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ABREVIATURAS
ACV Accidente cerebrovascular
ARA-II Antagonista de los receptores de |la angiotensina Il
ARV Average rate variability
ADMA Dimetilarginina asimétrica
cv Cardiovascular
CV% Coeficiente de variacion porcentual
DE Desvio estandar
DFDVI Diametro de fin de diastole del VI
DFSVI Diametro de fin de sistole del VI
E/A Relacion entre la velocidad E y A de llenado ventricular
EEM Error estandar medio
EPPVId Espesor de |la pared posterior del VI en diastole
EPPVIs Espesor de la pared posterior del VI en sistole
FA Fraccion de acortamiento
FC Frecuencia cardiaca
FCl Fraccidn de colageno intersticial
Fey Fraccidn de eyeccion
H-E Hematoxilina-eosina
HF High frecuency
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RESUMEN

Tradicionalmente se ha considerado que el riesgo cardiovascular asociado a la
hipertension es producto de la elevacidon sostenida de la presion arterial y, debido a
ello, la terapia se ha enfocado mayoritariamente en su reduccion. En los (ltimos anos,
se ha establecido que algunos agentes antihipertensivos son menos efectivos en la
prevencion de eventos cardiovasculares en pacientes hipertensos. Los hallazgos
obtenidos en estudios clinicos y meta-analisis demostraron que los B-bloqueantes
resultan inferiores a otros agentes antihipertensivos en la reduccion de accidentes
cerebrovasculares y la mortalidad cardiovascular total, a pesar de las diferencias
relativamente pequerias en términos de reduccion de la PA. Por tal motivo han dejado
de ser recomendados como medicacion de primera linea en pacientes con
hipertension no complicada por las principales guias farmacoterapéuticas
internacionales. Considerando las escasas diferencias en términos de reduccion de la
PA periférica, se ha postulado que la inferioridad de los B-bloqueantes respecto de
otros agentes antihipertensivos esta relacionada con la falta de eficacia en el control
de la presion arterial central y la variabilidad de la presion arterial. Sin embargo, cabe
destacar que el atenolol ha sido el B-bloqueante que se evalud en la gran mayoria de
dichos ensayos clinicos, representando mas del 75% del congénere estudiado. La
representacion desproporcionada de B-bloqueantes en estos analisis ha estimulado el
debate acerca de si |a falta de beneficio con los B-blogueantes es un efecto de clase o
se limita al atenolol. El atenolol es un B-bloqueante cardioselectivo de segunda
generacion sin accion vasodilatadora ni efectos pleiotropicos. El carvedilol es un
farmaco de tercera generacién que ademads de bloquear los receptores B-adrenérgicos
presenta accion vasodilatadora periférica por antagonizar a los receptores a;-
adrenérgicos y efecto antioxidante. El nebivolol es otro B-bloqueante de tercera
generacion y elevada cardioselectividad que estimula a la enzima oxido nitrico sintasa
por su agonismo sobre los receptores Bs-adrenérgicos y manifiesta diversas acciones
pleiotropicas. Teniendo en cuenta que los B-blogqueantes constituyen un grupo
farmacolégico heterogéneo, cuyos integrantes exhiben diferentes propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas, el objetivo de la presente tesis doctoral fue
determinar los efectos de la administracion cronica y oral de atenolol, nebivolol,

carvedilol o amlodipina sobre la presion arterial, su variabilidad de corto plazo y el
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dano de organo blanco en el ventriculo izquierdo y la aorta toracica. Se incluyeron
ratas espontaneamente hipertensas e hipertensas por la administracion de L-NAME
que fueron tratadas durante 8 semanas con una Unica administracién diaria de
atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Durante las tltimas 2 semanas
de tratamiento, se evalud la presion arterial sistdlica periférica determinada de
manera indirecta y su fluctuacion intradia y entredia. La variabilidad intradia se estimo
a partir del calculo del desvio estandar de las mediciones consecutivas de la presion
para cada animal dentro de un mismo dia, mientras que la variabilidad entredia se
calculo como el desvio estandar del valor promedio de presién arterial sistdlica diaria
obtenido cada uno de los dias en los que se realizd la determinacion. Posteriormente
se realizaron de estudios ecocardiograficos. Cumplidos los 2 meses de tratamiento,
todos los animales fueron canulados en su arteria carotida con el objetivo de
determinar la presion arterial central y su variabilidad de corto plazo. A partir de la
aplicacion de la transformada de Fourier se estudio la variabilidad latido-a-latido
cardiaco para evaluar el efecto de los farmacos sobre el tono vascular miogénico v la
actividad simpatica vascular. Finalizada la determinacion de los pardmetros
hemodindmicos, se extrajo el ventriculo izquierdo y la aorta toracica para determinar
la expresion del factor de crecimiento transformante B (TGF- B), el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), la interleuquina 6 (IL-6) y la actividad de las metaloproteasas de
matriz MMP-2 y MMP-9. También se realizaron estudios histolégicos para evaluar el
contenido de colageno en los dos organos estudiados, el area transversal de
cardiomiocitos y el espesor de la media aortica.

En ambos grupos experimentales, aunque el tratamiento crénico con los
cuatro farmacos estudiados redujo la presion arterial central y periférica, solo los B-
bloqueantes de tercera generacion y la amlodipina disminuyeron en mayor medida
que el atenolol la variabilidad de corto plazo estimada tanto de manera indirecta como
directa. Ademas, el estudio de la variabilidad latido-a-latido cardiaco establecié que a
nivel vascular el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina reducen tanto la actividad
simpatica como el tono miogénico mientras que el atenolol no evidencio respuesta. El
analisis del dafo de érgano establecid que los B-bloqueantes de tercera generacion
reducen la fibrosis intersticial, el area transversal de cardiomiocitos y el espesor

parietal del ventriculo izquierdo. Al mismo tiempo, en la aorta produjeron la

o0 ‘ Capitulo: RESUMEN



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SU IMPACTO SOBRE EL DARO
DE ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

disminucion del espesor de la media y del contenido de colageno. La evaluacion de
mediadores quimicos profibroticos y proinflamatorios determiné que los B-
bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante cdlcico indujeron una mayor
reduccion de la sobreexpresion del TGF-B, TNF-a e IL-6 en ambos Arganos a
comparacion de los animales hipertensos tratados con vehiculo o atenolol. De manera
similar, se observd que el carvedilol, el nebivolol y la amlodipina normalizan el
incremento de la actividad gelatinolitica de las metaloproteasas de matriz MMP-2 y
MMP-9 evidenciado en ambos modelos de hipertension a nivel adrtico. Estos hallazgos
obtenidos en dos modelos animales de hipertension sugieren que la mayor reduccion
de la labilidad de la presion arterial inducida por los B-bloqueantes vasodilatadores de
tercera generacion contribuiria en la superior proteccion del dafo de drgano
evidenciada por el nebivolol y el carvedilol respecto de atenolol. Estos resultados
demuestran que, tanto carvedilol como nebivolol, producto de sus acciones
pleiotropicas, generan efectos beneficiosos adicionales motivo por el cual los hallazgos
obtenidos para el atenolol en estudios clinicos y meta-analisis no deben extrapolarse a

otros B-blogueantes con propiedades farmacoldgicas superiores.
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INTRODUCCION
Generalidades de la hipertension arterial

La hipertension arterial (HTA) se define como la elevacion sostenida de la
presion arterial (PA) sistolica, diastdlica o ambas. En la actualidad constituye una
patologia de alta prevalencia asociada a grandes problemas sanitarios debido a los
elevados costos para los servicios de salud y su relacidn etioldgica con complicaciones
cardiovasculares, cerebrovasculares y renales. Globalmente, 3,5 billones de adultos no
controlan sus cifras de PA sistolica (PAS) y se estima que 1 de cada 4 adultos sufre de
HTA (Oparil y cols., 2018). Teniendo en cuenta la prevalencia actual, se proyecta que
para el afio 2025 existird 1,5 billones de pacientes hipertensos (Kearney PM vy cols.,
2005). A nivel mundial, entre los afnos 1990 y 2015, el numero de anos de vida sana
perdidos por valores de PA no dptimos se incrementé 43%, impulsado por el aumento
de la poblacion, su envejecimiento y la elevacién del 10% en la prevalencia de
hipertension estandarizada por la edad (Oparil y cols., 2018). Hoy en dia, el aumento
de la PA continuta siendo el principal factor de riesgo individual que contribuye en la
mortalidad global por cualquier causa, ocasionando 9,4 billones de muertes por afio y
de acuerdo con un analisis mundial es responsable de 7,6 millones de muertes
prematuras, 54% de los infartos de miocardio y 47% de eventos de isquemia cardiaca.
Esto ocurre debido a que existe una relacién directa y continua entre los valores de PA
y el riesgo cardiovascular (Oparil y cols., 2018; Turnbull y cols., 2008). La relevancia
clinica de la HTA radica en que cuanto mayor sean sus cifras, mas elevado es el riesgo
de padecer enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y renales y, por lo
tanto, mayores son los costos de salud y la mortalidad de la poblacién.
Contrariamente, su disminucion se acompafia de una importante reduccidon de la
morbi-mortalidad cardiovascular, ya que constituye un factor de riesgo modificable
(Mancia y cols., 2009; Zhang vy cols., 2011). En nuestro pais, los datos epidemioldgicos
son escasos y hasta la llegada del RENATA (REgistro NAcional de hiperTension Arterial)
en el afilo 2012 no se habia llevado a cabo un estudio a nivel nacional para investigar la
prevalencia de la HTA. Asi la informacidon provenia de varios estudios
metodologicamente diferentes. El estudio RENATA fue el primer registro para el

conocimiento, tratamiento v control de la HTA en la Argentina llevado a cabo durante
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el periodo 2008-2009 que se realizd sobre una muestra de siete ciudades y sobre un
total de 4.006 individuos encuestados con una edad promedio de 43,7 anos. La
prevalencia de HTA fue del 33,5% y resultd mayor en hombres que en mujeres. Un
dato alarmante fue el hecho de que no solo el 37,2% desconocia su enfermedad, sino
que, aungue mas de la mitad de los individuos hipertensos estaban tratados (56,2%)
solo el 26,5% de ellos se encontraban bien controlados (Marin y cols., 2012). Asi, la
publicacion en el ano 2017 del RENATA-2 que se realizé sobre una muestra de 25
ciudades argentinas y con un total de 5.931 individuos encuestados con una edad
promedio de 43,5 afios durante el periodo 2015-2016, arrojé que la prevalencia actual
es del 36,3% la cual resulta coincidente con los reportes de |la OMS para la region y ha
aumentado sutilmente respecto al estudio RENATA publicado en el ano 2012. El grado
de participantes que desconocia su enfermedad se mantuvo respecto al primer
registro (38%) asi como los hipertensos que recibian tratamiento farmacoldgico
(55,5%) mientras que la cantidad de individuos controlados descendid levemente
(24,2%) (Delucchi y cols., 2017). Estos datos resaltan la importancia y la necesidad de
disefar estrategias especificas que contribuyan a mejorar el control de esta patologia
en nuestro pais. Teniendo en cuenta estos antecedentes cabe destacar que, pese a los
notables avances en el conocimiento de la fisiopatologia de la HTA, su control continda
siendo globalmente escaso.

