiologia desconocida, existe un incremento de la
resistencia vascular periférica y una respuesta muy similar al tratamiento

antihipertensivo (154).

90



El modelo de las SHR, ademas, presenta una progresion a lo largo de la vida
del animal de las alteraciones hemodinamicas, al igual que ocurre en los pacientes
gue padecen hipertension arterial. De este modo, las SHR tienen una fase de “pre-
hipertension”, continuada por una fase de desarrollo de la enfermedad que
culminara con el establecimiento de la hipertension arterial. Durante las primeras
fases del desarrollo de la hipertensién, al igual que ocurre en el humano, en las
SHR existe un aumento del gasto cardiaco, seguido de una normalizacién del
mismo con aumento de la resistencia periférica total cuando la hipertension ya esta
establecida (155-157). Como se observa en los humanos, en la cepa SHR también
existe diferencias segun el género del animal en cuanto al desarrollo de la
hipertension, siendo los machos los que alcanzan valores mayores de presion
arterial (158), lo que va a favor del dimorfismo sexual en cuanto a la hipertension
arterial en este modelo animal (159-161). En los estudios realizados con
ecocardiografia, se ha observado diferencias en la estructura del ventriculo
izquierdo entre machos y hembras, y aunque en ambos sexos existe hipertrofia
ventricular izquierda, s6lo en machos aparece una dilatacion del ventriculo con
aumento de la rigidez del mismo (162). En cuanto a la funcion cardiaca, las
diferencias observadas pueden deberse a las diferencias anatémicas entre ambos
sexos, ya que las hembras poseen unos musculos papilares con mas capacidad de
acortamiento, generando mayor tension por unidad de masa (163, 164). Ademas
en la hembra existe una reserva hipertréfica adaptativa mayor, lo que retrasa la
aparicion de insuficiencia cardiaca (165), llegando incluso algunos autores a no
poder observar insuficiencia cardiaca en hembras estudiadas durante los dos afios

y medio de edad (162).

91



Basandonos en estos argumentos, es el macho de las SHR la que se utiliza

como modelo experimental de hipertension arterial cronica humana (162).

Otro factor a tener en cuenta es la edad del animal. La hipertrofia ventricular
izquierda aparece a las 4 semanas de edad, la disminucién de la funcion sistolica
a las 8 semanas y la disfuncién diastélica a los 3 meses de vida (166). Cuando se
alcanza los 11 meses de edad, el animal presenta un estado de hipercontractilidad,
con aumento de la funcion sistolica, que es reflejo del aumento progresivo de la
hipertrofia ventricular, manteniendo la disfuncion diastélica (167). En el ultimo
estadio de la enfermedad, alrededor de los 18-24 meses, aparece la insuficiencia
cardiaca. El modelo de las SHR, como modelo de hipertrofia del miocardio,
presenta alteraciones del metabolismo de la glucosa y de los &cidos grasos a nivel
cardiaco, igual que ocurre en los humanos. En la hipertrofia ventricular existe una
disminucién en el transporte y en la oxidacion de los acidos grasos, ademas de
alteraciones en el complejo enzimatico del ciclo de Krebs (168, 169). El corazén de
las SHR, tiene suprimida la oxidacion de los &cidos grasos y aumentada la

oxidacion de la glucosa (170).

En el caso de las ratas normotensas, las WKY, el metabolismo de los acidos

grasos es mayor que en las SHR, aunque se ve disminuido con la edad (171).

El modelo SHR ademas, tiene un importante déficit del transportador de

acidos grasos CD36 (cromosoma 4), que es el encargado de transportarlos hacia
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el interior de la célula (172). Dicho déficit, compromete por tanto la utilizacion
adecuada de los acidos grasos y aumenta el metabolismo de la glucosa (171). Se
ha comprobado que la administracion de una dieta con acidos grasos, que no
requiere el transportador CD36, suprime el metabolismo de la glucosa y con ello la
hipertrofia miocéardica en las SHR (172). Varios estudios 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 transferasa 1, se produce en
la SHR cuando ya tiene 4 meses de edad (173) y la hipertrofia ventricular con solo

4 semanas de edad.
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1.6. JUSTIFICACION

Los principales resultados que podemos extraer de la revision bibliografica y

de la trayectoria de nuestro grupo en esta linea de investigacion, y que justifican el

planteamiento de la hipotesis y objetivos que desarrollaremos mas adelante, se

exponen a continuacion:

La hipertension arterial es un sindrome complejo que fomenta la aparicion
de eventos cardiovasculares adversos, y la actuacion temprana sobre el
remodelado cardiovascular utilizando la terapia antihipertensiva, disminuye
la incidencia de estos eventos y la mortalidad asociada a la hipertension

arterial.

El tratamiento crénico, durante meses o afios, con diversos farmacos
antihipertensivos, incluidos los 3-bloqueantes, ha demostrado favorecer la
regresion del remodelado arterial coronario en modelos experimentales de

hipertension arterial.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado con anterioridad que, el
tratamiento durante un periodo corto (48h) con un [(-bloqueante
cardioselectivo de accion ultracorta, el esmolol, produce una regresion
precoz de la hipertrofia ventricular izquierda (17) y del remodelado de las

arterias coronarias (1).
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Hasta el momento, no se ha estudiado si este efecto que se produce de
manera precoz con el esmolol, se mantiene una vez finalizado el
tratamiento, motivo por el cual, decidimos poner en marcha este estudio

experimental.
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2.HIPOTESIS Y

OBJETIVOS



2.1. HIPOTESIS

En el presente estudio se estableci6 como Hipotesis, que el efecto
beneficioso del clorhidrato de esmolol sobre la regresién del remodelado vascular
persiste mas alla de las 48 horas de tratamiento (Hi1), asumiendo como hipoétesis

nula (Ho) la ausencia de dicho efecto una vez finalizado el tratamiento.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la permanencia en el tiempo

de los efectos producidos por el clorhidrato de esmolol sobre el remodelado
vascular tras 48 horas de tratamiento, en un modelo experimental de rata

espontaneamente hipertensa (SHR).

Los objetivos secundarios son:

1. Analizar si el efecto del esmolol sobre la estructura de las arterias
coronarias permanece una vez finalizado el tratamiento.

2. Averiguar si la mejora en la capacidad funcional de las arterias
coronarias tratadas con esmolol permanece una vez finalizado el tratamiento.

3. Evaluar el efecto que tiene el esmolol sobre diversos biomarcadores de
estrés oxidativo y su evolucién a lo largo del tiempo, una vez finalizado el

tratamiento.
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2.3. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO
Para abordar los objetivos propuestos se plante6 el siguiente disefio

experimental:

El animal de experimentacion seleccionado fue la rata genéticamente
hipertensa (SHR), escogiendo ratas macho adultas de 14 meses de edad como
poblacién de estudio. Es el modelo animal utilizado en estudios previos por nuestro

grupo de investigacion, manteniendo una continuidad en la linea de investigacion.

Los animales se distribuyeron, de manera aleatoria, en dos grupos segun
recibieran a través de una perfusion intravenosa durante 48h, una solucién de

clorhidrato de esmolol (300 pg/kg/min) o de placebo (suero salino fisioldgico).

Posteriormente, en cada grupo se establecieron tres subgrupos, atendiendo
al momento en el que se realizaron los distintos experimentos: SHR tras 48h de
tratamiento (esmolol o placebo), SHR a la semana de la finalizacion del tratamiento
(esmolol o placebo), y SHR al mes de la finalizacién del tratamiento (esmolol o

placebo).

Para la realizacion de la totalidad de los experimentos y grupos, se incluyeron

102 animales.
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En el presente trabajo se han combinado técnicas de analisis de funcién y de

estructura vascular que se relacionan a continuacion:

a) Estudio de los parametros fisioldégicos
Medicion de la presion arterial sistdlica y de la frecuencia cardiaca en cuatro
momentos: antes de iniciar el tratamiento, a las 48h, a la semana y al mes de haber

finalizado el tratamiento.

b) Analisis de la funcion de la arteria coronaria

El midégrafo de alambre nos permitio estudiar la respuesta vasoconstrictora a
5-hidroxitriptamina (5-HT), y la vasodilatadora a acetilcolina (Ach) y a nitroprusiato
(NPS) de la arteria coronaria descendente anterior en los tres momentos del estudio

(48h, a la semana y al mes de la finalizacion del tratamiento) (174).

c) Evaluacién de la estructura de la arteria coronaria

Gracias a la microscopia confocal, pudimos estudiar la geometria del vaso y
analizar la composicion de su pared (tanto la capa media como la adventicia). Para
ello volvimos a utilizar la arteria coronaria descendente anterior, analizandola en los
tres momentos del estudio (48h, una semana y un mes tras finalizar el tratamiento)

(175).

d) Estudio de biomarcadores de estrés oxidativo
Para identificar posibles mecanismos implicados en el efecto observado con

el esmolol sobre la regresion del remodelado vascular, determinamos cuatro
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biomarcadores de estrés oxidativo en plasma: nitratos, glutation (GSH),
malondialdehido + 4-hidroxinoneal (MDA + HNE) y carbonilos. Siguiendo el
proceder del resto de los experimentos, dichos biomarcadores fueron analizados
en los tres momentos del estudio (tras 48h de tratamiento, una semana y un mes

tras finalizar el tratamiento).
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Animal de experimentacion
En este estudio fueron seleccionadas ratas adultas de 14 meses de edad,
machos, de la cepa Spontaneously Hypertensive Rats (SHR/NHsd, Laboratorio

Harlan S.A. Castellar del Valles, Barcelona).

Los animales fueron criados y estabulados en el Animalario de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid (n° de Registro/EX021-U), bajo
condiciones controladas de humedad (44 - 55%) y temperatura (22 + 1°C), con
ciclos de 12h de luz y 12h de oscuridad. La alimentacion que se suministro fueron

pellets de pienso AO4 (PANLAB S.L.) junto con agua “ad libitum”.

Todo el proceso de crianza, mantenimiento y manipulacion de los animales se
realizé siguiendo la normativa legal establecida por la Directiva 2010/63/UE y el
RD 53/2013 sobre proteccion de animales utilizados para la experimentacion y otros

fines cientificos.

El desarrollo experimental del estudio se llevd a cabo en la Unidad de
Medicina y Cirugia Experimental del Hospital General Universitario Gregorio
Marafién de Madrid (n°® de Registro/ES 280790000087) y en el Departamento de
Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Madrid

(UAM). Ambos centros tienen sus animalarios 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
del 4 de agosto de 1989 (BOCM del 24 de agosto). El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica de Experimentacion Animal y el Comité de Investigacion del
Hospital General Universitario Gregorio Marafion, el Organo Habilitado y la

Comunidad de Madrid (PROEX 110/17).

El total de animales empleados para la realizacion de los distintos
experimentos fue de 102 ratas, divididas en los diferentes grupos seguin se muestra

en las tablas 3 y 4.