En el 90-95% de los pacientes con hipertensidon no existe una causa organica y
su etiologia es desconocida (hipertension primaria, esencial, idiopatica o criptogénica).
Este tipo de HTA constituye una entidad altamente heterogénea y de origen
multifactorial que ocurre como consecuencia de la exposiciébn a ciertos factores
ambientales, aunque también obedece a causas genéticas (Oparil y cols., 2018). Los
principales mecanismos implicados en la fisiopatologia de la HTA esencial incluyen el
aumento de la actividad del sistema nervioso simpadtico, las alteraciones del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), el exceso de factores que inducen
hipernatremia, el desbalance entre vasodilatadores y vasoconstrictores, las
anormalidades en los vasos de resistencia y en la microvasculatura renal, entre otros
(Samson y cols., 2017). El 5-10% de los casos restantes corresponden a causas

secundarias debido a otra patologia (Tabla 1).
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Tabla 1. Etiologia de la hipertension arterial

Hipertensién Origen multifactorial, genético y ambiental
arterial primaria
Hipertension 1. Renal
arterial secundaria e Enfermedad vasculo-renal: estenosis ateromatosa,
displasia fibromuscular, vasculitis.
¢ Enfermedad parenquimatosa renal:

glomerulonefritis aguda 'y crénica, enfermedad
poliquistica, pielonefritis cronica, nefropatia obstructiva,
tumores renales, insuficiencia renal aguda y crénica,
sindrome nefraético, nefritis por radiaciones
2. Enddcrina
e Hiperaldosterismo primario y secundario
e Feocromocitoma
¢ Sindrome de Cushing
¢ Hipertiroidismo o hipotiroidismo
e Diabetes
e Hiperfuncién corticosuprarrenal
e Carcinoma suprarrenal
e Tumores ectopicos productores de ACTH
e Acromegalia
3. Inducida por farmacos
e Glucocorticoides
e Mineralocorticoides
e |nhibidores de la enzima monoaminooxidasa
4. Neurogénica
e Tumores encefalicos
e Accidente cerebro-vascular
e Encefalitis
e Poliomielitis
Tumores productores de renina
Sindrome de apnea obstructva del sueno
Coartacién adrtica
8. Embarazo

NGy

Adaptado de Mancia y cols., 2013; Oparil y cols., 2018.

La importancia del control adecuadc de la PA en la poblacion hipertensa
queda demostrada por la relacion continua entre el nivel tensional vy el riesgo de
enfermedad cardiovascular. Datos de estudios observacionales han establecido que el
riesgo de muerte asociada a enfermedad cardiaca isquémica o ACV aumenta de
manera progresiva a partir de un valor de PAS vy diastolica (PAD) de 115/75 mmHg,
respectivamente. Inclusive, por cada 20 y 10 mmHg de incremento de la PAS y PAD se

duplica el riesgo de muerte de origen cardiovascular (Lewington y cols., 2002).
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Varias razones explican el bajo grado de control de la hipertension arterial en
pacientes tratados, entre ellas el incumplimiento terapéutico, el nivel sociceconomico
y la falta de educacion al paciente hipertenso (Consenso Argentino de Hipertension

Arterial 2018).

Tratamiento farmacolégico de la hipertension arterial

A lo largo del tiempo, la terapéutica antihipertensiva ha evolucionando gracias
al desarrollo de nuevas clases de farmacos y a la realizacion de estudios clinicos a gran
escala que permitieron probar sus beneficios sobre la morbimortalidad cardiovascular.
Actualmente existe un amplio arsenal farmacoldgico para el manejo de la HTA que
incluye B-bloqueantes, diuréticos, bloqueantes de los canales del calcio, inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina (IECA) v bloqueantes de los receptores de
angiotensina (ARA-lI), entre otros. A pesar de que estos antihipertensivos reducen de
un modo similar la magnitud de la PA periférica, los beneficios y el perfil de eventos
adversos a largo plazo resulta distinto (Bravo vy col., 2015; Oparil v cols., 2018). El
principal objetivo del tratamiento antihipertensivo consiste en reducir Ia
morbimortalidad cardiovascular y renal a partir del descenso de las cifras de PA.
Durante mucho tiempo, las guias de practica clinica de HTA se centraban en los valores
de PA periférica como la unica variable -o una de las mas importantes- para
determinar la necesidad y el tipo de tratamiento. Sin embargo, resulta imprescindible
considerar que debe tratarse el riesgo global de cada paciente y, por lo tanto, en la
eleccion de un antihipertensivo se debe tener en cuenta tanto su eficacia terapéutica,
como sus efectos preventivos cardiovasculares y renales (Consenso Argentino sobre
Hipertension Arterial, 2013; Guias de la Sociedad Argentina de Hipertension Arterial
para el diagndstico, estudio, tratamiento y seguimiento de la hipertension arterial,
2007).

Es importante destacar que el enfoque tradicional del tratamiento de la HTA
considera que los beneficios de la terapia sobre la morbimortalidad cardiovascular
dependen del descenso de la PA independientemente de la clase de farmaco
empleado. Como consecuencia de esto, cualquiera de los principales grupos de

antihipertensivos podria utilizarse como farmaco de primera eleccion para el
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tratamiento de la HTA esencial no complicada. Sin embargo, hoy en dia, |a evidencia
disponible sugiere priorizar la eleccion inicial de un antagonista del SRA, un diurético o
un blogueante cilcico como farmacos de primera eleccién en monoterapia por sobre
la indicacion de B-bloqueantes debido a las controversias existentes sobre el uso de
estos ultimos. No obstante, la decision debe estar basada en la eficacia individual,
tolerabilidad de los farmacos y las caracteristicas del paciente (Consenso Argentino
sobre Hipertension Arterial, 2018; Oparil y cols.,, 2018). En este sentido, existen
distintos factores que afectan la eficacia de los diversos agentes antihipertensivos, por
ejemplo, la etnia. Tal es asi que en individuos de etnia negra se prefiere el empleo de
bloqueantes calcicos y diuréticos como drogas de primera linea, Otro ejemplo es el
caso del embarazo en las mujeres en donde los farmacos de primera eleccion, como
los IECA o los ARA-Il, estan contraindicados debido al riesgo de teratogénesis y se
utiliza a-metildopa o labetalol.

El enfoque tradicional del tratamiento de la HTA ha sido cuestionado en los
ultimos anos debido al descubrimiento de nuevos factores de riesgo adicionales que
contribuyen al desarrollo de dafio de 6rgano blanco. En este contexto, el estudio de la
PA central y la variabilidad de la presién arterial (VPA), junto con el efecto de los
farmacos antihipertensivos sobre estos parametros cardiovasculares, ha cobrado
especial relevancia. Distintas investigaciones preclinicas y clinicas postulan que las
diversas clases de antihipertensivos presentan efectos diferenciales sobre la PA
periférica en comparacion con la PA central (Mancia y cols., 2013; Williams vy cols.,
2018).

Pese a su extenso uso en la practica clinica, numerosos antihipertensivos no
presentan un mecanismo de accion totalmente conocido. Asi, los B-bloqueantes
constituyen un grupo farmacolégico que, si bien se emplea hace varias décadas, su
mecanismo de accién aun se encuentra en estudio, especialmente el de aquellos
agentes correspondientes a la tercera generacion (Fares y cols.,, 2012). En este
contexto, resulta relevante el conocimiento de nuevos mecanismos fisiopatoldgicos de
la HTA que permitan explicar el accionar de ciertos agentes antihipertensivos, asi como
la posibilidad de desarrollar novedosas estrategias terapéuticas que contribuyan, no

solo a controlar la PA dentro de valores normales, sino consecuentemente a disminuir

s ‘ Capitulo: INTRODUCCION



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SU IMPACTO SOBRE EL DARO
DE ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

el dano de drgano blanco que constituye el principal responsable del deterioro en la

calidad de vida y desencadenamiento de eventos cardiovasculares.

Presion arterial central

La PA central, conceptualmente definida como la PA en el punto de salida del
ventriculo izquierdo (VI) hacia la aorta, representa la presién directa ejercida sobre el
cerebro, el corazén y los rinones. Desde un punto de vista fisiopatologico, es una
medida mas fiel de la carga a la que estdn sometidos los organos blancos de la
hipertension. Asi, por ejemplo, sus variaciones impactan directamente en el consumo
miocardico de oxigenoy en |a presion de perfusion coronaria e influye sustancialmente
en las arterias de distribucion cerebral (Trudeau y cols., 2014).

La PA medida convencionalmente en las grandes arterias periféricas, como la
braquial, refleja aceptablemente la presion diastdlica central pero no la sistdlica. En el
arbol vascular, al alejarnos de la aorta, la PAD no presenta grandes cambios; sin
embargo, la PAS sufre un incremento progresivo hacia la periferia. Este fenomeno se
debe a la amplificacion que sufre la onda de presion de pulso en su travesia desde las
arterias centrales hacia las periféricas (Kostapanos y cols., 2016). Asi, mientras menor
sea la amplificacion de la onda de pulso, la presion adrtica central sera mas cercana a
la periférica (DiNicolantonio y cols., 2012). En un sujeto joven y en condiciones
normales la amplitud de la onda de pulso generada por el latido cardiaco aumenta
desde las arterias centrales a las periféricas. Esta amplificacion, que puede parecer
paraddjica, se debe a los cambios que sufre la onda de pulso al propagarse a través de
un tubo viscoeldstico que presenta multiples ramificaciones y cambios cualitativos en
la composicion de su pared (predominio elastico en los vasos centrales y predominio
muscular en la periferia) (Trudeau y cols., 2014).

Es esencial tener presente que la relacion entre presidn sistélica central y
periferica varia entre los individuos dependiendo de la rigidez arterial y de la
morfologia de la onda de pulso. Incluso, en un mismo individuo las caracteristicas de la
pared arterial se modifican por el envejecimiento, ocasionando un aumento de la
rigidez arterial, alteracion de la morfologia de la onda de pulso y, en consecuencia, de

la relacion entre la PA (fundamentalmente sistdlica) central y periférica. Esto implica
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que no puede predecirse la presion central simplemente a partir de la presion
periférica sin considerar la rigidez arterial y los cambios en la onda de pulso. El andlisis
de la onda de pulso permite discriminar la onda anterdgrada de la onda reflejada.
Normalmente, esta tltima onda alcanza el corazon una vez que la valvula aértica se ha
cerrado, es decir durante |la diastole (Trudeau y cols., 2014). Estos conceptos permiten
dar un sustrato fisiopatologico para una de las formas mas frecuentes de hipertension:
la HTA sistélica aislada del adulto mayor. Con el envejecimiento y el dano vascular
generado por diversos factores, el arbol arterial se vuelve masrigido y la onda de pulso
viaja a mas velocidad tanto en sentido anterégrado como retrégrado. Asi, la onda
reflejada alcanza al corazdn cuando alin esta en sistole. Esto determina un aumento de

la presidn sistdlica con el consecuente aumento de la presion de pulso (Figura 1).

Figura 1. Fendmeno de amplificacion de la onda de pulso como consecuencia de la
reflexion de las ondas de pulso que actian reforzando el componente sistolico inicial
de la onda primaria que viaja en sentido anterdgrado.
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Adaptado de Boggia y cols., 2017.

Actualmente se han logrado numerosos avances en el conocimiento de la PA
central y se han desarrollado diversas técnicas y equipos para su determinacion de
manera no invasiva. La tonometria de aplanamiento se utiliza para analizar la onda de
pulso y asi, derivar la presion central y la aumentacidn sistélica. Esta técnica utiliza una
funcion de transferencia para generar la onda de pulso central a partir de la onda de
pulso periférica, calibrada con la medida de PA periférica. La evaluacion de la presion
central con este equipo se validd eficazmente, utilizando la medida intraarterial como
patrén de oro. Posteriormente han sido desarrolladas nuevas tecnologias que se basan

en técnicas similares pero que utilizan otras funciones de transferencia o se centran en
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medidas con doppler para la estimacion de la PA central. Adn sin un claro consenso
sobre la técnica de referencia para la evaluacidon no invasiva de la presion central en
reposo, la industria biomédica propone diversos equipos para su determinacién en
condiciones ambulatorias (Kostapanos y cols., 2016; Trudeau y cols., 2014).

La PA central ha demostrado mayor correlacion con el dano de érgano blanco
y la incidencia de eventos cardiovasculares en comparacion con la PA braquial o
periférica. El analisis Conduit Artery Function Evaluation (CAFE), un subestudio del
Anglo-Scandinavian Cardiac Outcomes Trial (ASCOT), fue el primer ensayo clinico
extenso que determino el efecto del tratamiento antihipertensivo sobre la PA central
(Williams y cols., 2006). Aunque no se encontraron diferencias en los valores de PA
braquial entre los individuos aleatorizados a recibir atenolol ¢ amlodipina, la
estimacion de la presion central evidencio valores significativamente mas bajos para el
grupo tratado con el bloqueante calcico. Mas aun, la presion aodrtica central se asocio
directamente con el punto final compuesto de eventos cardiovasculares y el desarrollo
de alteraciones renales. Debido a que durante el envejecimiento las arterias pierden
sus propiedades elasticas, el atenolol y otros B-bloqueantes no vasodilatadores serian
menos eficaces para disminuir la PA central en dosis que modifican la PA braquial. Por
lo tanto, estos farmacos resultarian menos efectivos para proteger frente a eventos
cardiovasculares en pacientes mayores (Williams y cols., 2006). Sin embargo, aunque
se encuentra ampliamente establecido la importancia de la PA central y se han
desarrollado técnicas no invasivas para su estimacion asi como distintos estudios
clinicos han comparado el efecto de diversos antihipertensivos sobre este parametro
hemodindmico central, es importante recordar que aun no existen cifras de referencias
consensuadas para la presion central ni estudios epidemiologicos a gran escala que nos
permitan conocer el beneficio pronéstico a largo plazo de su reduccién. Por tanto, adn
no se cuenta con un soporte tedrico lo suficientemente fuerte como para sustentar la

intervencion terapéutica basada en la determinacidon de la PA central.

Variabilidad de la presion arterial y dano de 6rgano blanco

La diferente eficacia en términos de proteccion frente al dafio de organo

blanco demostrada para los distintos antihipertensivos también puede explicarse
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teniendo en cuenta su capacidad de controlar la variabilidad de la PA (VPA). La PA no
es un parametro constante, sino que sufre de oscilaciones espontaneas tanto a corto
(de minutos a horas) como a largo plazo (meses) (Grassi y cols., 2012). El incremento
de la VPA se ha establecido como un factor de riesgo independiente para el desarrollo
de lesion de drgano blanco, no sélo en pacientes hipertensos sino también en sujetos
normotensos (Grassi y cols., 2012; Parati 2005). En este contexto, una amplia cantidad
de estudios ha establecido que la labilidad de la PA se asocia directamente con la
aparicion de eventos cardiovasculares independientemente del valor de tensidn
arterial.

A lo largo de 24 horas, la tension arterial sufre oscilaciones debido al ritmo
circadiano de la PA. Sin embargo, también pueden ocurrir cambios rapidos,
espontaneos y de corta duracion, ya sea durante el dia o, en menor medida, en la
noche. Ha sido demostrado que, en pacientes hipertensos, la VPA de corto plazo
aumenta con el nivel de tension arterial cuando se determina a partir del calculo del
desvio estandar (DE) de la PA registrada por via intraarterial (Mancia y cols., 1983). En
funcion del tiempo, la fluctuacion de la PA puede ser de tipo ultra corto, corto,
mediano o largo plazo (Tabla 2). Tanto la VPA ultra corta (latido-a-latido cardiaco)
como a corto plazo (en el rango de tiempo de minutos a horas y dentro de un periodo
de 24 horas) se encuentran afectadas principalmente por la modulaciéon autondémica
del aparato cardiovascular, las propiedades eldsticas de las arterias y el efecto de
factores humorales (angiotensina II, oxido nitrico -NO-, endotelina-1, insulina,
bradiquinina), reoldgicos (viscosidad sanguinea) y emocionales (estrés) de diversa
naturaleza y duracién (Parati y cols., 2013). También factores relacionados con el
comportamiento y la rutina de los individuos, como horas de suefio, actividad fisica y
cambios posturales pueden inducir variaciones en la determinacidn de la PA dentro de
un periodo de 24 horas. La VPA a mediano (entre dias) y largo plazo (visita-a-visita,
estacional) se encuentran moduladas principalmente por la adecuada dosis vy titulacion

del farmaco, ademas de la adherencia terapéutica (Parati y cols., 2013).
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Tabla 2. Diferentes tipos de VPA, su determinacién, mecanismos e implicancia.

Ultra corto plazo Corto plazo Mediano plazo Largo plazo
Rango de Latido a latido Minutos a horas Dia a dia (entre Visita a visita,
tiempo cardiaco. Determinada dias) estacional,
en periodos desde 1 entre afios
minuto hasta 24 horas
Método de Registro continuo de la Registro continuo de la MAPA =48 horas Monitoreo
determinacién  PA. También puede PA. También puede Monitoreo domiciliario de
estimarse por métodos estimarse por métodos domiciliario de la laPA
indirectos indirectos como el PA Determinacion
MAPA de la PA en el
consultorio
Ventajas Posibilidad de estimar Brinda informaciéon Apropiada para el Apropiada para
indices autondémicos y acerca de la  monitoreo de el monitoreo de
neurohumorales de fluctuacidn de la PA a tratamientos a tratamientos a
control de la PA lo largo de 24 horas. largo plazo largo plazo
Identificacién de
patrones  circadianos
de laVPA
Desventajas No se puede asegurar A nivel clinico no Entrenamiento del Informacion
|2 exactitud y precisiéon puede evaluarse con paciente limitada acerca
de las determinaciones elevada frecuencia MAPA =z 48 horas del perfil de

indirectas (fuera del

laboratorio)

generalmente no es
bien tolerado

variacion de la
PA

indices de VPA

Angdlisis espectral de la
VPA en dominios de
frecuencia (VLF, LF y
HF)

DE y CV% de la PA
diurna, nocturna y
durante 24 horas.

Variacion de la PA dia-

DE y CV% de la PA

DE y CV% de la
PA

a-noche
ARV
Mecanismosde Funcion vascular  Funcidn vascular Rigidez arterial Adherencia  al
VPApropuestos miogénica, actividad miogénica, actividad Dosis y valoracion tratamiento
simpatica central, simpatica central, de drogas Errores en la
reflejos reflejos antihipertensivas medicion de la
cardiopulmonares/arte  cardiopulmonares/arte presion arterial
riales, factores riales, factores Distensibilidad
neurohumorales, neurohumorales, arterial
reologicos, reoldgicos, Cambios
emocionales y de emocionales y de estacionales
comportamiento comportamiento,
rigidez arterial,
actividad/Suefio
Implicancia Estimacion de los Incrementos en VPA Incremento de la VPA a largo
clinica principales factores dia/noche y durante VPA dia-a-dia plazo
neurohumorales las 24 horas asociado a  asociado a dafio de independientem
involucrados en |a mayorriesgo dedafioa odrgano blanco, ente asociada

regulacion de la PA

organo blanco.

microalbuminuria,
eventos

cardiovasculares vy
mortalidad
cardiovascular

incremento dg
incidencia  dgj
ACV 2

Abreviaturas: HF: hight frecuency LF:

Adaptado de Paratiy cols., 2013

low frecuency VLF: very low frecuency
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Aunque la determinacion de la VPA de corto plazo requiere del registro
directo y continuo de la PA, a nivel clinico puede estimarse a partir del empleo del
monitoreo ambulatorio de la presién arterial (MAPA) que permite determinar los
niveles de PA de manera no invasiva e intermitente a lo largo de 24 horas. Sin
embargo, debido a la naturaleza indirecta de este método, sus datos resultan menos
exactos y precisos. La VPA puede estudiarse a partir de distintos parametros de
fluctuacion de la PA tales como desvio estandar (DE) de la PA, coeficiente de variacidon
porcentual (CV%) de la PA y el indice ARV (Average Rate Variability). A lo largo de los
anas, el uso del DE como un indice de fluctuacion de la PA ha sido cuestionado debido
a que unicamente refleja el grado de dispersion de los datos alrededor de la media y
no brinda ningln tipo de informacion acerca del patron de variacion en el tiempo vy es
sensible a la frecuencia de determinacion de la PA de métodos indirectos como el
MAPA (Pierdomenico y cols., 2009). Con el objetivo de mejorar el valor prondstico de
la VPA el indice ARV diurno y nocturno de la PA ha comenzado a emplearse en las
investigaciones clinicas, el cual refleja el promedio de las diferencias absolutas de
mediciones de la PA consecutivas. Asi, dicho parametro estadistico considera la
fluctuacion de la PA a lo largo del tiempo y es menos sensible a la frecuencia de
determinacion de la PA (Pierdomenico vy cols., 2009). Hoy, se sabe que el indice ARV
predice en mayor medida el riesgo cardiovascular a comparacion de la tradicional
determinacidn del DE de la PA, aunque este Ultimo pardmetro resulte ampliamente
utilizado en la investigacion preclinica y clinica.