Grupo SHR SHR SHR SHR-E SHR-E SHR-E
48h 7 dias 1 mes 48h 7 dias 1 mes
N° animales 9 9 9 9 9 9

Tabla 3: Grupos experimentales y nimero de animales incluidos en cada grupo para
el estudio hemodinamico, de la funcién y de la estructura del vaso. SHR 48h, ratas
espontaneamente hipertensas no tratadas y analizadas a las 48h; SHR 7 dias, ratas
espontaneamente hipertensas no tratadas y analizadas a los 7 dias; SHR 1 mes,
ratas espontaneamente hipertensas no tratadas y analizadas al mes; SHR-E 48h,
ratas espontdneamente hipertensas tratadas con esmolol y analizadas a las 48h;
SHR-E 7 dias, ratas espontaneamente hipertensas tratadas con esmolol y
analizadas a los 7 dias; SHR-E 1 mes, ratas espontdneamente hipertensas tratadas

con esmolol y analizadas al mes.
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Grupo SHR SHR SHR SHR-E SHR-E SHR-E
48h 7 dias 1 mes 48h 7 dias 1 mes

N° animales 8 8 8 8 8 8

Tabla 4: Grupos experimentales y numero de animales incluidos en cada grupo para
el estudio del estrés oxidativo. SHR 48h, ratas espontaneamente hipertensas no
tratadas y analizadas a las 48h; SHR 7 dias, ratas espontdneamente hipertensas no
tratadas y analizadas a los 7 dias; SHR 1 mes, ratas espontaneamente hipertensas
no tratadas y analizadas al mes; SHR-E 48h, ratas espontaneamente hipertensas
tratadas con esmolol y analizadas a las 48h; SHR-E 7 dias, ratas espontdneamente
hipertensas tratadas con esmolol y analizadas a los 7 dias; SHR-E 1 mes, ratas

espontaneamente hipertensas tratadas con esmolol y analizadas al mes.

3.1.2. Farmaco

El farmaco utilizado en este estudio fue el clorhidrato de esmolol (Brevibloc ©,

Baxter S.A. United Kingdom), solucion de 10 mg/ml. El farmaco se administré en

perfusién intravenosa continua a la dosis de 300 pg/kg/min durante 48 horas.

3.1.3. Material anestésico y quirurgico
a) Farmacos anestésicos

Administrados por via intraperitoneal:

Ketamina 80 mg/Kg (Ketolar ® 50 mg/ml; Parke-Davis, Madrid, Espafia).
Diazepam 10 mg/Kg (Valium ® 10mg/ml; Roche Fharmaceuticals, Madrid,

Espafia).
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b) Material quirurgico

El catéter venoso central asi como el material quirdrgico utilizado para su

colocacién en el animal, fueron los siguientes:

Catéter de polietileno, PE 10, diametro interno 0,28 mm, diametro externo
0,61 mm (Clay Adams, U.S.A)).

Material de microcirugia (Schreiberg 70-0950, Germany).

Hojas de bisturi n® 11y 22.

Seda trenzada, sutura no absorbible de 5/0 para ligar la vena yugular interna

y de 2/0 para la piel (Lorca-Marin, Murcia, Espafa).

3.1.4. Material para el estudio fisiolégico

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

Estufa para animal pequeio (JP Selecta S.A. Barcelona, Espaia).
Dispositivo para medir tension arterial y frecuencia cardiaca: NIPREM 645
(CIBERTEC S.A., Espafa). Dispone de una banda neumética y un detector
de radiacion infrarroja que trasforma la sefial térmica en eléctrica, la cual es
registrada por un ordenador con el programa NIPREM 1.5 para analizar los

datos. La presion arterial sistolica se mide mediante pletismografia.
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3.1.5. Material de estudio de la estructura arterial: microscopia
confocal
- Marcador nuclear DAPI (1:500 de la solucion 5 mg/mL).
- Citifluor (AF2, Aname, Espafa).
- Equipo de microscopia confocal Leica TCS SP2 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany), acoplado a un microscopio invertido con fuentes de laser
argon y helio-neon.

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

3.1.6. Material de estudio de la funcién arterial: miégrafo de alambre

- Solucién Krebs-Henseleit.

- Féarmacos: acetilcolina (Ach), serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) y
nitroprusiato (NPS).

- Material quirargico de diseccion para arterias coronarias.

- Midgrafo de alambre myograph (Multi Myograph System, model 610M,;
Danish Myo-Technology).

- Programa de adquisicion de datos: Powerlab (AD-Instruments, Castle Hill,

Australia).

3.1.7. Material para el estudio del estrés oxidativo plasméatico
a) Reactivos
- N-etilmaleimida (NEM) E3876 Sigma-Aldrich.

- Acido tricloroacético (TCA) Sigma-Aldrich T6399-100G.
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Metanol Panreac 141091.1211

Nitrato Merck 70155228

Cloruro de vanadio Sigma-Aldrich 20,827-2.

Sulfanilamida 2% Sigma S-9251

N-1-naftil-etilenediamina diclorhidrato (NED) Sigma-Aldrich N 9125-10G
L-Glutation reducido (GSH) G4251-300MG Sigma-Aldrich.
O-ftalaldehido (OPT) 9253 Fluka.

Dinitrofenilhidrazina (DNPH) Sigma-Aldrich D199303-25G.

Acido clorhidrico 37% Panreac 131020.1611

Etanol Sigma-Aldrich 147559.

Acetato de etilo Sigma-Aldrich 324027.

Guanidina Sigma-Aldrich G4505-100G.

Reactivo de Bradford (colorante de azul Coomassie) Protein Assay 161-0700
Bio-Rad.

Albumina de suero de bovino (BSA) Sigma-Aldrich A7906-10G.

Agua Milli-Q

b) Equipo utilizado
Centrifuga MEDIFRIGE (P Selecta).
Lector de placas multideteccion Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc.,
Potton, UK).
Bafio maria (Unitronic 320 OR).
Estufa Indelab.
pH-metro XS pH 510 (EUTECH Instruments).

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

3.2.1. Método anestésico y quirurgico
Para la colocacion del catéter venoso central en la vena yugular interna
derecha, primero se procedi6 a sedar al animal con ketamina (80 mg/kg) y

diazepam (10 mg/kg) por via intraperitoneal.

Con el animal sedado, se realiz6 una incision longitudinal de unos 2 cm con
un bisturi en la regién lateral del cuello, a la altura del paquete vascular. De esta
manera, los vasos quedaron expuestos y se pudo disecar la vena yugular interna

derecha separandola de otras estructuras vecinas.

Realizando una minima incisién en la vena, se logro introducir el catéter en su
interior, fijAndolo mediante ligaduras para evitar su deslizamiento, una vez

comprobada su permeabilidad.

Cuando el catéter estuvo introducido, se procedi6 a tunelizarlo por el tejido
subcutaneo del animal hacia la nuca, por donde se exteriorizé. Se fij6 de nuevo y
se suturaron las incisiones realizadas. Como medida de proteccion adicional, se

coloc6 un dispositivo cervical en el animal.

Una vez que el efecto de la sedacion desaparecio, se comenzo a infundir a

través del extremo distal del catéter el tratamiento en perfusion continua, ya fuese
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la solucion salina estéril (grupo control SHR) o la solucion de esmolol a 300

pg/kg/min (grupo tratado SHR-E) durante 48 horas.

Finalizado el tratamiento, tanto el grupo de SHR (controles) como el de SHR-
E (tratadas con esmolol) que fueron destinadas para la realizacion de las distintos
experimentos a las 48h, fueron sacrificadas por los métodos mas adecuados para

cada experimento, mientras que el resto de animales, continuaron siendo cuidados.

Tras una semana o tras un mes de haber finalizado el tratamiento segun el

grupo de estudio, se procedié de nuevo al sacrificio del resto de ejemplares.

Para los estudios estructurales y funcionales de la arteria coronaria, se llevo
a cabo la decapitacién del animal, con la extraccién inmediata del corazén. En el
caso del estudio de los biomarcadores de estrés oxidativo, la obtencion de la sangre

se obtuvo por puncién intracardiaca, previa sedacion del animal con COs-.

3.2.2. Meétodo del estudio fisiolégico

Las medidas de la presion arterial no invasiva y de la frecuencia cardiaca, se
realizaron en el animal consciente. Antes de la toma de la presion arterial sistélica,
se mantuvo al animal a 37°C sin humedad durante 20 minutos para producir
vasodilatacién de las arterias caudales. A continuacion, se coloc6 el manguito del

esfingomandmetro y la pinza-sensor en la cola del animal. La medicion de la presion
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arterial se realizo a través del metodo de la pletismografia. Es una técnica que, a
pesar de ser no invasiva, puede ocasionar estrés al animal, por lo que, para evitar
sesgos en la recogida de datos, se realizaron 10 mediciones consecutivas durante
3 dias a cada animal, escogiéndose las medidas obtenidas el dltimo dia. Los
momentos de medicion de las diferentes variables fueron: basal (antes de la
administracion del farmaco o placebo, segun el grupo), a las 48h (cuando finaliza

el tratamiento), a los 7 dias y transcurrido 1 mes.

3.2.3. Meétodo del estudio de la estructura arterial

Microscopia Confocal

El principio de la microscopia confocal consiste en eliminar la luz reflejada o
fluorescente procedente de los planos fuera de foco. Para ello, se ilumina una zona
pequefia de la muestra y se toma el haz luminoso que proviene del plano focal,

elimindndose los haces de los planos inferiores y superiores.

Este método se empled para cuantificar el grosor de la pared, pudiendo
diferenciar la capa media y la adventicia de la arteria coronaria descendente
anterior, analizando para ello segmentos de 1 mm de longitud. Asimismo, se pudo

contar el numero de células presentes en ambas capas.

Con este fin se emplearon 54 ratas: SHR 48h (n=9), SHR 7 dias (n=9), SHR

1 mes (n=9), SHR-E 48h (n=9), SHR-E 7 dias (n=9) y SHR-E 1 mes (n=9).
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a) Procesamiento del vaso
Los vasos se procesaron siguiendo el mismo procedimiento utilizado en

estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion (175).

Tras obtener la arteria coronaria descendente anterior por diseccion, se
prepararon segmentos de 1 mm de longitud, los cuales fueron fijados con
paraformaldehido al 4%. De cada segmento se obtuvo un corte tranversal en forma
de anillo y otro longitudinal de la zona media del vaso, el cual fue dividido en dos
partes iguales longitudinales para posteriormente montarlos por la cara adventicia

uno y por la cara endotelial otro.

A continuacion, los cortes fueron lavados durante 10 minutos con suero salino
y tefiidos con colorante nuclear DAPI (1:500 de una soluciéon 5 mg/mL) durante 15
minutos, para finalizar de nuevo con dos lavados de 10 minutos cada uno en

solucién salina .

Tanto el anillo como los dos segmentos longitudinales, se montaron en portas
con citifluor. Una seccion longitudinal se monté con la capa endotelial hacia arriba,
para visualizar la capa media, y la otra seccion con la capa adventicia hacia arriba,

para estudiar esta capa.
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b) Visualizacion

En cada arteria se analiz0, de forma aleatoria, tres regiones por cada seccion
longitudinal, visualizando las imagenes con un microscopio confocal con objetivo
20x y zoom de 8, longitud de onda de 405 nm de excitacion y 410-475 nm de

emision.

Se capturaron de cada region las imagenes correspondientes a los cortes
seriados de 1 um de grosor, de la capa adventicia (desde la parte externa hasta la
aparicion de la primera célula muscular de la capa media) y de la capa media (desde
el endotelio hasta la aparicion de la primera célula de la capa adventicia). De esta
forma, se pudo determinar el grosor de ambas capas, tanto media como adventicia.
La tincion de los nucleos de las células con el colorante DAPI, permitié el contaje

celular de las dos capas.

La imagenes correspondientes a los anillos (dos anillos por segmento y rata),
fueron capturadas con un objetivo 20x y zoom de 2, longitud de onda de 488 nm de
excitacion y 515 nm de emisién, y sirvieron para la cuantificacion del grosor de la

capa media.

c) Analisis cuantitativo de la estructura general y celular del vaso
El analisis cuantitativo de la estructura del vaso se realiz6 a partir de las

imagenes seriadas obtenidas con el microscopio confocal, utilizando el software de
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analisis de imagen MetaMorph (Universal Imaging, Co., UK), el cual ya habia sido

utilizado en estudios previos del grupo (174).

Se cuantificaron los siguientes parametros:

Grosor de las capas media y adventicia (um): tanto las células de la capa
media (células musculares lisas) como las de la capa adventicia, son
reconocibles por su morfologia y orientacion en el plano. Como la distancia
entre las secciones es de 1 um, el grosor de la capa media y de la adventicia
se corresponde con el numero de planos en los que aparecen sus células
respectivamente (area de contaje 8731,03 um?).

Numero de células y densidad de las mismas: el nimero de células por
milimetro de longitud se obtiene contando el nimero de ndcleos que
aparecen en las imagenes seriadas correspondientes a cada una de las
capas, calculado por milimetro de longitud. Para estudiar la densidad celular
en cada capa, se cuenta el nimero de células por mm?3,

Grosor de la capa media (anillos): la captura de los anillos permite cuantificar
el perimetro interno del vaso. Gracias a €él, se puede calcular el diametro
interno (DI, um). El diametro externo (DE, um) se obtiene sumando el grosor
de la pared (GP um, media + adventicia) y el diametro interno (DI). Con el
DE y el DI es posible calcular el area del vaso (CSA pm2, media +

adventicia).
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3.2.4. Método del estudio de la funcion arterial

Miégrafo de alambre

Para el estudio de la funcion de la arteria coronaria descendente anterior
izquierda, se emplearon un total de 54 ratas distribuidas de la siguiente manera:
SHR 48h (n=9), SHR 7 dias (n=9), SHR 1 mes (n=9), SHR-E 48h (n=9), SHR-E 7

dias (n=9) y SHR-E 1 mes (n=9).

La metodologia utilizada en esta parte del experimento, también se
corresponde con la desarrollada por nuestro grupo de investigacion en estudios

previos (131).

Tras el sacrificio del animal, se extrajeron los corazones y se mantuvieron a
4°C en una solucién previamente oxigenada de Krebs-Henseleit (KHS), cuya
composicién es la siguiente (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.

Con ayuda de un microscopio 6ptico y del material quirtrgico, se disecé la
arteria coronaria descendente anterior izquierda, eliminando el tejido conjuntivo
circundante, y fue cortada en segmentos de unos 2 mm de longitud. Unos
segmentos fueron conservados refrigerados en tubos eppendorf con
paraformaldehido al 4%, con la finalidad de realizar estudios de la estructura del

vaso como ya se ha explicado.
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Los otros segmentos, fueron montados en los canales disefiados para ese fin
del miografo de alambre, conectado a un Sistema Powerlab de adquisicion de
datos, y manteniéndolos ya desde ese momento en solucion de KHS oxigenada a

37°C (174).

Una vez estuvieron montados todos en sus respectivos canales, se realizo la
normalizacion al diametro de luz efectivo (0,9 L100), que se corresponde con el
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 mmHg.

Tras dejar pasar un periodo de estabilizacion de 30 minutos, para asegurar la
integridad funcional de la arteria, se estimuld esta con una solucion KHS con alto

contenido en potasio (K*-KHS, 120 mmol/L), generando una tension activa.

3.2.4.1. Respuesta vasodilatadora endoteliodependiente
Tras haber asegurado la integridad funcional de la arteria, dejamos otro
periodo de 30 minutos de estabilizacion antes de comenzar el estudio de la funcion

vasodilatadora dependiente de endotelio.

Para ello, realizamos la curva dosis-respuesta a la Ach, administrando dosis
crecientes de Ach desde 10° hasta 10* mol/L, a los segmentos previamente

contraidos con 5-HT (3x107 mol/L). La respuesta vasodilatadora obtenida se
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expresdé como porcentaje de la contraccion maxima inducida por 5-HT en cada

segmento.

3.2.4.2. Respuesta vasoconstrictora
Tras un nuevo periodo de lavado de 30 minutos, realizamos la curva de dosis-
respuesta a la 5-HT para el estudio de la funcién vasoconstrictora. Para ello,
administramos dosis crecientes de 5-HT desde 107° hasta 3x10™° mol/L. La
respuesta vasoconstrictora mediada por 5-HT se expres6 como porcentaje de la

respuesta maxima de la arteria contraida con K*-KHS.

3.2.4.3. Respuesta vasodilatadora endotelioindependiente
En ultimo lugar, se realizé la curva dosis-respuesta a NPS de (10° a 10
mol/L) en segmentos precontraidos con 5-HT (3x107 mmol/L) para estudiar la

funcién vasodilatadora endotelioindependiente.
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3.2.5. Medicion de parametros de estrés oxidativo
En la parte del estudio del estrés oxidativo en plasma, se emplearon 48 ratas:
SHR 48h (n=8), SHR 7 dias (n=8), SHR 1mes (n=8), SHR-E 48h (n=8), SHR-E

7dias (n=8) y SHR-E 1mes (n=8).

a) Preparacion del plasma

Tras sedar a los animales con CO2, se obtuvo la sangre por puncion
intracardiaca. Las muestras de sangre se conservaron en tubos eppendorf con
heparina al 5%, para someterlas a continuacion a centrifugacion a 900 g durante
10 minutos a 4°C. El plasma resultante se almacend a -80°C en alicuotas de 200

ML hasta su analisis posterior.

b) Cuantificacién de la capacidad antioxidante plasmatica
3.2.5.1. Glutatiéon reducido (GSH)
El glutation es el mayor antioxidante endégeno producido por las células,
participando directamente en la neutralizacion de radicales libres y compuestos de
oxigeno reactivo, asi como en el mantenimiento de los antioxidantes exdgenos

como las vitaminas C y E en sus formas reducidas (activas).

A través de la conjugacion directa, desintoxica muchos xenobidticos

(compuestos extrafios) y agentes carcindégenos, tanto organicos como inorganicos.
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Es esencial en el sistema inmunolégico, y desempefia un papel fundamental
en numerosas reacciones metabolicas y bioquimicas como la sintesis y reparacion
del ADN, la sintesis de prostaglandinas, la sintesis de proteinas y el transporte de

aminoécidos (176).

Para medir los niveles de GSH se emple6é un método espectro-fluorimétrico,
que se basa en la reaccién entre el o-ftaldialdehido (OPT) y el GSH, la cual produce

una intensa sefial de fluorescencia (Hissin, Hilf 1976) (177).

<+ Protocolo:

Se mezclaron 10 uL de plasma con 12,5 uL de HPO3 (25%) y 37 uL de tampdn
fosfato (100 mM, 5 mM EDTA, pH=8.0). Esa mezcla se incub6 durante 10 minutos
a 4°C para permitir que las proteinas plasmaticas precipitasen. A continuacion se
preparé el sobrenadante mediante centrifugacion a 2100 g durante 20 minutos a
4°C. Tras eso, se coloco 10 pL del sobrenadante diluido en una placa multipocillo,
y se hizo reaccionar con 10 yL de OPT (0.1% p/v en metanol) y 180 uL de tampén
fosfato (100 mM, 5 mM EDTA, pH=8.0). Esa mezcla se tuvo a temperatura ambiente

y sin luz durante 15 minutos.

Para medir la fluorescencia, se utilizé un lector de placa Synergy™ HT con A

excitacion = 360 = 40 nm y A emision = 460 + 40 nm y una sensibilidad de 75.
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La concentracién 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).

3.2.5.2. Nitratos plasmaéticos
El 6xido nitrico (NO) media en mdultiples procesos fisioldgicos y como
consecuencia, interviene en diversas patologias. Pero el NO es dificil de medir
debido a su corta vida media en presencia de oxigeno u otras moléculas como la
hemoglobina. De esta forma, se mide indirectamente por los metabolitos
intermedios que se acumulan de su degradacién como los nitritos (NO2’) y nitratos

(NOs3’). En plasma predominan los nitratos.

El método mas comunmente utilizado es el ensayo por espectrofotometria, el
cual se basa en la formacién de un colorante acidico por la reaccion de los nitritos

con el reactivo de Griess.

Bajo condiciones &cidas, los nitritos reaccionan con la sulfanilamida para
producir el ion diazonio, el cual se une al NED para dar un producto cromoéforo que

puede leerse con absorbancia a 545 nm (Fig.7).

Los nitratos se pueden medir por este método tras la reduccion a nitritos, algo
que se logra enzimaticamente por la nitrato-reductasa o bien por la reduccion

metalica con cadmio o vanadio.
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Figura 7: Representacion esquematica del principio de reaccién de Griess.

<+ Protocolo:
Para la cuantificacién de los niveles de nitratos plasmaticos en nuestras

muestras se siguio el protocolo de Miranda (178), con algunas modificaciones.

Comenzamos combinando 100 pL de plasma o nitrato estandar
(concentracion de 0 a 100 yM, para confeccionar la recta de calibrado) y 10 yL de
NEM (150 mM) para eliminar grupos tioles que pudieran interferir con la reaccion
de Griess. A continuacion, se anadio a la mezcla 110 pyL de acido tricloroacético
(20% p/v) incubando todo en hielo durante 5 minutos para precipitar las proteinas

plasmaticas.
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Tras centrifugar a 12 000 g a 4°C durante 5 minutos, se tomaron 40 pL del
sobrenadante que se mezclaron, en una placa de 96 pocillos, con 40 L cloruro de
vanadio (saturado y disuelto en HCI 1M), 20 pL sulfanilamida (2% p/v; disuelta en

HCI al 5% v/v) y 20 yL NED (0,1% p/v, disuelta en agua).

Posteriormente, la mezcla se incubo a 37°C durante 1 h, tras lo cual, leimos
la placa con una absorbancia de 540 nm. El contenido de nitratos plasmaticos se
expreso en UM de nitratos estimados a partir de la recta de calibrado descrita en el

protocolo experimental.

c) Cuantificaciéon de la capacidad oxidante

3.2.5.3. Peroxidacion lipidica (MDA + HNE)

La peroxidacion lipidica es un ejemplo ampliamente estudiado de dafio
oxidativo en las membranas celulares, lipoproteinas y otras estructuras que
contengan lipidos. EI malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinoneal (4-HNE) son
subproductos téxicos importantes de la peroxidacién de lipidos. La medicién de las
cantidades de dichos aldehidos se ha utilizado ampliamente como indice de

peroxidacion lipidica in vitro e in vivo (179, 180).

El 4-HNE es un producto principal de la descomposicion peroxidativa de los
acidos grasos poliinsaturados w-6 (PUFA) y posee propiedades citotoxicas,
hepatotoxicas, mutagénicas y genotoxicas (181, 182). Se han encontrado niveles
aumentados de HNE en plasma y varios organos bajo condiciones de estrés

oxidativo.
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El MDA es en muchos casos el aldehido individual mas abundante resultante
de la peroxidacion lipidica y se ha visto en condiciones in vitro, que puede alterar
proteinas, ADN, ARN y muchas otras biomoléculas (183). Es producto de la
descomposicion de lipidos insaturados derivado del metabolismo del acido
araquidonico presente, sobre todo, en la membrana celular. El MDA aumenta con
el dafo de los tejidos, y reacciona con residuos de lisina, lo que provoca
alteraciones proteicas que desencadenan mecanismos inmunoldgicos relacionados

con enfermedades cardiovasculares (179, 184).

<+ Protocolo:
Para la realizacion de este experimento utilizamos el protocolo KB-03-002 de

BiQuoChem (Gijén, Espafa).