Durante los ultimos afios, diversos mecanismos han sido propuestos para
explicar el incremento de la VPA y numerosos estudios preclinicos y clinicos
investigaron su relacion con el dano de organo blanco y la tasa de eventos
cardiovasculares. A nivel experimental, la reseccién bilateral de los nervios carotideos
de animales normotensos aumenta la labilidad de la tensién arterial sin cambios
altamente significativos en el valor promedio de la PA permitiendo obtener el modelo
experimental de ratas sometidos a desnervacién sinoadrtica (SAD por sus siglas en
inglés). La elevada VPA de los animales SAD se asocia con aumento del dafio de organo
blanco, incluyendo hipertrofia ventricular izquierda tardia, incremento de la fibrosis,
engrosamiento de la pared del miocardio, hipertrofia adrtica con acumulacion de

colageno, deterioro de la distensibilidad arterial, incremento de la matriz mesangial vy
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disfuncion renal (Freitas y cols., 2016; Parati, 2005; Taira y cols., 1983). Sin embargo,
una gran desventaja del empleo de animales SAD para el estudio de la VPA constituye
la elevada mortalidad y neurogenicidad asociada; situacion que motivé a los
investigadores a estudiar la fluctuacion de la PA en otros modelos (Liy cols., 2017). Asi,
se ha demostrado que los animales espontaneamente hipertensos (SHR por sus siglas
en inglés) presentan un aumento de la labilidad de la tensién arterial que agrava el
dafio de organo blanco. Dicho incremento de la VPA estaria relacionado a una
sobreactivacion del sistema nervioso simpatico, del SRA y de mediadores inflamatorios
(Kudo y cols., 2009; Li y cols., 2017). Por otro lado, investigaciones realizadas en
humanos mediante medicion intraarterial o no invasiva de la PA establecieron que el
dano cardiaco, vascular y renal presenta mayor prevalencia y severidad en aquellos
pacientes con aumento de la VPA determinada dentro de 24 horas (Parati vy cols.,
2013). Parati y colaboradores (1987) investigaron la incidencia y severidad del dafio de
organo blanco en 108 pacientes hipertensos. Los individuos fueron divididos en 5
grupos segln la media del valor de PA lo largo de 24 horas y a su vez subdivididos en 2
clases segun el DE del registro tensional intraarterial. Dentro de un mismo grupo, pese
a valores de presion similares, la incidencia y severidad de dafio de drgano blanco
resultd mayor en aquella clase en donde la VPA de corto plazo era mas elevada. Mas
aun, un estudio longitudinal reveldé que el grado de hipertrofia del VI determinado
ecocardiograficamente en la etapa de seguimiento de pacientes hipertensos (entre 4 y
13 anos luego de iniciado el tratamiento antihipertensivo) dependia de la VPA a lo
largo de 24 horas y era independiente del promedio de PA de 24 horas, ambos
parametros registrados en el momento de la admisién de los individuos (Frattola y
cols., 1993). De manera similar, el estudio PAMELA que incluyd 1.648 pacientes
hipertensos sin tratamiento farmacologico a quienes se les determind la PA y su
variabilidad a lo largo de 24 horas de manera no invasiva revelé que el aumento del DE
y del coeficiente de variacidon de la tension arterial se asocia positivamente con el
indice de masa ventricular izquierda (IMVI) (Sega y cols., 2002). El incremento de la
VPA no solo se asocia a mayor dano de drgano blanco, sino también constituye un
factor de riesgo de eventos cardiovasculares. Asi, un subanalisis del Systolic
Hypertension in Europe (Syst-Eur) Trial demostrd que el riesgo de ACV en el grupo

placebo se incrementaba 80% por cada aumentode 5 mmHg del DE de Ia PAS nocturna
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(Pringle y cols., 2003). Eto y colaboradores (2005) investigaron la significancia clinica
del incremento de la VPA en 106 ancianos hipertensos y observaron que la prevalencia
de eventos cardiovasculares, incluyendo infarto cerebral y miocdrdico, fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes con marcada \VPA.

La mayoria de los estudios acerca de la relevancia prondstica de la VPA se han
centrado en los cambios de la PA de corto plazo. Sin embargo, la evidencia sugiere que
el incremento de la VPA entre dias también se asocia con una mayor prevalencia y
gravedad del dafio cardiaco, vascular y renal, asi como mayor riesgo de eventos
cardiovasculares. Un estudio transversal realizado en individuos con hipertension no
tratada mostrd que el aumento de la VPA dia-a-dia, evaluada a partir del promedio del
triplicado de la medida domiciliaria de la PA durante 14 dias consecutivos, se asocio a
mayor dano cardiaco (valorado a partir del IMVI), macrovascular (determinado a partir
del espesor de la tunica media de la carétida) y microvascular (relacién albumina
urinaria/creatinina), independientemente del valor medio de la PA. E|l estudio
Ohasama brindo la primera evidencia de que una mayor variabilidad entre dias de |la
PA sistolica, evaluada a partir del monitoreo ambulatorio de la PA, se asocia a mayor
riesgo de mortalidad cardiaca y por ACV (Paratiy cols., 2013).

Se ha demostrado que la determinacion de la VPA a largo plazo en el rango de
tiempo de meses a anos también presenta valor pronodstico. Estas variaciones ocurren
principalmente debido a fallas en la adherencia a la terapéutica antihipertensiva. En
individuos bajo tratamiento, si bien el MAPA refleja el grado de control de la PA dentro
de un lapso de 24 horas, la VPA determinada visita a visita permite conocer la carga
que produce en el sistema cardiovascular a largo plazo. Numerosos estudios clinicos
han demostrado que el aumento de la VPA visita a visita se asocia con desarrollo de
insuficiencia cardiaca (disfuncion  diastdlica), alteraciones macrovasculares
(engrosamiento y mayor rigidez de la tunica media), complicaciones microvasculares
(microalbuminuria y aterosclerosis renal) y daho cerebral (hiperintensidad de la
sustancia blanca por falla en los pequefios vasos cerebrales e infarto). Ademas,
estudios longitudinales y analisis a post-hoc de ensayos clinicos realizados en pacientes
hipertensos evidenciaron que el incremento intraindividual de la VPA a largo plazo,
determinada a partir de mediciones de PA en el consultorio o domiciliaria, presenta

valor predictivo de eventos cerebrovasculares fatales y no fatales y de mortalidad por

N ‘ Capitulo: INTRODUCCION

N



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SU IMPACTO SOBRE EL DARO
DE ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

cualquier causa, independientemente del valor de PA (Parati y cols., 2013). Diversos
mecanismos patoldgicos han sido propuestos para explicar el incremento de la VPA
visita a visita entre los cuales se destaca la rigidez arterial. Asi, la presidn de pulso y la
edad avanzada, factores que se encuentran directamente asociados con la rigidez
arterial, se relacionan independientemente con el incremento en la VPA a largo plazo
(O’Brien, 2012).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, actualmente se postula que la
reduccion de la VPA debe ser considerada como una posible nueva meta terapéutica
del tratamiento de la HTA, razén por la cual los farmacos antihipertensivos no sélo
deben ser capaces de disminuir la PA sino también controlar su variabilidad (Hocht C.,
2013). En este contexto, un amplio nimero de estudios preclinicos y clinicos se han
enfocado en el estudio de los efectos de distintos farmacos sobre la VPA evidenciando
distintas capacidades de control sobre este nuevo factor de riesgo cardiovascular
(Hocht y cols., 2014). Aunque los mecanismos implicados en los efectos beneficiosos
son relativamente desconocidos, la atenuacién de VPA inducida por el tratamiento
farmacolégico podria estar relacionada con su efecto atenuante de la PA, la mejora de
la regulacion autondmica del sistema nervioso, la reduccion de la rigidez arterial y la
disminucion de la inflamacién (O’Brien, 2012). Sin embargo, los beneficios de la terapia
antihipertensiva en términos de atenuacion de la VPA dependen del grupo
farmacoldgico. Mas aln, aproximadamente el 68% de las variaciones de la PA pueden
ser atribuidas a efectos diferenciales entre antihipertensivos de distinta clase (Webb y
cols., 2010). Asi, a nivel clinico, ha sido demostrado que el antagonista de los
receptores de angiotensina Il, losartdn, reduce significativamente la fluctuacion
nocturna de la PA de pacientes hipertensos bajo hemodialisis en comparacion al
placebo que mostrd efectos neutros sobre dicho parametro hemodinamico. Mas atn,
el andlisis de regresion multiple evidencid la existencia de una estrecha correlacion
entre los cambios en el IMVI y |a atenuacion de |a VPA de corto plazo durante la noche,
sugiriendo la contribucién positiva del losartan para evitar el remodelado cardiaco
asociado a la HTA (Mitsuhashi y cols., 2009). Los efectos de la administracion de
carvedilol 25 mg dos veces al dia o de lecardipina 10 mg una vez al dia sobre la VPA de
corto plazo han sido evaluados en 24 pacientes con hipertension moderada a severa, a

parir del andlisis del DE y el CV de la PA diurna, nocturna y a lo largo de 24 horas.
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Aunque los dos tratamientos indujeron una disminucion similar de la PA sistdlica y
diastolica, el carvedilol ademas redujo la fluctuacion de la PA sistdlica y diastdlica
diurna y a lo largo de 24 horas. Los autores del trabajo concluyeron que el B-
bloqueante de tercera generacion podria resultar mas efectivo que el bloqueante
calcico en términos de atenuacion de la VPA de corto plazo indicando la importancia
de la actividad simpatica en la excesiva variacion de la PA (Crippa y cols., 2002). Un
estudio clinico prospectivo comparé los efectos de la terapia con valsartan o nebivolol
sobre la VPA a lo largo de 24 horas en 80 pacientes hipertensos. Los individuos
incluidos fueron sometidos al estudio de MAPA para determinar el DE diurno y
nocturno de la PA. Luego de un afio de tratamiento, tanto valsartan como nebivolol
lograron una reduccion significativa de la fluctuacion diurna y nocturna de la PA
sistolica y diastolica. No obstante, el valsartan mostro un efecto superior al nebivolol
en la atenuacion de la VPA sistdlica durante la noche. Estos resultados indicarian que la
terapia con antihipertensivos de larga duracidon como los antagonistas del receptor de
angiotensina Il o B-bloqueantes de tercera generacion altamente cardioselectivos
podria ofrecer una mayor proteccion cardiovascular (Negreay cols., 2010).