En primer lugar, afiadimos 100 pL de plasma a 325 uL de reactivo A, el cual
habia sido previamente preparado siguiendo las especificaciones del protocolo. A
continuacion, afladimos 75 uL del reactivo B y mezclamos. Incubamos las muestras
a 40°C durante 40 minutos, tras lo cual, centrifugamos a 5 000 g durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Colocamos 200 pL de sobrenadante de cada tubo de
eppendorf en los correspondientes pocillos de la placa. Por ultimo, leimos la

absorbancia a 586 nm en un lector de placa Synergy™ HT.
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3.2.5.4. Proteinas carboniladas
El estrés oxidativo se describe como una situacion en la cual las defensas
antioxidantes son insuficientes para inactivar completamente a las especies
reactivas de oxigeno. Este desequilibrio entre produccién-destruccion de ROS
puede afectar a gran parte de los componentes celulares, con la pérdida total o

parcial de su funcion.

Los cambios producidos por el estrés oxidativo sobre las proteinas pueden
ser reversibles o irreversibles, como es el caso de la carbonilaciéon de las mismas.
La formacion de grupos carbonilo es el producto de la oxidacion de proteinas méas

estudiado gracias a su estabilidad y facil deteccion.

El método mas comunmente utilizado para la cuantificacibn de grupos
carbonilo de las proteinas es el basado en su reaccion con 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) para formar 2,4-dinitrofenilhidrazona. Este método se basa en que el DNPH
es capaz de unirse covalentemente a los grupos carbonilos para dar lugar a

hidrazonas estables.

El grupo dinitrodenilo (DNP) puede ser detectado y cuantificado
espectrofotométricamente debido a que exhibe un espectro de absorcion

caracteristico con una absorbancia maxima a 365-375 nm.
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Es importante tener en cuenta que como en cualquier analisis proteémico, el
estudio de las proteinas carboniladas esta sesgado a favor de aquellas mas
abundantes. Por tanto la determinacion del nivel de carbonilacion relativo de una
determinada proteina es mas informativo que el contenido total de proteina
modificada, por ello se hacen ensayos Bradford previo a ensayos de carbonilo

(185).

<+ Protocolo:

En primer lugar, colocamos en eppendorf 25 pL de cada muestra de plasma
con 25 pL de DNPH 10 mM preparado previamente. A continuacion, lo incubamos
durante 15 minutos a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad,
realizando cada 5 minutos un mezclado de la muestra con vortex. Tras esto,
afiadimos 50 pL de TCA 20% a cada muestra y dejamos incubado en hielo otros
30 minutos. Pasado ese tiempo, centrifugamos las muestras a 2 100 g a 4°C
durante 30 minutos. Finalizado el tiempo de centrifuga, eliminamos el sobrenadante
y lavamos el precipitado con 200 pL de etanol/acetato de etilo (1:1 v/v). Mezclamos
bien el contenido y volvimos a centrifugar a 2 100 g, 4°C durante otros 30 minutos.
Este proceso de centrifugado, eliminacion de sobrenadante y lavado con

etanol/acetato de etilo se realizé un total de tres veces.

Una vez realizados los pasos anteriores, disolvimos el pellet en 75 uL de
guanidina-HCI 6M y dejamos incubando durante 45 minutos a temperatura

ambiente en oscuridad, permitiendo asi que las muestras solubilizasen.
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Transcurrido ese tiempo, cargamos el total del volumen de las muestras en
los pocillos de las placas junto con otros dos pocillos méas de blanco (guanidina-HCI
6M) con el mismo volumen. La absorbancia la leimos a 370 nm y el calculo de

grupos carbonilo se realiz6 por coeficiente de extincién molar.

3.2.6. Método estadistico

Tamafio muestral

Por razones propias del modelo experimental utilizado, y teniendo en cuenta
estudios previos, realizados por nuestro grupo de investigacion (1), se incluyé un

total de 102 ratas.

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

Para las variables continuas, en primer lugar se analizé si la variable seguia
una distribucién normal o no (Kolmogorov-Smirnov). En caso afirmativo, se aplicé
la T-Student de medidas repetidas. En los casos donde no hubo distribucién normal,

utilizamos test no paramétricos.
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La T-Student de medidas repetidas se aplico para estudiar si existian 0 no
diferencias estadisticamente significativas en los parametros de estructura, funciéon
vascular (curvas dosis-respuesta de Ach, 5-HT y NPS) y estrés oxidativo, tanto

intragrupo como intergrupo.

Para comparar la respuesta vasoconstrictora a la 5-HT y vasodilatadora a la
Ach de los segmentos de la arteria coronaria descendente anterior, algunos

resultados se expresaron como area bajo la curva dosis-respuesta (AUC).

Se considero estadisticamente significativo un valor de p<0.05. En todos los
supuestos, los valores para rechazar la hipotesis 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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4. RESULTADOS



4.1. EFECTO DEL ESMOLOL SOBRE LOS PARAMETROS FISIOLOGICOS Y
SU PERMANENCIA EN EL TIEMPO

Las ratas SHR machos de 14 meses de edad presentan hipertension arterial
establecida. Al comparar los parametros fisiolégicos (frecuencia cardiaca y presion
arterial sistdlica) entre los animales tratados con esmolol y los que recibieron
placebo observamos que, en el momento basal (antes de iniciar el tratamiento) no
habia diferencias significativas entre ambos grupos, mientras que a las 48h, justo
finalizando el tratamiento, si existian diferencias estadisticamente significativas,
con una reduccién tanto de la frecuencia cardiaca como de la presion arterial
sistdlica en las ratas tratadas con esmolol. Dada la vida media corta del farmaco,
comprobamos como a los 7 dias y al mes de finalizar el tratamiento, dichas
diferencias desaparecian, y los valores de frecuencia cardiaca y presion arterial
sistélica en los grupos tratados con esmolol recuperaban sus niveles basales (Fig.
8y9).
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Figura 8: Frecuencia cardiaca de los grupos SHR y SHR-E medida en cuatro
momentos: basal, a las 48 horas, a los 7 dias y al mes. Los datos se muestran como
media = SEM, n = 9 por grupo. * p<0.05 vs. SHR.
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Figura 9: Presion arterial sistolica de los grupos SHR y SHR-E medida en cuatro
momentos: basal, a las 48 horas, a los 7 dias y al mes. Los datos se muestran como

media £ SEM, n = 9 por grupo. * p<0.05 vs. SHR.

129



4.2. EFECTO DEL ESMOLOL SOBRE LOS PARAMETROS ESTRUCTURALES
DE LA ARTERIA CORONARIA'Y SU PERSISTENCIA EN EL TIEMPO

A continuacion se exponen los resultados obtenidos al estudiar los cambios
en la geometria de la arteria coronaria descendente anterior, utilizando para ello la
técnica de microscopia confocal, tal y como se explica en el apartado de Material y

Métodos.

En cuanto al diametro interno del vaso, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos controles (SHR 48h, SHR 7d, SHR
1m) ni entre los grupos tratados con esmolol (SHR-E 48h, SHR-E 7d, SHR-E 1m).
Tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas al comparar
cada grupo tratado con esmolol con su respectivo grupo control en los tres
momentos del estudio (tras 48h del tratamiento, y una vez finalizado este a los 7

dias y al mes) (Fig.10).
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Figura 10: Valores del didmetro interno de la arteria coronaria descendente anterior
de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y analizados en los tres
momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se muestran como media

+ SEM, n = 9 por grupo.

Al analizar los resultados obtenidos del diametro externo del vaso,
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con
esmolol y su respectivo control, tanto a las 48h, como su permanencia en el tiempo
a la semana y al mes de finalizar el tratamiento, siendo el diametro externo menor
en los grupos que recibieron esmolol con respecto a los grupos que recibieron

placebo (Fig.11).
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Figura 11: Valores del diametro externo de la arteria coronaria descendente anterior
de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y analizados en los tres
momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se muestran como media
+ SEM, n = 9 por grupo. * p<0.05, * p < 0.01 vs. SHR.

Al estudiar el grosor de la pared, observamos diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo tratado con esmolol y su respectivo control, tanto a las
48h, como su permanencia en el tiempo a la semana y al mes de finalizar el
tratamiento, siendo el grosor de pared menor en los grupos que recibieron esmolol

con respecto a los grupos que recibieron placebo (Fig.12).
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Figura 12: Valores del grosor de la pared de la arteria coronaria descendente anterior
de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y analizados en los tres
momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se muestran como media
+ SEM, n = 9 por grupo. * p<0.05 vs. SHR.

Al analizar la relacion entre el grosor de la pared y la luz del vaso, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos

tratados con esmolol y sus respectivos grupos tratados con placebo, en los tres

momentos del estudio (Fig.13).
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Figura 13: Valores de la relacién entre el grosor de la pared y la luz de la arteria
coronaria descendente anterior de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal
y analizados en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos
se muestran como media = SEM, n = 9 por grupo.

Al analizar el area de seccion de corte del vaso, observamos diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo tratado con esmolol y su respectivo
control, tanto a las 48h, como su permanencia en el tiempo a la semana y al mes
de finalizar el tratamiento, siendo el area de seccién de corte menor en los grupos

gue recibieron esmolol con respecto a los grupos que recibieron placebo (Fig.14).
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Figura 14: Valores de la seccion de corte de la arteria coronaria descendente anterior
de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y analizados en los tres
momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se muestran como media
+ SEM, n = 9 por grupo. * p<0.05, ** p < 0.01 vs. SHR.

A continuacion, analizamos las capas media y adventicia del vaso, estudiando

el grosor, el numero de células y la densidad celular.

Capa media:

Encontramos diferencias estadisticamente significativas en el grosor de la
capa media entre el grupo tratado con esmolol y su respectivo control, tanto a las
48h, como su permanencia en el tiempo a la semana y al mes de finalizar el
tratamiento, siendo el dicho grosor menor en los grupos que recibieron esmolol con

respecto a los grupos que recibieron placebo (Fig.15 y 16).
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Figura 15: Valores del grosor de la capa media de la arteria coronaria descendente
anterior de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y analizados en los tres
momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se muestran como media
+ SEM, n = 9 por grupo. * p<0.05 vs. SHR.

Figura 16: Imagenes de microscopia confocal representativas del detalle de un corte

transversal del anillo de la arteria coronaria descendente anterior de los grupos SHR,
SHR-E 48h, SHR-E 7d y SHR-E 1m. La capa media se visualiz6 de forma directa
gracias a su autofluorescencia (verde), con un objetivo 20x y zoom de 2. Se puede
observar que el grosor de dicha capa es mayor en la SHR que en las SHR-E en los

tres momentos del estudio.
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El analisis del numero de células de la capa media, mostroé una disminucion
estadisticamente significativa entre los grupos que recibieron esmolol con respecto

a los grupos que recibieron placebo, en los tres momentos del estudio (Fig.17 y 18).
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Figura 17: Valores del nimero de células de la capa media de la arteria coronaria
descendente anterior de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y
analizados en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se

muestran como media £ SEM, n = 9 por grupo. * p<0.05 vs. SHR.

SHR-E48h SHR-E7d SHR-E1m

Figura 18: Imagenes de microscopia confocal representativas de las proyecciones de
nucleos de células musculares lisas de la capa media, en corte longitudinal de la

arteria coronaria descendente anterior de los grupos SHR, SHR-E 48h, SHR-E 7d y

137



SHR-E 1m. Los nucleos se visualizaron gracias a la tincion con DAPI (azul), con un
objetivo 20x y zoom de 8. Notese la disminucion del nimero de nucleos (y, por tanto,
de células) en la capa media de las SHR tratadas con esmolol en los tres momentos

del estudio, comparado con la SHR control.

Por ultimo, se analiz6 la densidad celular de la capa media, no encontrando
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos tratados con esmolol y

Sus respectivos controles en los tres momentos del estudio (Fig.19).
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Figura 19: Valores de la densidad celular de la capa media de la arteria coronaria
descendente anterior de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y
analizados en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se

muestran como media £ SEM, n = 9 por grupo.
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Capa adventicia

Siguiendo la misma dinamica que con la capa media, analizamos en primer lugar el
grosor de la capa adventicia, no encontrando diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos tratados con esmolol y sus respectivos controles en los tres momentos del
estudio. Sin embargo, el esmolol produjo una disminucién estadisticamente significativa

del grosor de pared en el grupo SHR-E 7d con respecto al grupo SHR-E 48h (Fig. 20).
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Figura 20: Valores del grosor de la capa adventicia de la arteria coronaria
descendente anterior de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y
analizados en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se
muestran como media + SEM, n = 9 por grupo. *p < 0.01 SHR-E 7d vs. SHR-E 48h.

Al analizar el numero de células de la capa adventicia, encontramos una
disminucién estadisticamente significativa tras 48h de tratamiento con esmolol con
respecto al grupo control, sin embargo esta disminucion no se mantuvo a los 7 dias
y 1 mes de haber finalizado el tratamiento. EI esmolol produjo una disminucién
estadisticamente significativa del numero de células en el grupo SHR-E 7d con

respecto al grupo SHR-E 48h (Fig.21y 22).
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Figura 21: Valores del numero de células de la capa adventicia de la arteria coronaria
descendente anterior de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y
analizados en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se
muestran como media + SEM, n = 9. **p < 0.01 vs. SHR; *p < 0.01 SHR-E 7d vs.
SHR-E 48h.
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Figura 22: Imagenes de microscopia confocal representativas de las proyecciones de

nucleos de células de la capa adventicia, en corte longitudinal de la arteria coronaria
descendente anterior de los grupos SHR, SHR-E 48h, SHR-E 7d y SHR-E 1m. Los
nucleos se visualizaron gracias a la tincion con DAPI (azul), con un objetivo 20x y
zoom de 8. Notese la disminucién del nimero de nucleos (y, por tanto, de células) en
la capa adventicia de las SHR tratadas con esmolol con respecto a las SHR control,
Unicamente a las 48h de la finalizacién del tratamiento, sin mantenerse dicha

diferencia a la semana y al mes.
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Por dltimo, estudiando la densidad celular de la capa adventicia,
encontramos una disminucion estadisticamente significativa tras 48h de tratamiento

con esmolol con respecto a su grupo control. Estas diferencias no permanecieron

a los 7 dias y al mes (Fig.23).
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Figura 23: Valores de la densidad celular de la capa adventicia de la arteria coronaria
descendente anterior de SHR y SHR-E, medidos por microscopia confocal y
analizados en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se
muestran como media + SEM, n = 9 por grupo. * p<0.05 vs. SHR.
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4.3. EFECTO DEL ESMOLOL SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR DE LA
ARTERIA CORONARIA'Y SU PERMANENCIA EN EL TIEMPO

El estudio del efecto que produce el esmolol tras 48h de tratamiento y de la
permanencia de los cambios a nivel funcional en las arterias coronarias de ratas
SHR, tanto en lo que respecta a su capacidad vasodilatadora como
vasoconstrictora, se llevo a cabo utilizando el miégrafo de alambre, siguiendo los

protocolos desarrollados en el apartado de Material y Métodos.

4.3.1. Efecto del esmolol tras 48h del tratamiento
Segmentos de la arteria coronaria descendente anterior de la rata SHR se
utilizaron para analizar el efecto que produce el esmolol sobre la reactividad

vascular, tras 48h de tratamiento.

e Funcién vasodilatadora

Para analizar el efecto sobre la fucion vasodilatadora endotelio-dependiente y
endotelio-independiente inducida por la acetilcolina (Ach) o el nitroprusiato (NPS)
respectivamente, se utilizaron segmentos de la arteria coronaria previamente

contraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT 3x10 mol/L).

Los segmentos arteriales de las ratas SHR-E, mostraron una mejoria en la

funcién vasodilatadora tras el tratamiento con esmolol durante 48h, que fue
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dosisdependiente, en respuesta a concentraciones crecientes de Ach (10° a 10

mol/L) (Fig.24.A).

La diferencia observada con respecto a la rata SHR que recibié placebo, fue

estadisticamente significativa en todas las dosis de Ach estudiadas.

El area bajo la curva (AUC) vasodilatacion-respuesta mediada por la Ach, fue
significativamente mayor en el grupo SHR-E 48h que en el grupo SHR 48h (209.6

+25.9 vs. 74.15 + 8.67; p=0.0001) (Fig.24.B).
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Figura 24: A: Respuesta vasodilatadora endotelio-dependiente (inducida por
concentraciones crecientes de Ach), en arteria coronaria descendente anterior de
ratas SHR y SHR tratadas con esmolol (SHR-E), analizadas al finalizar el tratamiento
(48h). La respuesta vasodilatadora se expres6 como porcentaje de relajacion de los
segmentos arteriales precontraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT, 3x10 " mol/L). B:
Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de Ach en SHR 48h y SHR-E 48h.
Los datos se presentan como media + SEM, n = 9 por grupo. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 vs. SHR.
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A continuacion, se estudié el efecto sobre la respuesta vasodilatadora
endotelio-independiente, mediada por concentraciones crecientes de NPS (10° a

10* mol/L) bajo las mismas condiciones experimentales descritas anteriormente.

En este caso, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la respuesta vasodilatadora endotelio-independiente entre las SHR tratadas con
placebo y las SHR-E analizadas a las 48h, ni en las diferentes dosis medidas ni en
el andlisis de AUC (AUC SHR 48h = 271.93 + 25.53; AUC SHR-E 48h = 279.6 +
31.2). La maxima respuesta vasodilatadora inducida por NPS fue: 91.02 + 2.37 %

en SHR 48hy 96 + 1.1 % en SHR-E 48h (Fig.25.A y Fig.25.B).
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Figura 25: A: Respuesta vasodilatadora endotelio-independiente (inducida por
concentraciones crecientes de NPS), en arteria coronaria descendente anterior de
ratas SHR y SHR tratadas con esmolol (SHR-E), analizadas al finalizar el tratamiento
(48h). La respuesta vasodilatadora se expres6 como porcentaje de relajacion de los
segmentos arteriales precontraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT, 3x10 " mol/L). B:
Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de NPS en SHR 48h y SHR-E

48h. Los datos se presentan como media £ SEM, n =9 por grupo.
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e Funcién vasoconstrictora

Para analizar la respuesta vasoconstrictora tras haber finalizado el tratamiento
con esmolol (48h), se estudid de nuevo la arteria coronaria, induciendo
vasoconstriccion con concentraciones crecientes de 5-HT (107- 3x10™° mol/L). Se
pudo observar como, las ratas SHR-E 48h, presentaban una menor respuesta
vasocontrictora al compararlas con las SHR 48h que no fueron tratadas con el

farmaco (Fig.26.A).

El AUC, reflejo de la capacidad vasoconstrictora de 5-HT, fue
significativamente menor en las SHR-E 48h (28.1 + 2.4) que en las SHR 48h (243.3

+19.66; p = 0.00003) (Fig.26.B).
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Figura 26: A: Respuesta vasoconstrictora inducida por 5-hidroxitriptamina (5-HT) en
arteria coronaria descendente anterior de ratas SHR y SHR tratadas con esmolol
(SHR-E), analizadas tras finalizar el tratamiento (48h). Se utilizaron concentraciones
crecientes de 5-HT (rango de 10°- 3x10®° mol/L); la vasoconstriccién inducida por

cada concentracion de 5-HT fue expresada como porcentaje de la respuesta maxima
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de la arteria ante un pulso con alto K*-KHS. Los valores representan media + SEM
de 9 ratas por grupo. *p < 0,05 , **p < 0,01, **p < 0,001 vs. SHR. B: Area bajo la
curva (AUC) concentracion-respuesta de 5-HT en SHR 48h y SHR-E 48h. ***p<0.001
vs. SHR.

4.3.2. Permanencia del efecto tras 1 semana
Se utilizaron los segmentos de arteria coronaria descendente anterior de rata
SHR para analizar la permanencia del efecto del esmolol en la reactividad vascular,

una semana después de haber finalizado el tratamiento.

e Funcidn vasodilatadora

Para analizar la permanencia tras una semana de la fucion vasodilatadora
endotelio-dependiente y endotelio-independiente inducida por la acetilcolina (Ach)
o el nitroprusiato (NPS) respectivamente, se utilizaron segmentos de la arteria

coronaria previamente contraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT 3x10"" mol/L).

Los segmentos arteriales de las ratas SHR-E, mostraron una permanencia de
la funcion vasodilatadora a los siete dias de haber finalizado el tratamiento con
esmolol, que fue dosidependiente, en respuesta a concentraciones crecientes de
Ach (10° a 10 mol/L) (Fig.27.A). Estas diferencias comparadas con ratas SHR
tratadas con placebo, fueron estadisticamente significativas a todas las dosis de

Ach medidas.
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El area bajo la curva (AUC) vasodilatacion-respuesta mediada por la Ach, fue
significativamente mayor en las SHR-E 7d que en las SHR 7d sin tratar (185.16 +

27.65 vs. 102.07 + 18.45; p=0.017) (Fig.27.B).

A Ach (log M)
9 8 7 6 5 4
0 1 1 L 1 Il

oy -10 1
= 20 - B
= ., | * AUC
= I . -
T - —
c ke 3 ' 200
2 -50 H -
~— % % * _5
5. 0+ ©
6 * (7]
m 10 8 100
S g { -®-SHRTd S

[ —
€ ,, | -O-SHRETd S

0

20 SHR 7d SHR-E 7d
Figura 27: A: Respuesta vasodilatadora endotelio-dependiente (inducida por
concentraciones crecientes de Ach), en arteria coronaria descendente anterior de
ratas SHR y SHR tratadas con esmolol (SHR-E), analizadas a los siete dias de
finalizar el tratamiento. La respuesta vasodilatadora se expres6 como porcentaje de
relajacion de los segmentos arteriales precontraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT,
3x107 mol/L). B: Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de Ach en SHR
7dy SHR-E 7d. Los datos se presentan como media £ SEM, n = 9 por grupo. *p<0.05,
**p<0.01 vs. SHR.

A continuacion, se estudioé la permanencia a los siete dias de la respuesta
vasodilatadora endotelio-independiente, mediada por concentraciones crecientes
de NPS (10° a 10 mol/L) bajo las mismas condiciones experimentales descritas

anteriormente.
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En este caso, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

la respuesta vasodilatadora endotelio-independiente entre las SHR tratadas con

place

bo y las SHR-E analizadas a los 7 dias de finalizar el tratamiento, ni en las

diferentes dosis medidas ni en el analisis de AUC (AUC SHR 7d = 299.94 + 17.19;

AUC

SHR-E 7d = 317.83 + 13.03). La maxima respuesta vasodilatadora inducida

por NPS fue: 93.04 £ 1.42 % en SHR 7d y 95.03 + 2.55 % en SHR-E 7d (Fig.28.A

y Fig.
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Figura 28: A: Respuesta vasodilatadora endotelio-independiente (inducida por
concentraciones crecientes de NPS), en arteria coronaria descendente anterior de
ratas SHR y SHR tratadas con esmolol (SHR-E), analizadas a los siete dias de
finalizar el tratamiento. La respuesta vasodilatadora se expres6 como porcentaje de
relajacion de los segmentos arteriales precontraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT,
3x107 mol/L). B: Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de NPS en SHR

7d y SHR-E 7d. Los datos se presentan como media + SEM, n = 9 por grupo.

e Funcidén vasoconstrictora

Para analizar la recuperacion o no de la respuesta vasoconstrictora a la

semana de haber finalizado el tratamiento con esmolol, se estudi6 de nuevo la
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arteria coronaria, induciendo vasoconstriccidbn con concentraciones crecientes de
5-HT (107- 3x10° mol/L). Se pudo observar como, las ratas SHR-E 7d, aln
conservaban una menor respuesta vasoconstrictora al compararlas con las SHR 7d

(Fig.29.A).