A diferencia de los resultados obtenidos para los B-bloqueantes de tercera
generacion, un analisis a post hoc de los datos obtenidos en el estudio ASCOT-BPLA
demostré que el bloqueante calcico amlodipina ejerce una mayor proteccion frente a
eventos cardiovasculares en pacientes hipertensos al compararse con el bloqueante B-
adrenérgico atenolol, como consecuencia de su mayor capacidad de reducir la VPA de
corto y largo plazo (Rothwell y cols., 2010). Paraddjicamente, se observé un
incremento de la fluctuacién de la PA luegeo del uso de atenolol, y si bien se desconoce
el mecanismo responsable de este aumento, el fendmeno se ha evidenciado en

numerosos ensayos clinicos realizados en los ultimos 15 anos (Elliott y cols., 2011).

Andlisis espectral de la VPA latido a latido

Con el objetivo de mantener una adecuada perfusion tisular, existe una
amplia cantidad de mecanismos neurohumorales implicados en la regulacién de la PA,
tales como el SRA, el sistema nervioso simpatico, los factores vasoactivos locales, el

NO y la respuesta miogénica, entre otros. Las desviaciones de la PA activan estos
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sistemas que buscan reestablecerla hacia sus valores normales. Sin embargo, la
velocidad a la cual responden difiere entre si. De esta manera, los mecanismos
neuronales afectardn la PA mas rapidamente e impactaran en la alta frecuencia de la
VPA mientras que los sistemas humorales lo haran mas lento y modificaran los
dominios de baja frecuencia. Asi, el estudio de los componentes de frecuencia de la
VPA latido a latido cardiaco a través del analisis espectral permite realizar una
evaluacion indirecta acerca de posibles mecanismos implicados en el control de la PA
(Tabla 3) (Stauss, 2007). La VPA en el dominio de la frecuencia puede estudiarse a
partir del calculo de los componentes de |la densidad espectral. El método mas comun
se centra en la aplicacion de la transformada rapida de Fourier (FFT, por sus siglas en
inglés, Fast Fourier Transform) o en la elaboracion de modelos autorregresivos (Parati
y cols., 2003). Este analisis implica la cuantificacion de la amplitud (potencia) de las
oscilaciones de la PA en determinadas frecuencias. Por medio del analisis espectral de
la VPA se ha podido clasificar y observar el comportamiento de algunos de los
mecanismos fisiologicos que controlan la PA. Por ejemplo, en arterias aisladas la
vasoconstriccion miogénica es considerablemente mas lenta que la vasoconstriccion
mediada por el sistema nervioso simpatico. El rango de frecuencia para la modulacion
miogénica en ratas es 0,02-0,2 Hz y es concordante con estudios que demuestran que
la funcidon miogénica contribuye a la autorregulacion del flujo sanguineo a frecuencias
inferiores a 0,2 Hz en la circulacién renal, a 0,13 Hz en el lecho mesentérico y por
debajo de 0,1 Hz en la circulacion cerebral (Kolb y cols., 2007). El sistema del NO
endotelial contribuye en la regulacion de la PA en el rango de frecuencias de 0,05 a 0,4
Hz, considerando que la inhibicién de la enzima NO sintasa endotelial (eNOS) en
animales aumenta la VPA en esta gama de frecuencias. La regulacion de la PA por el
SRA requiere una cantidad de pasos concatenados tales como la sintesis y liberacion
de renina y angiotensindgeno. Luego, el angiotensindgeno necesita ser convertido
enzimaticamente en angiotensina Il para actuar sobre receptores especificos y activar
vias de sefializacion intracelular, motivo por el cual se espera que el SRA afecte la VPA
en frecuencias mas bajas que el sistema nervioso simpatico que presenta una
respuesta rapida debido a su naturaleza nerviosa. De hecho, se ha sugerido que el SRA
modula la VPA en el dominio de VLF (Akselrod y cols., 1981). Asi, la actividad simpatica

se ha relacionado con el dominio LF, mientras que la funcién del musculo vascular con
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las frecuencias VLF y LF, y la actividad parasimpaticay el NO derivado del endotelio se

relacionan con las altas frecuencias (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis espectral de la VPA latido a latido, dominios de frecuencia y
mecanismos neurchumorales implicados

Ratas Humanos
VLF 0,02-0,20 Hz 0,02-0,07 Hz
LF 0,2-0,7 Hz 0,075-0,15 Hz
HF 0,7-4,0 Hz 0,15-0,40 Hz
Modulacion simpatica LF LF
Respuesta vascular miogénica VLF VLFy LF
Sistema de NO VLFy LF Probablemente HF
SRA VLF B
Actividad simpatica vascular LF/HF LF/HF

Adaptado de Stauss, 2007.

Distintas investigaciones han estudiado el comportamiento de la VPA en
sujetos normotensos e hipertensos las cuales han sido de gran importancia debido a
las posibles implicancias diagnésticas, pronodsticas y de tratamiento que brinda el
analisis espectral de la PA. De esta manera, el anédlisis de la VPA en el dominio de
frecuencia permite estimar los mecanismos neurohumorales que se encuentran
implicados en el desarrollo del estado hipertensivo y asi poder optimizar la seleccion
de la terapéutica antihipertensiva (Stauss, 2007). A pesar de los avances en el estudio
de la fluctuacion de la PA en el dominio de frecuencia, aln existen ciertas areas del
conocimiento sin explorar. Estas falencias surgen debido a que los estudios que se
llevan a cabo para determinar la VPA no son equiparables ya que utilizan diferentes

métodos (invasivos y no invasivos) y herramientas de software para su estimacion.

Papel de los -bloqueantes en las gufas de tratamiento de la hipertension

arterial

El empleo de PB-bloqueantes en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares surgid hace mas de 40 afios. Inicialmente fueron utilizados para la
terapia de patologias como la arritmia v el estrés, pero luego su posicionamiento se
consolido al demostrar clinicamente |a reduccion de la morbimortalidad en pacientes

con enfermedad coronaria, hipertension arterial e insuficiencia cardiaca (Fergus y cols.,
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2015). No obstante, el papel de los B-bloqueantes en |la terapia antihipertensiva se ha
ido modificando a lo largo del tiempo. Actualmente se dispone de varios grupos de
antihipertensivos de eficacia demostrada en términos de control de la PA, entre los
cuales se encuentran los B-bloqueantes representados por una amplia cantidad de
compuestos activos de diversas generaciones. En los ultimos anos se ha establecido
que algunos agentes antihipertensivos, a pesar de aportar una reduccion comparable
de la PA, son menos efectivos en la prevencidon de eventos cardiovasculares en
pacientes hipertensos. Los hallazgos obtenidos en estudios clinicos y meta-analisis
demostraron que los PB-bloqueantes resultan inferiores a otros agentes
antihipertensivos en la reduccion de ACV y mortalidad cardiovascular total, a pesar de
las diferencias relativamente pequerias en términos de reduccion de la PA. Ademas, el
uso de B-bloqueantes esta asociado al desarrollo de efectos adversos no deseados,
como el aumento del riesgo de diabetes mellitus y los trastornos lipidicos (Mann,
2017). En el afio 2012 se publicd un trabajo de revision del grupo Cochrane incluyendo
13 estudios clinicos aleatorizados y un total de 97.507 pacientes, de los cuales 40.245
recibian B-blogueantes y a su vez el 75% de ellos eran tratados con atenolol (Wiysonge
y cols., 2012). Se determino la eficacia y seguridad sobre las tasas de morbilidad y
mortalidad en pacientes con HTA en comparacion con placebo (4 estudios), diuréticos
(5 estudios), antagonistas calcicos (4 estudios) e inhibidores del SRA (3 estudios). El
analisis concluyd que iniciar el tratamiento con B-blogueantes produce una modesta
reduccion del riesgo de padecer otras enfermedades cardiovasculares sin efectos
significativos sobre la mortalidad. Ademas, la comparaciéon evidencido que los B-
blogueantes son sélo moderadamente superiores al placebo y significativamente
inferiores a otros grupos de antihipertensivos (Tabla 4). Sin embargo, los autores de la
revision manifestaron que la calidad de la evidencia disponible es muy baja y que los
resultados requieren ser comprobados en estudios adecuadamente disefiados, no
pudiendo ser generalizados a todos los B-bloqueantes debido a que la mayoria de los
pacientes estaba bajo tratamiento con atenolol (Wiysonge y cols., 2012). Otro meta-
analisis mas reciente que incluyod a 145.811 participantes provenientes de 21 ensayos
clinicos de HTA compard la eficacia de los B-bloqueantes diferenciados en “atenolol”

IJJ’

versus “no atenolol” segun diferentes grupos etarios (Kuyper y col., 2014). El analisis

de los resultados evidencio que el uso de B-blogueantes en HTA estd asociado a una
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reduccion significativa de la morbimortalidad cardiovascular en pacientes mas jovenes,
pero no asi en pacientes mayores, indicando que la edad podria ser un factor
importante atener en cuenta en el tratamiento con B-bloqueantes. Aunque el atenolol
aumento el riesgo de ACV en pacientes ancianos un 17% comparado a otros agentes
antihipertensivos, los autores sostienen que estos resultados no deben ser
extrapolados al resto de los B-blogueantes. Para los B-blogueantes mds nuevos no
pudo determinarse el riesgo de ACV debido a la escasez de datos (Kuyper y col., 2014).

Dos estudios clinicos muy importantes que derivaron al relegamiento de los B-
blogqueantes en el tratamiento de la HTA no complicada fueron el ensayo clinico LIFE y
el ASCOT-BLPA (Dahléf y cols., 2005; Dahléf y cols., 2002). El estudio LIFE comparo la
tasa de eventos cardiovasculares en pacientes con hipertension esencial aleatorizados
a recibir atenolol o losartan durante un periodo de seguimiento de 4 anos. Aunque
ambos tratamientos atenuaron de manera equiparable la PA, el atenolol se asocié a
mayor numero de eventos cardiovasculares, ACV y diabetes de nuevo inicio en
comparacion con el losartan (Dahlof y cols., 2002). De manera similar, el estudio
ASCQT-BLPA, que incluyd un total de 19.257 pacientes con hipertension, determind el
efecto de la terapia con amlodipina o atenolol sobre la prevencion de eventos
cardiovasculares. El analisis de los resultados evidencid que el tratamiento con
atenolol produjo mayor numero de muertes, ACV (fatal y no fatal) y diabetes de nuevo
inicio (Dahléf y cols., 2005). Sin embargo, al igual que en el estudio LIFE, los
investigadores postulan que los efectos deletéreos del atenolol resultan
independientes de su accidon antihipertensiva debido a que en los dos brazos

evaluados la reduccién de la PA resultd similar (Dahlof y cols., 2005) (Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacion de los efectos de B-bloqueantes con placebo u otros agentes
antihipertensivos sobre la mortalidad total, mortalidad cardiovascular y ACV.

Estudio o B-bloqueantes Comparador Riesgo relativo
Subgrupo (n/N) (n/N) (IC 95%)

Mortalidad por cualquier causa

Meta-andlisis 455/9109 751/14504 0,99 (0,88-1,11)
Estudio LIFE 431/4588 383/4605 1,13 (0,99-1,29)
ESt“dE';ﬁ:COT' 820/9618 820/96518 1,11 (1,01-1,22)

Mortalidad cardiovascular

Meta-andlisis 240/9109 425/14504 0,93 (0,80-1,09)
Estudio LIFE 234/4588 204/4605 1,15 (0,96-1,38)
Estudin ASCOJ- 342/9618 263/9639 1,30 (1,11-1,53)
BLPA
ACV
Meta-andlisis 166/9109 333/14504 0,80 (0,66-0,96)
Estudio LIFE 309/4588 232/4605 1,34 (1,13-1,58)
ESt“dE'::;\:COT' 422/9618 327/9639 1,29 (1,12-1,49)

Adaptado de Wiysonge y cols., 2017

Consecuentemente, las guias comenzaron a considerar a los B-bloqueantes
como una opcion inferior para el tratamiento inicial de la HTA y han dejado de ser
recomendados como medicacion de primera linea para el control de la PA en pacientes
con hipertension no complicada, entre ellas el National Institute for Health and Care
Excellence (NICE), el Eighth Joint National Committee (JNC 8) y mas recientemente las
Guias europeas ESC/ESC. En el afio 2006, la Guia del Instituto Nacional de Salud
Britanico y Excelencia Clinica en conjunto con la Sociedad Britanica de Hipertension
(NICE/BSH) manifestaron por primera vez que los B-bloqueantes no constituyen
farmacos de primera linea para el manejo de la HTA y que su decision estaba basada
en los resultados del estudio clinico ASCOT-BPLA y otros 3 meta-analisis publicados
durante el afno 2005 que mostraban una menor reduccién de eventos cardiovasculares
(NICE Guideline 2006). Resulta importante aclarar que dichos analisis no incluyen a los

nuevos B-bloqueantes con propiedades vasodilatadoras debido a la escasa evidencia
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disponible con estos farmacos en pacientes con HTA no complicada. La Guia del
Consenso Argentino de HTA del afno 2018 toma un posicionamiento similar al de las
gufas britanicas con la salvedad de que resalta que la menor reduccion de eventos
cardiovasculares asociados al consumo de B-bloqueantes deriva de estudios en donde
se utilizd el atenolol y que esta inferioridad no es necesariamente extrapolable a los
nuevos farmacos vasodilatadores del grupo. Sin embargo, la inexistencia de estudios
con puntos finales duros en pacientes con HTA esencial con este tipo de farmacos los
pone en un nivel de inferioridad en cuanto a la eleccion inicial para hipertensos no
complicados. (Guia del Consenso Argentino de HTA 2018). En su guia del afio 2007, la
Sociedad Europea de HTA y la Sociedad Europea de cardiologia (ESH/ESC), en
contraposicion a las guias NICE, sostienen que no existe suficiente evidencia clinica que
justifique que, entre las tiazidas, B-bloqueantes, |IECA, ARA-Il y bloqueantes calcicos
existan agentes superiores por sobre otros en HTA no complicada (Mancia y cols.,
2007). Sin embargo, en la tercera edicion de |a guia publicada en el afo 2013 se hacen
algunas aclaraciones sobre el empleo de B-bloqueantes en HTA acerca de que si bien
los meta-analisis considerados de mayor importancia por los autores de la guia no
muestran diferencias clinicas relevantes entre las distintas clases de farmacos, se
reconoce cierta inferioridad en la reduccion del riesgo de ACV vinculada a una menor
disminucion de la PA central, pero sin diferencias en términos de mortalidad (Manciay
cols., 2013). Sin embargo, aunque reconocen menor regresion de dafio de organo
blanco subclinico y mayores efectos adversos metabdlicos, mantiene a los B-
bloqueantes como farmacos de primera linea. Recientemente se publicd la cuarta
edicion de la guia, en el afio 2018, la cual ya no considera a los B-bloqueantes en el
tratamiento inicial de la HTA no complicada, sino que los relega cuando el empleo de
IECA, ARA-II, diuréticos o bloqueantes calcicos solos o combinados en triple terapia no
resulta suficiente para alcanzar las metas de tension arterial (Williams y cols., 2018).
Las recomendaciones del Eight Joint National Committee (JNC 8) ponen de manifiesto
que los B-bloqueantes no deben ser empleados en pacientes con HTA no complicada
basado en la falta de estudios que demuestren la superioridad o equivalencia con
bloqueantes calcicos, diuréticos o antagonistas del SRA en reduccién de
complicaciones cardiovasculares y renales (James y cols.,, 2014). El panel analizd

también el riesgo de diabetes de nuevo inicio, afirmando que los B-blogueantes
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aumentan los casos de diabetes en comparacion con los ARA-Il en funcion de los datos
del estudio LIFE. La Guia de la Sociedad Japonesa de Hipertension (JSH) mantiene una
postura similar al JNC 8 mientras que la Guia Canadiense del Programa de Educacion
en Hipertension (CHEAP) del afio 2006 plantea firmemente el concepto de que en el
individuo con HTA no complicada los beneficios dependen principalmente de la
magnitud de descenso de la PA. Respecto a los B-bloqueantes destaca que el meta-
analisis en el cual se observd una menor reduccion del ACV respecto a otros
antihipertensivos presenta heterogeneidad en sus resultados e influencia en donde la
edad media de los pacientes era mayor de 60 afios, no observandose inferioridad en
pacientes menores de dicha edad (Khan y cols., 2006; Shimamoto y cols., 2014). En los
afos posteriores y hasta la reciente actualizacion de la guia en el afio 2015, contindan
recomendando a los B-bloqueantes como farmacos de primera linea en pacientes
menores de 60 afios (Koule y cols.,, 2015). La misma postura mantiene la guia
canadiense de HTA del afo 2018 (Nerenberg y cols., 2018). Por ultimo, cabe destacar
que existe absoluto consenso entre las guias acerca del empleo de B-bloqueantes en
HTA ante la presencia de insuficiencia cardiaca con deterioro de la funcion sistdlica y/o
enfermedad coronaria. A pesar de toda la problematica actual, este grupo
farmacolégico continta siendo ampliamente utilizado y prescripto en todo el mundo.
En Argentina, la publicacion en el afio 2017 del registro RENATA-2 comunico que
unicamente el 20% de los individuos hipertensos tratados recibia B-bloqueantes
mientras que 42% empleaba IECA y 35% ARA-Il. Sin embargo, la terapia con B-
bloqueantes fue superior a la proporcidon de pacientes que utilizaba antagonistas
célcicos (13%) y diuréticos (11%) (Delucchi y cols., 2017).

En los estudios clinicos, el nivel de PA alcanzado luego de la terapia con B-
bloqueantes no difiere del resto de los antihipertensivos, sugiriendo que la inferioridad
de la clase resulta independiente del control tensional. Una de las principales criticas a
los ensayos aleatorizados es que la mayoria se ha limitado a la evaluacion de los B-
bloqueantes vasoconstrictores tradicionales, particularmente el atenolol (Mann,
2017). La corta duracion de accion por parte del atenolol también ha sido postulada
como un factor contribuyente a su menor proteccidon cardiovascular. Por lo tanto,
resulta incierto si estos resultados adversos se presentan Unicamente en el atenolol o

si pueden extrapolarse al resto de los farmacos de la clase (Mann, 2017).
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Desafortunadamente, no existe evidencia similar derivada de ensayos clinicos en B-
bloqueantes mas recientes y con efecto vasodilatador, como el carvedilol o el
nebivolol, los que ademas tienen menos riesgo de desarrollo de diabetes comparados

con los clasicos betabloqueantes (Bravo y col., 2015).

Bloqueantes  adrenérgicos: diferencias entre segunda y tercera

generacion

Como grupo, los B-bloqueantes se caracterizan por bloquear de manera
competitiva y reversible el sitio de unién de las catecolaminas de los receptores B
adrenérgicos. La inhibicion competitiva tiene impacto en la practica clinica dado que el
incremento en la actividad simpatica o el uso de agonistas B adrenérgicos puede
revertir o modificar el efecto. Es por ello por lo que también se considera que sus
efectos son mas pronunciados cuando el tono simpatico es elevado. Los B-bloqueantes
representan un amplio grupo farmacoldgico con caracteristicas heterogéneas en
términos de selectividad PB;-adrenérgica, actividad simpaticomimética intrinseca,
liposolubilidad, absorcién gastrointestinal, vida media, metabolismo hepatico de
primer paso, union a proteinas plasmaticas, penetracidon en el sistema nervioso
central, concentracion en el tejido cardiaco, velocidad de biotransformacion hepatica,
aclaramiento renal del farmaco y/o metabolitos, efectos sobre el metabolismo de
hidratos de carbono, lipidos e insulinorresistencia y propiedades vasodilatadoras,
entre otros (Elliott y col.,, 2011; Fergus y cols., 2015; Ripley y col.,, 2014). Tal
heterogeneidad hace que estos agentes puedan clasificarse en 3 generaciones bien
diferenciadas: los de primera generacion (propranolol, sotalol, timolol) que ejercen un
bloqueo B: vy B> adrenérgico no selectivo, los de segunda generacion (atenolol,
metoprolol) que presentan una selectividad B; mayor vy los de tercera generacion que
presentan propiedades vasodilatadoras y que pueden ser altamente cardioselectivos
(nebiveolal) o no cardioselectivos (carvedilol, labetalol) (Wiysonge y cols., 2017).
Aunque algunos autores postulan que estas diferencias farmacologicas no son
relevantes en la practica clinica, varios ensayos han demostrado la importancia de las

diversas caracteristicas de B-bloqueantes especificos (Elliott y col., 2011).
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El atenolol es un B-bloqueante de segunda generacion que presenta una
afinidad por el receptor B; alrededor de 10 veces mayor respecto al adrenoceptor B,
motivo por el cual, aunque a dosis terapéuticas posee cierta cardioselectividad, la
misma se pierde con la administracion de altas dosis (Pires de Abreu y cols., 2002). El
atenolol es un compuesto hidrofilico y si bien se absorbe de maneraincompleta por via
oral (40%), sufre escasc metabolismo de primer paso, por lo que sus niveles
plasmaticos presentan baja variabilidad interindividual. Se elimina por via renal por lo
que debe reducirse la dosis en pacientes con insuficiencia renal (Ripley y col., 2014).
Aunque el atenolol disminuye significativamente la PA braquial, diversos estudios
clinicos han evidenciado que presenta nula eficacia para reducir Ia PA central e incluso
podria aumentarla (Ripley y col., 2014; DiNicolantonio y col., 2012). El atenolol carece
de propiedades pleiotropicas y efecto antioxidante o antiinflamatorio (DiNicolantonio
y col.,, 2012). Adems3s, es un farmaco que produce alteraciones en el metabolismo de
lipidos e hidratos de carbono, tanto por causas hemodinamicas como metabdlicas,
acciones que son atribuidos a la generacion de vasoconstriccion periférica. Dicho
incremento de la resistencia vascular disminuye la llegada y la captacion de glucosa por
parte de las células del musculo esquelético, situacidon que estaria implicada en la
alteracion del metabolismo de hidratos de carbono, insulinorresistencia y diabetes de
nuevo inicio (DiNicolantonio y col., 2012). Sumado a ello, los B-bloqueantes reducen la
secrecién pancredtica de insulina, la utilizacion periférica de glucosa, favorecen el
aumento de peso y estimulan la glucogenolisis. En el tejido adiposo, la activacion de
los receptores Bz adrenérgicos esta implicada en la oxidacién de acidos grasos, la
lipdlisis y la termogénesis. Mientras que los farmacos tradicionales bloguean los
receptores B, adrenérgicos, se encuentra ampliamente establecido que el nebivolol
actia como agonista (Cannavo y col., 2017). Ademas, los B-bloqueantes clasicos
disminuyen la actividad de la lipoproteinlipasa reduciendo el aclaramiento de
triglicéridos.