El AUC, reflejo de la capacidad vasoconstrictora de 5-HT, fue
significativamente menor en las SHR-E 7d (74.33 £ 8.68) que en las SHR 7d

(133.13 + 16.07; p = 0.005) (Fig.29.B).

A 5-HT (log M)
110
100 - SHR 7d * % %
—-SHR-E 7d
90
%%
= 80
S
70
= *% B
= 60 AUC
o %)
8 50 % .g 200
o o
s 420 =
S Q
O 30 ©
/ $ 100 e
20 -
©
T
10 =
=)
0 - 0
90 95 -80 -85 -7,0 -75 60 -65 50 -55 SHR 7d SHR-E 7d

Figura 29: A: Respuesta vasoconstrictora inducida por 5-hidroxitriptamina (5-HT) en
arteria coronaria descendente anterior de ratas SHR y SHR tratadas con esmolol
(SHR-E), analizadas a los siete dias de finalizar el tratamiento. Se utilizaron
concentraciones crecientes de 5-HT (rango de 10°- 3x10® mol/L); la vasoconstriccion
inducida por cada concentracion de 5-HT fue expresada como porcentaje de la
respuesta maxima de la arteria ante un pulso con alto K*-KHS. Los valores se
muestran como media £ SEM, n =9 por grupo. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs.
SHR. B. Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de 5-HT en SHR 7d y
SHR-E 7d. **p<0.01 vs. SHR.
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4.3.3. Permanencia del efecto tras 1 mes
Se utilizaron de nuevo los segmentos de arteria coronaria descendente
anterior de rata SHR para analizar la permanencia del efecto del esmolol en la

reactividad vascular, una mes después de haber finalizado el tratamiento.

e Funciéon vasodilatadora

Para analizar la permanencia tras una mes de la fucion vasodilatadora
endotelio-dependiente y endotelio-independiente inducida por la acetilcolina (Ach)
o el nitroprusiato (NPS) respectivamente, se utilizaron segmentos de la arteria

coronaria previamente contraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT).

Los segmentos arteriales de las ratas SHR-E, mostraron una permanencia de
la funcion vasodilatadora al mes de haber finalizado el tratamiento con esmolol,
pero solo en las concentraciones de Ach mayores, aquellas comprendidas entre 10
6y 104 mol/L. Ademas, los animales tratados con esmolol, no presentaban el efecto

vasoconstrictor inducido por concentraciones altas de Ach (104 mol/L) (Fig.30.A).

El area bajo la curva (AUC) vasodilatacion-respuesta mediada por la Ach, fue
significativamente mayor en las SHR-E 1m que en las SHR 1m sin tratar, incluso
habiendo transcurrido 1 mes tras haber finalizado el tratamiento (136.33 + 20.84 vs.

83.29 + 11.87; p= 0.05) (Fig.30.B).
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Figura 30: A: Respuesta vasodilatadora endotelio-dependiente (inducida por
concentraciones crecientes de Ach), en arteria coronaria descendente anterior de
ratas SHR y SHR tratadas con esmolol (SHR-E), analizadas al mes de finalizar el
tratamiento. La respuesta vasodilatadora se expresé como porcentaje de relajacion
de los segmentos arteriales precontraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT, 3x10
mol/L). Los datos se muestran como media + SEM, n = 9 por grupo. *p<0.05,
*+n<0.001 vs. SHR. B: Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de Ach en
SHR 1m y SHR-E 1m. *p<0.05 vs. SHR.

A continuacién, se estudi6 la permanencia al mes de la respuesta
vasodilatadora endotelio-independiente, mediada por concentraciones crecientes
de NPS (10 a 10* mol/L) bajo las mismas condiciones experimentales descritas

anteriormente.

Al igual que ocurria a los 7 dias de haber finalizado el tratamiento, trascurrido

un mes, tampoco se encontro diferencias estadisticamente significativas entre las
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SHR 1m y las SHR-E 1m (AUC SHR 1m = 295.34 + 24.12 y AUC SHR-E 1m =

293.31 +11.85) (Fig.31.B).

La respuesta maxima vasodilatadora inducida por NPS fue: en SHR 1m 93.28

+1.34 % y en SHR-E 1m 89.98 + 1.49 % (Fig.31.A).
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Figura 31: A: Respuesta vasodilatadora endotelio-independiente (inducida por
concentraciones crecientes de NPS), en arteria coronaria descendente anterior de
ratas SHR y SHR tratadas con esmolol (SHR-E), analizadas al mes de finalizar el
tratamiento. La respuesta vasodilatadora se expresé como porcentaje de relajacion
de los segmentos arteriales precontraidos con 5-hidroxitriptamina (5-HT, 3x10 7
mol/L). B: Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de NPS en SHR 1my

SHR-E 1m. Los datos se muestran como media + SEM, n = 9 por grupo.

e Funcién vasoconstrictora

Para analizar la recuperacion o no de la respuesta vasoconstrictora al mes de

haber finalizado el tratamiento con esmolol, se estudio de nuevo la arteria coronaria,
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induciendo vasoconstriccién con concentraciones crecientes de 5-HT (107/- 3x10°
mol/L). En este caso, la funcion vasoconstrictora de las SHR tratadas con esmolol,
se igualaba a las de las SHR no tratadas, tras el transcurso de 1 mes desde la

finalizacién del tratamiento.

Al analizar el AUC, se observaba que no existia diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos de estudio (Fig.32.A 'y Fig.32.B).
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Figura 32: A: Respuesta vasoconstrictora inducida por 5-hidroxitriptamina (5-HT) en
arteria coronaria descendente anterior de ratas SHR y SHR tratadas con esmolol
(SHR-E), analizadas al mes de finalizar el tratamiento. Se utilizaron concentraciones
crecientes de 5-HT (rango de 10°- 3x10®° mol/L); la vasoconstriccién inducida por
cada concentracion de 5-HT fue expresada como porcentaje de la respuesta maxima
de la arteria ante un pulso con alto K*-KHS. Los valores se muestran como media *
SEM, n = 9 por grupo. B: Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de 5-HT
en SHR 1m y SHR-E 1m.
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4.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ESMOLOL SOBRE LOS

PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO Y SU PERMANENCIA EN EL TIEMPO

4.4.1. Biomarcadores plasmaticos antioxidantes

e Glutatiéon reducido (GSH)

El andlisis del glutation reducido en el plasma mostr6 un aumento
estadisticamente significativo en las ratas tratadas con esmolol con respecto a las

gue recibieron placebo, en los tres momentos del estudio (Fig.33).
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Figura 33: Niveles de glutation reducido (GSH) analizados en el plasma de SHR y
SHR-E en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se

presentan como media + SEM, n =8 por grupo. * p<0.05 vs. SHR.

¢ Nitratos plasmaéticos

El analisis de los nitratos en plasma mostré un aumento estadisticamente
significativo en los grupos tratados con esmolol con respecto a sus respectivos
controles, en los tres momentos del estudio (Fig.34).
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Figura 34: Niveles de nitratos plasmaticos analizados en el plasma de SHR y SHR-E
en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se muestran
como media + SEM, n = 8 por grupo. * p<0.05 vs. SHR.

4.4.2. Biomarcadores plasméticos de dafio oxidativo

e Peroxidacion lipidica (MDA+HNE)

En cuanto al dafio oxidativo, al analizar la peroxidacion lipidica, encontramos
gue los animales tratados con esmolol presentaban niveles menores de MDA+HNE
con respecto a los que recibieron placebo, y dichas diferencias fueron

estadisticamente significativas en los tres momentos de estudio (Fig.35).
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Figura 35: Niveles de malondialdehido + 4-hidroxinonenal (MDA+HNE) analizado en
el plasma de las SHR y SHR-E en los tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y
1 mes. Los datos se muestran como media + SEM, n = 8 por grupo. * p<0.05, **
p<0.01 vs. SHR.

e Proteinas carboniladas

El biomarcador de dafio oxidativo a proteinas, las proteinas carboniladas,
mostré una disminucién estadisticamente significativa entre los grupos tratados
con esmolol con sus respectivos controles, en los tres momentos del estudio.
Encontramos un aumento estadisticamente significativo de las proteinas
carboniladas en el grupo SHR 1m con respecto a los grupos SHR 48h y SHR 7d.
También encontramos un aumento estadisticamente significativo de este
biomarcador en el grupo SHR-E 1m con respecto a los grupos SHR-E 48h y SHR-

E 7d (Fig.36).
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Figura 36: Niveles de carbonilos analizados en el plasma de las SHR y SHR-E en los
tres momentos del estudio: 48 horas, 7 dias y 1 mes. Los datos se muestran como
media + SEM, n = 8 por grupo. * p<0.05, *** p<0.001 vs. SHR; *# p<0.01, ##p<0.001
SHR 1m/SHR-E 1m vs. SHR 48h/SHR-E 48h; T1p<0.01, 1p<0.001 SHR 1m/SHR-E
1m vs. SHR 7d/SHR-E 7d.
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5.DISCUSION



El presente trabajo experimental corrobora algo que ya conociamos por
estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion: el tratamiento
(durante 48 h) con el B-bloqueante cardioselectivo de accion ultracorta esmolol,
produce de manera precoz la regresion del remodelado arterial coronario
secundario a la hipertension arterial (1). Continuando con la linea de investigacion,
y respondiendo al objetivo planteado en el presente trabajo, hemos comprobado
como dichos efectos permanecen a lo largo del tiempo, una vez finalizado el

tratamiento.

El modelo experimental de remodelado coronario utilizado fue la rata
espontaneamente hipertensa (SHR), aleatorizado en el grupo que recibio
tratamiento con esmolol y el grupo que recibié placebo. Este modelo es el mismo
gue ha utilizado nuestro grupo de investigacion en estudios previos, asegurando la

continuidad y homogeneidad de la linea de investigacion.

La SHR representa un modelo experimental bien establecido y utilizado por
diversos grupos de investigacion para el estudio de la hipertension arterial primaria
con hipertrofia cardiaca asociada. Cuando el animal alcanza los 14 meses de edad,
presenta los cambios habituales de la hipertensién arterial crénica, entre los que se
encuentran la hipertrofia compensada de ventriculo izquierdo (186) y las

alteraciones tanto funcionales como estructurales de las arterias coronarias (187).

Nuestro grupo de investigacién, en estudios previos, ha demostrado la
regresion precoz de la HVI en las SHR (mediante estudio ecocardiografico,

histol6gico y metabdlico utilizando la tomografia por emision de positrones) tras
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recibir un tratamiento con esmolol durante Unicamente 48h (17), asi como la
regresion precoz del remodelado vascular de la arteria coronaria (estructural y
funcional) (1). La siguiente pregunta que nos planteamos fue si dicho efecto podia
mantenerse en el tiempo una vez finalizado el tratamiento, o si por el contrario solo

se trataba de un efecto pasajero y limitado a corto plazo.

En esta misma linea, encontramos en la literatura algunos estudios realizados
en modelos SHR con diversos farmacos antihipertensivos que analizan el
mantenimiento en el tiempo de los efectos encontrados sobre el remodelado
cardiovascular tras la finalizacion del tratamiento. Un estudio realizado con
amlodipino demostr6 el mantenimiento de los efectos beneficiosos de dicho
farmaco principalmente sobre la fibrosis vascular, transcurridos 3 meses tras la
finalizacion del tratamiento (148). Posteriormente, otro estudio con un beta-
blogueante, el nebivolol, también consiguié demostrar que se mantenia el efecto
sobre el remodelado vascular trascurridos 3 meses desde la suspension del
tratamiento (188). Sin embargo, y a diferencia de nuestro estudio con esmolol, en

ambos casos, los animales recibieron tratamiento con el farmaco durante 6 meses.