A diferencia del atenolol, los B-bloqueantes vasodilatadores, como el
carvedilol y el nebivolol, reducen la PA central, mantienen un perfil metabdlico neutral
y presentan numerosos efectos pleiotropicos independientes de su bloqueo B
adrenérgico (Ripley y col.,, 2014; Vanhoutte y col.,, 2013). El nebivolol es un B-

bloqueante de tercera generacién altamente cardioselectivo (nebivolol: pKi RBi:

w w ‘ Capitulo: INTRODUCCION



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SU IMPACTO SOBRE EL DARO
DE ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

8,20+0,12, atenolol pKi RBi: 5,94+0,06) que ejerce un efecto vasodilatador por
activacion de la enzima NOS a través de su agonismo sobre los receptores Bs
adrenérgicos (Fongemie y col., 2015; Lowe y cols., 2002; Maack y cols., 2001). Los
efectos pleiotropicos del nebivolol incluyen la facilitacion de los procesos de
reparacion tisular y de la angiogénesis por su accion a nivel de la transcripcion inversa
en la respuesta inmunomediada por linfocitos T, el efecto antioxidante directo por
uniéon y neutralizacion de especies reactivas de oxigeno, el aumento de la
biodisponibilidad del NO por inhibicion del compuesto enddgeno dimetilarginina
asimétrica (ADMA, por sus siglas en inglés), la modulacion de la actividad enzimatica
de NADPH oxidasa y la disminucion de la concentracién de calcio intracelular de
cardiomiocitos via receptor B3 adrenérgico, entre otros (Vanhoutte y col., 2013).

Por su parte, el carvedilol es un bloqueante de los receptores By, B; v a1 con
regulacion a la alta (up-regulation) de receptores muscarinicos M2 (Xu y cols., 2006). A
nivel preclinico se encuentran ampliamente descriptos diversos efectos pleiotropicos,
tales como la regulacion citosélica y mitocondrial del calcio, la accion antiinflamatoria
por sus efectos sobre numerosas citoquinas, la disminucion del infiltrado inflamatorio,
la reduccién de la migracion de células musculares lisas y el efecto antiapoptdtico. Al
igual que el nebivolol, presenta accion antioxidante directa por union y neutralizacion
de especies reactivas de oxigeno e indirecta por modulacion de la actividad enzimatica
de la NADPH oxidasa. También aumenta la biodisponibilidad del NO por su efecto
inhibidor sobre ADMA (Vanhoutte, 2013). Las acciones pleiotropicas del carvedilol
contribuyen consistentemente en la proteccion del dafio de organo blanco y estarian
implicadas en la reduccién del remodelado vascular y cardiaco evidenciados por los B-
bloqueantes vasodilatadores carvedilol y nebivolol (Figura 2) (Ripley y col., 2014;
Vanhoutte y col,, 2013). En un meta-analisis publicado recientemente, comparando
distintos B-bloqueantes (carvedilol, atenolol, metoprolol, bisoprolol y nebivolol), el
carvedilol demostré ser capaz de lograr una mayor reduccion de la mortalidad de
pacientes con insuficiencia cardiaca sistdlica (DiNicolantonio y cols., 2013). Asi, el
carvedilol es el B-blogueante que posee el mas alto respaldo cientifico que abala su
uso en pacientes con HTA asociada a insuficiencia cardiaca o disfuncién ventricular

izquierda.
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Figura 2. Efectos pleitropicos del carvedilol y nebivolol en el tejido cardiaco y vascular.
Las flechas verdes indican inhibicién y las flechas rojas estimulacion.

Nebivolol Nebivolol Nebhivolol
Carvedilol :

Vasodilatacion

vascular

Endotelio y misculo liso vascular Cardiomiocito

Adaptado de Vanhoutte y col., 2013.

ADMA: dimetil arginina asimétrica; Ba-AR: receptor Bs-adrenérgico; eNOS: 6xido nitrico
sintasa endotelial L-Arg: L-arginina NO: oxido nitrico nNOS: éxido nitrico sintasa
neuronal; NOX: NADPH oxidasa

Los B-bloqueantes de accidn vasodilatadora, como el carvedilol y el nebivolol,
han demostrado una mejor tolerabilidad y menor incidencia de efectos adversos en
comparacion con los clasicos, principalmente a nivel metabdlico (Tabla 5). Los efectos
metabdlicos de los B-bloqueantes estan, en gran parte, relacionados a su selectividad y
a la accion vasodilatadora o a mediada. Asi, los farmacos mas selectivos vy
vasodilatadores, independientemente de su mecanismo, son los que menos efectos
metabdlicos deletéreos produzcan e incluso, en algunos casos, han mostrado acciones
beneficiosas (Fergus y cols., 2015). A modo de ejemplo, un estudio clinico llevado a
cabo por Giugliano y colaboradores (1997) demostro, sobre un total de 45 pacientes
hipertensos y con diabetes tipo 2, que aquellos que habian sido tratados durante 24
semanas con carvedilol experimentaron una reduccion de la glucemia e insulina
plasmatica a diferencia del atenolol que aumentd dichas determinaciones, pese a
reducciones similares de PA. El grupo tratado con el B-bloqueante vasodilatador
también mostrd menores niveles de triglicéridos y peroxidacion lipidica y mayor
colesterol HDL. De manera similar, |la administracion de metoprolol 100 mg por dia
durante 12 semanas a pacientes con sindrome metabdlico disminuye la sensibilidad a
la insulina y eleva el estrés oxidativo mientras que el nebivolol carece de dichos

efectos metabdlicos deletéreos (Ayers y cols., 2012). Por otro lado, varios ensayos
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clinicos han establecido que los B-bloqueantes de tercera generacion reducen la PA
central. En un analisis retrospectivo, que incluyé 328 pacientes con idéntico nivel de
PA periférica, el grupo tratado con atenclol presentd mayor valor de PA central y
menor amplificacion de la onda de pulso a comparacién de carvedilol y nebivolol
(Williams y cols., 2009). En dosis necesarias para alcanzar una reduccion similar de la
PA periférica, el nebivolol ha demostrado lograr niveles significativamente menores de
tension arterial central a comparacion del atenolol o metoprolol (Dhakam y cols.,
2008; Kampus y cols., 2011). En la Tabla 5 se comparan cualitativamente los efectos
farmacolégicos mas relevantes de B-bloqueantes tradicionales, vasodilatadores y otros

grupos de antihipertensivos.

Tabla 5. Comparacion cualitativa de algunos efectos farmacologicos de B-bloqueantes
tradicionales, vasodilatadores y otros grupos de antihipertensivos

Droga  B-bloqueantes B-bloqueantes Antagonistas IECA o Diuréticos

Ideal tradicionales vasodilatadores calcicos DHP  ARA-II tiazidicos
PA Periférica J J NE Jr Js J
PA Central J 1 7 J &o &
Resistencia
Vascular J ™ Np J J NP
Periférica
Gasto
, < J A4 S 4 4
cardiaco
Frecuencia .
cardiaca o v \]/ T &2 &
Activacion
del SNS J N/ N i i N/ i &
Activacion
del SRA N7 N N2 ™ J N
Triglicéridos 4> 964 ™ & & o T
Glucemia &b P & &~ & ™

M :aumenta, J/: disminuye <=: no se modifica
DHP: Dihidropiridinicos SNS: sistema nervioso simpatico SRA: sistema renina
angiotensina. Adaptado de Fares y cols., 2012; Kostapanos y cols., 2016.

Modelos animales de hipertension arterial

El desarrollo de animales hipertensos ha sido esencial para comprender y
estudiar la fisiopatologia de la HTA. Teniendo en cuenta que la etiologia de la
hipertension puede ser multifactorial, el uso de modelos experimentales proporciona

amplia informacion sobre muchos aspectos de la enfermedad, incluyendo su
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fisiopatologia, complicaciones y tratamiento. Ademas, al existir numerosas sustancias
endogenas implicadas en el control de la PA resulta indispensable la utilizacion de
distintos modelos experimentales para determinar la importancia relativa de los
diferentes sistemas neurohumorales en su desarrollo y mantenimiento. Asi, existen
multiples modelos con hipertension inducida mediante cirugia, dieta especifica o
administracion de diversas sustancias quimicas. También existen animales que generan
una elevacién espontanea de la PA sin la necesidad de ninglin tipo de intervencion, la
cual puede ser dependiente del fenotipo, cuando las variaciones naturales surgen y se
mantienen por endocria, o del genotipo cuando existe manipulacion genética de la
expresion de genes (Dornas y col., 2011).