Para responder a nuestro objetivo, realizamos varios experimentos
encaminados a estudiar dicho mantenimiento en el tiempo, reproduciendo los
experimentos previos para estudiar la estructura y funcion de las arterias
coronarias, y ampliando el andlisis de los datos a tres momentos del estudio: tras
48 horas de tratamiento, 7 dias y 1 mes tras finalizar el tratamiento. De este modo,
obtuvimos seis grupos de estudio: SHR tratadas con esmolol (SHR-E) y analizadas

a las 48h, 7 dias y 1 mes, y SHR que recibieron placebo y fueron analizadas del
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mismo modo a las 48h, 7 dias y 1 mes. De todos los grupos realizamos el estudio
de la estructura de la arteria coronaria descendente anterior a través de
microscopia confocal, la funcion de la arteria coronaria descendente anterior a
través del miografo de alambre y los biomarcadores de estrés oxidativo en el

plasma.

La literatura cientifica existente antes del inicio de nuestro estudio ya
demostraba la eficacia de diversos farmacos antihipertensivos en la regresion del
remodelado de las arterias coronarias (66, 189-193), sin embargo tras tratamientos
cronicos. Nuestro grupo demostré que el clorhidrato de esmolol conseguia los
mismos efectos beneficiosos sobre el remodelado coronario con un tratamiento de
anicamente 48 horas (1). Esto podria tener gran relevancia, debido a la incidencia
de eventos adversos de origen cardiovascular como el IAM que se asocian al
remodelado vascular coronario secundario a la hipertension arterial cronica. De
este modo, con el esmolol podriamos reducir de manera importante el tiempo hasta
conseguir la mejora en el remodelado, disminuyendo la morbimortalidad y costes

sanitarios asociados a los eventos adversos.

Los resultados que hemos obtenido reflejan que el tratamiento con esmolol en
perfusion continua intravenosa a 300 pg/Kg/min durante 48 horas, induce la
regresion del remodelado coronario de las SHR macho adultas (de 14 meses de
edad), y que dicho efecto se mantiene una vez finalizado el tratamiento (a los 7 dias

y al mes).
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A continuacion se discutiran los resultados mas relevantes del presente

estudio de manera mas exhaustiva.

5.1. MANTENIMIENTO DE LOS CAMBIOS ESTRUCTURALES EN LA
ARTERIA CORONARIA INDUCIDOS POR ESMOLOL

La hipertension arterial se asocia al remodelado vascular y con ello, al
aumento del riesgo de eventos adversos cardiovasculares (194). El tratamiento con
esmolol ya ha demostrado mejorar el remodelado de las arterias coronarias
produciendo una clara disminucién de diversos parametros estructurales (grosor de
pared y area de seccion del vaso, asi como reduccion en el grosor y nimero de

células de la capa media) (1).

Los resultados de nuestro estudio corroboran la disminucion de dichos
pardmetros estructurales en la geometria de arteria coronaria descendente anterior
a las 48 horas del tratamiento (diametro externo, grosor de pared y area de seccién
de corte del vaso), y revelan el mantenimiento de dichos cambios a la semanay al
mes de finalizarlo. De igual modo, en la capa media se mantiene en el tiempo la
disminucién tanto del grosor como del nimero de células tras recibir tratamiento
con esmolol. Sin embargo, la capa adventicia no muestra cambios relevantes que
se mantengan en el tiempo tras la suspension del tratamiento. Estos resultados
podrian indicar la relevancia del efecto del esmolol sobre la capa media
(disminucion de células del musculo liso) en la regresién de la hipertrofia vascular

coronaria.
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En la literatura encontramos trabajos que muestran la existencia de estos
cambios estructurales en el vaso coronario, sin embargo tras tratamientos crénicos:
losartan (tratando SHR jovenes durante 5 semanas) (189), perindropril (tratando
SHR jovenes durante 20 semanas y haciendo seguimiento de la PA una vez
finalizado el tratamiento durante 12 semanas mas) (190), amlodipino, enalapril
(tratando SHR de 10 semanas de edad durante 3 meses) (66), indapamida
(tratando tanto SHR durante 8 semanas como pacientes con HTA durante 6 meses
con una combinacion de perindopril con indapamida) (191) o carvedilol (tratando
SHR que recibian una dieta rica en grasas y sal durante 18 semanas) (193). Sin
embargo, son pocos los estudios que han analizado si estos cambios sobre el

remodelado vascular se mantienen una vez finalizado el tratamiento.

El nebivolol, un beta-blogueante cardioselectivo utilizado en el tratamiento de
pacientes con hipertension arterial e insuficiencia cardiaca leve o moderada en
combinacién con otros tratamientos, ha demostrado tener un efecto beneficioso
sobre el remodelado vascular en el modelo animal de las SHR. El grupo de
Guerrero (188) traté durante 6 meses ratas SHR y estudié el mantenimiento de los
efectos encontrados a los 3 meses de haber finalizado el tratamiento. Llegaron a la
conclusion de que, tras la retirada del tratamiento, la PA aumentaba
progresivamente, pero sin llegar a los niveles basales, al contrario que la FC, que
se recuperaba inmediatamente tras el fin del tratamiento. En cuanto a los cambios
a nivel vascular, a los 3 meses de haber retirado el nebivolol, se mantenia la mejora
en la funcion vasodilatadora endotelio-dependiente mediada por acetilcolina, la

disminucién de la HVI, la fibrosis vascular y los cambios estructurales vasculares
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gque, aunque empeoraban levemente, no alcanzaban los niveles basales (antes del

tratamiento).

A pesar de gue los resultados son prometedores, es importante sefialar que,
los cambios que se producen aparecen tras tratamientos a largo plazo, en este caso
6 meses, mientras que el esmolol ha conseguido obtener dichos cambios con un

tratamiento de Unicamente 48 horas (1).

5.2. MANTENIMIENTO DE LOS CAMBIOS SOBRE LA REACTIVIDAD
VASCULAR CORONARIA INDUCIDOS POR ESMOLOL

El proceso de remodelado vascular asociado a la hipertension arterial no solo
altera la estructura, sino también la funcionalidad del vaso, disminuyendo su
capacidad de vasodilatacion y aumentando la vasoconstriccion en respuesta a
diversos estimulos (119). Basandonos en esto, la eficacia de un farmaco
antihipertensivo también se va a medir por su capacidad de restituir la funcionalidad

del vaso perdida con el remodelado vascular.

Son varios los farmacos antihipertensivos que han demostrado mejorar la
funcién de los vasos dafiados por el remodelado vascular, tanto en estudios en
modelos animales como en humanos. Sin embargo, al igual que la mejoria
estructural, el efecto aparece con tratamientos cronicos: losartan en humanos
(tratando pacientes durante un afio con losartan o atenolol, encontrando mejoria

funcional solo en el caso del losartan) (119), losartdn en SHR (tratando SHR con
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dos dosis de losartan durante 12 semanas) (192), enalapril (tratando durante 12
meses a pacientes hipertensos y diabéticos con enalapril o con candesartan, se
observé mejoria de la funcion vascular en ambos grupos) (123), cilazapril o atenolol
(tratando pacientes durante 1 afio o 2, se observo mejoria de la funcidén vascular
solo en el caso del cilazapril) (116, 129), candesartan (tratando a 15 pacientes
hipertensos durante un periodo de un afo, analizando los datos a los 2 meses del
tratamiento y a los 12 meses, se encontré mejoria de la funcion vascular solo tras
12 meses) (134), amlodipino, enalapril (tratando SHR de 10 semanas de edad

durante 3 meses) (66).

Nuestro grupo de investigacion demostro en estudios previos el efecto
beneficioso del tratamiento con esmolol durante Unicamente 48 horas sobre la
reactividad vascular, mejorando la funcion vasodilatadora endotelio-dependiente
(mediada por Ach), sin encontrar cambios en la funcion vasodilatadora endotelio-
independiente (mediada por NPS) (1), hallazgos también observados en estudios
con otros farmacos, tras tratamientos cronicos (119, 188). Por lo tanto, el
mecanismo por el que el esmolol produce este efecto sobre la reactividad vascular
parece estar relacionado con el aumento de la biodisponibilidad del NO (1).
Posteriormente, comprobamos que el esmolol podia tener efecto sobre la via de la
dimetilarginina asimétrica (ADMA), un inhibidor de la sintesis de NO y considerado
factor de riesgo independiente en la mortalidad cardiovascular de pacientes con
enfermedad coronaria (198). Encontramos que las SHR tratadas con esmolol

presentaban niveles de ADMA menores que las que recibian placebo, tanto a nivel
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coronario (131) como en la aorta toracica (130), lo que explicaba la mayor

biodisponibilidad de NO y mejoria en la funcion vasomotora.

En el presente estudio, los resultados muestran que el esmolol es eficaz
restaurando la funcionalidad perdida de las arterias coronarias de las SHR de forma
precoz, y dicha restauracion se mantiene a lo largo del tiempo, una vez finalizado

el tratamiento.

El tratamiento durante Unicamente 48h con esmolol mejord la respuesta
vasodilatadora endotelio-dependiente (mediada por Ach) en las SHR,
manteniéndose dicha mejoria tanto a la semana como al mes de haber finalizado
el tratamiento. Sin embargo, la vasodilatacion endotelio-independiente (mediada
por NPS) no se vio modificada en ninguno de los momentos del estudio, en
consonancia con los hallazgos encontrados en estudios previos de nuestro grupo

(1) y de otros grupos de investigacién (119, 188).

Paralelamente, hemos observado que la respuesta vasoconstrictora inducida
por 5-HT se vio disminuida en las SHR tratadas con el beta-bloqueante, actividad
gue se mantuvo a la semana de la finalizacion del tratamiento pero no al mes. Esto
podria guardar relacion con los cambios estructurales como la reduccion del grosor
de pared y del nimero de células musculares de la capa media. De hecho,
previamente ya se demostro que determinados cambios estructurales en la arteria

coronaria descendente anterior de las SHR (aumento del grosor de pared y del
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namero de células musculares lisas) se asociaba a un aumento de la respuesta

vasoconstrictora del vaso (195).

No hemos encontrado en la literatura estudios que muestren farmacos que
produciendo mejora de la funcional vascular, demuestren la permanencia en el

tiempo del efecto tras la suspension del tratamiento.

5.3. MANTENIMIENTO DE LOS CAMBIOS SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO
INDUCIDOS POR ESMOLOL

El estrés oxidativo es un mecanismo de dafio que aparece en diversos
procesos patoldgicos, y surge como disbalance entre la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS), y el sistema de defensa
antioxidante del organismo (52). En condiciones fisiologicas, el organismo dispone
de un sistema de defensa antioxidante que protege de los dafios que producen
ROS y RNS. Existen numerosos antioxidantes, tanto enzimaticos (superéxido
dismutasa, glutation peroxidasa o catalasa) como no enzimaticos (acido ascorbico
o vitamina C, alfa-tocoferol o vitamina E, glutatibn reducido, carotenoides o

flavonoides) (49).

El aumento en la produccion de ROS a nivel vascular promueve el desarrollo
de diversas enfermedades cronicas, entre ellas la hipertension arterial. Esto es
debido en gran parte al exceso de anion superoxido (Oz”), peréxido de hidrogeno

(H202) y a la disminucién de la biodisponibilidad de NO en vasos y rilones mediado
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por ROS. En las personas que padecen HTA, los biomarcadores de estrés oxidativo
estan elevados, y el aumento de ROS provoca disfuncion endotelial, remodelado
vascular e inflamacién, lo que deriva en dafio vascular. ROS regula los receptores
acoplados a proteina G (GPCR) en las células vasculares. En las células
musculares lisas de los vasos, la activacion de la sefializacion de GPCR mediada
por ROS influye en la contraccion, crecimiento, migracion, depdsito de colageno y
activacion de matriz metaloproteinasas, los cuales son importantes en la regulacion
de la funcion endotelial (55). Por lo anteriormente dicho, podriamos decir que el

estrés oxidativo se convierte en causa y consecuencia de la hipertension (96).

Diversos grupos de farmacos antihipertensivos (beta-bloqueantes, IECAS,
ARA Il o dihidropiridina) ya han demostrado tener un efecto positivo sobre el estrés
oxidativo en los pacientes hipertensos mediado por sus efectos pleiotrépicos
antioxidantes (199). En un estudio Saez y cols., demostraron que la reducciéon de
las cifras tensionales se acomparfiaba de un descenso de los pardmetros oxidativos
y una recuperacion de los niveles de diversos antioxidantes en 89 pacientes
hipertensos bajo tres modalidades de tratamiento diferentes (no farmacoldgico,
atenolol o bisoprolol y telmisartan) durante 3 meses, observando que dichas
mejoras en el balance oxidativo aumentaban transcurridos 12 meses de tratamiento
(200). Centrandonos en los beta-bloqueantes, un estudio con 57 pacientes
hipertensos tratados durante 3 meses con carvedilol o nebivolol demostré que
ambos farmacos tenian efectos beneficiosos sobre el estrés oxidativo, si bien en el
carvedilol se podia relacionar el efecto beneficioso mas con el incremento de la

capacidad antioxidante y en el nebivolol con el incremento de NO (201).
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Sin embargo, no solo encontramos en la literatura estudios realizados en
pacientes, sino también en modelos animales. Schiffrin y Cols., estudiaron ratas
Sprague-Dawley hipertensas por la infusion de aldosterona, a las que se les
administré durante 6 semanas un antagonista del receptor de endotelina A (receptor
localizado en el musculo liso y que produce un efecto vasoconstrictor presor y
mitogénico), espironolactona o hidralazina como grupos controles, demostrando
gue en los dos primeros grupos se producia una disminucion de los parametros de
estrés oxidativo (acido tiobarbiturico y la actividad de la NADPH) (62). Otro estudio
realizado en ratas hiperinsulinémicas por dieta rica en fructosa tratadas con
captopril durante 8 semanas, demostré que dicho tratamiento disminuia la PA, nivel
de insulina en plasma, marcadores de estrés oxidativo como el perdxido de
hidrogeno y el 8-isoprostano, y reducia la expresion del receptor de angiotensina-
1, NADPH oxidasa-4 y moléculas de adhesion endotelial tipo 1 hasta igualarlos a
niveles de ratas controles (72). En un estudio realizado en conejos hiperlipidémicos
tratados con nebivolol durante 8 semanas, llegaron a la conclusion de que dicho
farmaco prevenia el desacoplamiento de la NO sintasa Ill y prevenia la activacion

de la NADPH oxidasa en neutrdfilos entre otros procesos (202).

Nuestro grupo de investigacion estudié el efecto del esmolol sobre el estrés
oxidativo en las ratas SHR (1), encontrando una mejoria en los marcadores
antioxidantes con reduccion de los oxidantes. En concreto, vimos como el
tratamiento durante 48 horas con esmolol aumentaba los niveles de nitritos en
plasma, la actividad catalasa y la actividad de la superdxido dismutasa (SOSA,
acronimo en inglés de “Superoxide Anion Scavenging Activity”). Sin embargo, la

capacidad antioxidante total no aumentd, lo que podria estar relacionado con que
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ese aumento de SOSA se produce, al menos en parte, a expensas del aumento de
la actividad de la superéxido dismutasa y no a través de radicales libres-

scavengers.

En el presente estudio, no solo buscabamos confirmar (con nuevos
biomarcadores) dichos hallazgos a las 48 horas, sino también estudiar si dicho

efecto se mantenia en el tiempo una vez finalizado el tratamiento.

Estudiando los biomarcadores antioxidantes plasméaticos, encontramos un
aumento significativo del glutation reducido y los nitratos tras el tratamiento con
esmolol, que se mantenia a la semana y al mes de haber finalizado el tratamiento.
Con respecto a los biomarcadores de dafio oxidativo, comprobamos como la
peroxidacion lipidica medida con MDA + HNE y los carbonilos, disminuian tras el
tratamiento con esmolol y dicho efecto se mantenia una vez finalizado el
tratamiento. Estos resultados muestran que el esmolol es capaz de disminuir el
estrés oxidativo asociado a la hipertensién arterial y al remodelado coronario. La
capacidad antioxidante es uno de los mecanismos que parece subyacer en la
eficacia de la terapia antihipertensiva en diversos farmacos (196). Sin embargo, el
esmolol mantiene el aumento de los biomarcadores antioxidantes una vez
finalizado el tratamiento, por lo que el estrés oxidativo podria estar implicado en el
efecto positivo del esmolol sobre la regresion del remodelado coronario, y en su

permanencia a los 7 y 30 dias libres de tratamiento.
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5.4. DONDE ESTABAMOS Y A DONDE NOS DIRIGIMOS

Con el presente trabajo hemos demostrado que existe una permanencia en el
tiempo del efecto beneficioso que produce el esmolol sobre el remodelado de las
arterias coronarias, en un modelo experimental de hipertension arterial. Hemos
utilizado como referencia la rata espontaneamente hipertensa, como en estudios
previos en la misma linea de investigacion desarrollados por nuestro grupo,
tratandolas o no con esmolol, y analizandolas a las 48h del tratamiento, a los 7 dias
y al mes de haber finalizado el tratamiento. Lo que estudiamos fue: 1) la estructura
del vaso coronario utilizando la microscopia confocal; 2) la funcion del vaso gracias
al miégrafo de alambre; 3) los biomarcadores de estrés oxidativo implicados en

dichos cambios estructurales y funcionales.

Siguiendo en la misma linea de investigacion, y en base a los resultados del
presente trabajo, nuestro grupo de investigacién ha continuado disefiando nuevos
experimentos encaminados a determinar si el esmolol produce también un efecto
positivo mantenido en el tiempo sobre el remodelado del ventriculo izquierdo (HVI)
(a través del estudio ecocardiografico, histolégico y metabdlico mediante
tomografia por emision de positrones) y del remodelado de vasos de menor
resistencia como la aorta toracica (a través de la histologia y microscopia confocal,
estudio de funcién y mecanica mediante bafio de 6rganos). Por ultimo, se estan
disefiando estudios encaminados a investigar posibles mecanismos implicados en

este efecto del esmolol mantenido en el tiempo (deteccion de microRNAS).
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5.5. LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO
Tras analizar nuestro trabajo experimental, hemos detectado las siguientes

limitaciones que deberan abordarse en futuros estudios:

1. La dosis de esmolol empleada en los animales del estudio ha sido
calculada partiendo de la que se utiliza en la practica clinica habitual en
seres humanos (83). Desconocemos si existen diferencias
farmacocinéticas y/o farmacodinamicas entre humanos y roedores, por lo
gue nuestros resultados no pueden ser totalmente extrapolables al
hombre.

2. La disfuncién endotelial que se observa en el modelo animal de las SHR
difiere de unos animales a otros en funcion del sexo, la edad, el tipo de
arteria y la metodologia empleada en su estudio (197). De este modo, los
resultados que hemos obtenido sé6lo pueden aplicarse a la arteria
coronaria descendente anterior de ratas SHR macho de 14 meses de
edad con insuficiencia cardiaca compensada.

3. El presente trabajo muestra la permanencia en el tiempo de la reversion
del remodelado vascular coronario que produce el esmolol. Sin embargo,
no hemos estudiado si este efecto se mantiene también en otros vasos
como la aorta, en arterias de reistencia o a nivel del remodelado cardiaco.

4. El fin ultimo de este estudio seria lograr extrapolar este efecto que
observamos en el modelo SHR a los pacientes tratados a diario con
esmolol en los centros sanitarios, por lo que nuestro trabajo experimental
deberd ser contrastado en futuras investigaciones realizando los

pertinentes ensayos clinicos.
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En contraposicion a lo anteriormente mencionado, las fortalezas que posee

nuestro estudio son:

1. Se trata de un trabajo experimental complejo, con una metodologia
validada y ya empleada por nuestro grupo de investigacion en estudios
previos, para detectar los cambios tanto estructurales como funcionales
en las arterias coronarias tras el tratamiento con esmolol, esto garantiza
la fiabilidad de los resultados.

2. Es el primer estudio que demuestra el mantenimiento a largo plazo de la
regresion en el remodelado coronario tras utlizar un farmaco
antihipertensivo durante unicamente 48 horas, sin precisar meses o0 afios
de tratamiento cronico.

3. Si los datos obtenidos en este estudio se reproducen en el humano
mediante ensayos clinicos, el mantenimiento del efecto que produce el
esmolol tras finalizar la administracion del mismo lo convertiria en un
farmaco muy interesante en la practica clinica habitual en los pacientes
con hipertension arterial y remodelado vascular coronario, al disminuir los

eventos cardiovasculares adversos y con ello la morbilidad.
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6. CONCLUSIONES



Basandonos en los resultados obtenidos de este trabajo, y de la discusion de

los mismos, podemos formular las siguientes conclusiones:

1. El esmolol produce regresion precoz del remodelado de la arteria
coronaria que persiste mas alla del periodo de tratamiento en la SHR, un
modelo experimental de hipertension arterial primaria y alteraciones

estructurales y funcionales de las arterias coronarias.

2. Los cambios que se producen en la estructura de la arteria coronaria de
la SHR tras el tratamiento con esmolol permanecen al mes de finalizar el
tratamiento. Estos cambios incluyen la disminucién del grosor de pared a
expensas de la capa media, y la disminucion del numero de células de

esta capa.

3. El esmolol es capaz de mejorar la funcion de la arteria coronaria en la rata
hipertensa, manteniéndose el incremento de la capacidad vasodilatadora
endotelio-dependiente, y la disminucién de su respuesta contractil mas

alla del periodo de tratamiento (al mes y a la semana respectivamente).

4. El tratamiento con esmolol disminuye el estrés oxidativo en la SHR como
resultado del incremento del glutation reducido y los nitratos plasmaticos,
y la disminucién de la peroxidacion lipidica y las proteinas carboniladas,

efecto que persiste al mes de finalizar el tratamiento.
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Fig.29.- A: Respuesta vasoconstrictora inducida por 5-hidroxitriptamina
(5-HT) en arteria coronaria descendente anterior de ratas SHR 7d y SHR-
E 7d. B. Area bajo la curva (AUC) concentracion-respuesta de 5-HT en
SHR 7d y SHR-E 7d.

Fig.30.- A: Respuesta vasodilatadora endotelio-dependiente (inducida
por concentraciones crecientes de Ach), en arteria coronaria descendente
anterior de ratas SHR 1m y SHR-E 1m. B: Area bajo la curva (AUC)
concentracion-respuesta de Ach en SHR 1my SHR-E 1m.

Fig.31.- A: Respuesta vasodilatadora endotelio-independiente (inducida
por concentraciones crecientes de NPS), en arteria coronaria
descendente anterior de ratas SHR 1my SHR-E 1m. B: Area bajo la curva
(AUC) concentracion-respuesta de NPS en SHR 1m y SHR-E 1m.
Fig.32.- A: Respuesta vasoconstrictora inducida por 5-hidroxitriptamina

(5-HT) en arteria coronaria descendente anterior de ratas SHR 1m y SHR-

205
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