Los distintos modelos experimentales comparten numerosas caracteristicas
con la HTA humana motivo por el cual permiten la evaluacion de todos aquellos
factores responsables del desarrollo, mantenimiento y respuesta farmacoldgica de la
hipertension esencial. El modelo genético de HTA mas ampliamente utilizado es el de
ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Las SHR fueron selectivamente endocriadas
para desarrollar altos valores de PA sin la necesidad de intervencion alguna en el afio
1963 en la ciudad de Kyoto, Japén (Okamoto y col., 1963). Sin embargo, los factores
ambientales también afectan la elevacidon de la PA (Dornas y col., 2011). En las
primeras etapas de la hipertension, las ratas SHR presentan un aumento del gasto
cardiaco con una resistencia periférica total normal y un incremento de la actividad
simpatica. A medida que el animal crece y se desarrolla, el estado hipertensivo
progresa, el gasto cardiaco regresa a los valores normales y los vasos sanguineos
hipertrofiades producen un aumento en la resistencia periférica total (Dornas y col.,
2011). En las ratas SHR, la PA sistdlica comienza a elevarse a partir de las 4 a 6 semanas
de edad y alcanza valores de aproximadamente 180-200 mmHg a las 12 semanas. La
PA se eleva aproximadamente 33% en relacidn a las ratas Wistar Kyoto normotensas,
cuyo valor de tension arterial a los 3 meses de edad ronda los 115-130 mmHg (Zicha y
col., 1999). El modelo de SHR presenta una hiperactividad del sistema nervioso
simpatico central y periférico que desempefia un rol esencial en el desarrollo vy
mantenimiento del estado hipertensivo en el humano (lriuchijima, 1973).
Fisiopatoldgicamente, también se caracteriza por la presencia de disfuncion endotelial,

aumento del estrés oxidativo, disminucion de la biodisponibilidad del NO e incremento
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de factores vasoconstrictores (Crabos y cols., 1997). Con el avance de la HTA, la
elevacion sostenida de la PA favorece el desarrollo progresivo de dafio de drgano
blanco y comienza a evidenciarse alteraciones estructurales cardiacas, dafio renal y
remodelado vascular progresivo con aumento en el espesor de la tinica media y
cambios en la composicion de la matriz extracelular (Dornas y col.,, 2011). La
importancia de este modelo radica en su similitud con la fisiopatologia de la
hipertensidon esencial en el humano (Dornas y col., 2011).

El estudio de |a relajacion endotelial empleando inhibidores de la enzima NOS
ha permitido demostrar que la sintesis de NO juega un papel central en el efecto
vasodilatador dependiente del endotelio (Moncada y cols., 1991). Asi, la
administracion aguda de inhibidores de la NOS produce un marcado asenso de la PA
acompanado de reduccion de la FC, disminucion del gasto cardiaco y aumento de la
resistencia periférica total (Gouédard y cols,, 1996). El NO ademas resulta un factor
importante en el control de la fluctuacion de la PA (Persson, 1996). Un estudio
preclinico realizado en perros consientes evidencié que la inhibicion de la sintesis de
NO incremento la VPA alo largo de 24 horas (Persson y cols., 1992). El NO también ha
demostrado su amplia capacidad para atenuar la oscilacion de la PA en ratas
(Gouédard vy cols., 1996). La administracion oral cronica del inhibidor de la NOS, éster
metilico de N-Nitro-L-arginina (L-NAME), genera hipertension persistente asociada a
un desbalance entre los factores vasodilatadores y vasoconstrictores que madifican la
homeostasis vascular. De esta manera, el tratamiento a largo plazo con L-NAME
genera aumento del estrés oxidativo, elevacion de citoquinas proinflamatorias,
sobreactivacién del sistema nervioso simpdtico y del SRA, cambios estructurales y
funcionales en los vasos sanguineos y el corazon y lesion renal caracterizada por
glomeruloesclerosis, isquemia glomerular e infiltracion intersticial en el rifidn (Doggrell
y col., 1998; Dornas y col., 2011; Miguel-Carrasco y cols., 2008). Cabe destacar que, en
relaciéon a las anomalias cardiacas, el nivel de hipertrofia en este modelo es
relativamente menor en comparacion con otros modelos con niveles de PA similares

(Dornasy col., 2011).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis principal es que el tratamiento oral y cronico con B-bloqueantes
vasodilatadores induciria una mayor atenuacion de la PA central y de la VPA con
respecto al bloqueante B-adrenérgico atenolol y de manera equiparable a la
amlodipina. Como consecuencia directa del mayor control de dichos factores de riesgo
de indole cardiovascular, carvedilol y nebivolol producirian una proteccion superior del
dafio de drgano blanco a nivel del ventriculo izquierdo y de la aorta tordcica en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) e hipertensas por la administracion de L-NAME en
comparacion con el atenolol. Finalmente, el presente trabajo postula que la
prevencion del dafio de organo blanco ejercida por los B-bloqueantes de tercera
generacion es, en parte, independiente del efecto antihipertensivo.

En la presente tesis doctoral se propone estudiar los efectos de la
administracion cronica de los B-bloqueantes atenolol, carvedilol y nebivolol o el
bloqueante calcico amlodipina sobre la PA central, la VPA de corto plazo y su impacto
sobre el dafio de organo blanco a nivel del ventriculo izquierdo y la aorta toracica en
ratas SHR e hipertensas por la administracion de L-NAME.

De acuerdo a la hipdtesis planteada, los objetivos especificos de la presente

tesis son:

» Comparar el efecto de la administracion oral durante 2 meses de nebivolol (30
mg/kg/dia), carvedilol (30 mg/kg/dia), atenolol (90 mg/kg/dia), amlodipina (10
mg/kg/dia) o vehiculo sobre la PAS y su variabilidad de corto y mediano plazo
mediante la medicién de la PA indirecta en los modelos experimentales bajo

estudio.

» Comparar el efecto de la administracion oral durante 2 meses de nebivolol (30
mg/kg/dia), carvedilol (30 mg/kg/dia), atenolol (90 mg/kg/dia), amlodipina (10
mg/kg/dia) o vehiculo sobre la PAS central, frecuencia cardiacay variabilidad de
la PA de corto plazo y latido-a-latido mediante la medicion de la PA directa,

continua y carotidea en los modelos experimentales bajo estudio.

» Elucidar el mecanismo de accion cronico del nebivolol, carvedilol, atenolol y

amlodipina a través del analisis espectral del registro de la PA v el efecto de los

w ‘ Capitulo: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Xo)



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SU IMPACTO SOBRE EL DARO
DE ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

Y{Y

‘s‘

Y!Y

diferentes farmacos sobre la variabilidad de la PA latido-a-latido en distintos

dominios de frecuencia.

Estudiar el efecto de |la administracion a largo plazo de carvedilol, nebivolol,
atenolol y amlodipina sobre marcadores morfologicos de dano de organo
blanco tales como indice de masa ventricular izquierda, area promedio de
cardiomiocitos, ecocardiografia y espesor de la tunica media aortica en los

modelos experimentales bajo estudio.

Estudiar el efecto de |la administracion a largo plazo de carvedilol, nebivolol,
atenolol y amlodipina sobre marcadores bioquimicos de fibrosis e inflamacidn

en los modelos experimentales bajo estudio.

Evaluar el efecto de la administracidon a largo plazo de carvedilol, nebivolol,
atenolol y amlodipina sobre marcadores histoldgicos de dario de érgano blanco
a nivel del ventriculo izquierdo y la aorta toracica en los modelos

experimentales bajo estudio.

Establecer la relacidon existente entre la atenuacion de la PA y la VPA de corto
plazo con la prevencion del dafio de organo blanco en los modelos

experimentales bajo estudio.
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DE ORGAND BLANCO

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Acido acético glacial
Acido clorhidrico

Acido etilen-diamino-tetraacético disédico (EDTA)
Acido etilen-glicol-tetraacético (EGTA)

Acido picrico

Acrilamida/bisacrilamida (29:1)

Albimina sérica bovina
Anticuerpo monoclonal anti B-tubulina

Anticuerpo monoclonal anti gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa

Anticuerpo policlonal de cabra anti IL-6

Anticuerpo policlonal de cabra anti TGB-B;

Anticuerpo policlonal de cabra anti TNF-a

Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo
conjugado con la peroxidasa de rabano

Amlodipina

Atenolol

Azul de bromofenal
Azul de Coomassie

Balsamo de Canada
Carbonato de sodio

Carboximetilcelulosa sodica

Sintorgan, Argentina
Sintorgan, Argentina

Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Biorad, EE. UU,

Sigma-Aldrich, EE. UU.

Amersham, GE Healthcare
Life Science, Suecia

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EE. UU.

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EE. UU.

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EE. UU.

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EE. UU.

Amersham, GE Healthcare
Life Science, Suecia

Droguerias Saporiti,
Argentina

Droguerias Saporiti,
Argentina

Sigma-Aldrich, EE. UU.
Biorad, EE. UU.
Biopack, Argentina
Anedra, Argentina

Sigma-Aldrich, EE. UU.
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Carvedilol

Cloruro de calcio
Cloruro de potasio
Cloruro de sodio

Cloruro de Zinc

Cocktail de inhibidores de proteasa

D-a-tocoferilpolietilenglicol succinato 1000

Desoxicolato de sodio
Dodecil sulfato de sodio
Eosina Y

Etanol (1002, 959, 709)
Floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
Floruro de sodio

Folin (reactivo de)
Formaldehido

Fosfato acido de sodio
Fosfato de sodio

Fosfato diacido de potasio
Gelatina porcina

Glicerol

Glicina

Hematoxilina de Mayer

Hidroxido de sodio
Ketamina

Leche en polvo descremada

Droguerias Saporiti,
Argentina

Anedra, Argentina
Anedra, Argentina
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU

Thermo Scientific,
Rockford, EE. UU

Eastman Chemical

Company, Tennessee, EE.

Uu.

Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.

Sigma-Aldrich, EE. UU.

Sintorgan, Argentina
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Biorad, EE. UU.

J.T. Baker Inc., EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU

Promega, EE. UU.

Sigma-Aldrich, EE. UU.

Sigma-Aldrich, EE. UU.
Anedra, Argentina

Holliday Scott S.A.,
Argentina

Nestlé, Suiza.
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N“-Nitro-L-arginina metil éster clorhidrato (L-
NAME)

Marcador de peso molecular Full Range Rainbow

Marcador de peso molecular Kaleidoscope
Prestained Protein Standards

Membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)

Metanol

B-Mercaptoetanol
Nebivolol

Paraformaldehido
Persulfato de amonio
Pervanadato de sodio
Placas autoradiograficas
Propilenglicol

Rojo de Ponceau

Sirius red F3B
Sistema de deteccion Amersham ECL-Plus

Sulfato de cobre pentahidratado

Tartato de sodio

N,N,N’,N -tetrametilendiamina (TEMED)
tris(hidroximetil)aminometano (Tris-base)
tris(hidroximetil)aminometano HCL (Tris-HCL)
Tritdn X-100

Tween 20
Xilazina

Xileno

Sigma-Aldrich, EE. UU.

Amersham, GE Healthcare
Life Science, Suecia

Biorad, EE. UU,

Amersham, GE Healthcare
Life Science, Suecia

Sintorgan, Argentina
Sigma-Aldrich, EE. UU.

Laboratorio Raffo,
Argentina

Biopack, Argentina
Promega, EE. UU,
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Kodak, EE. UU.
Biopack, Argentina
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.

Amersham, GE Healthcare
Life Science, Suecia

Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Fisher Scientific, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.
Sigma-Aldrich, EE. UU.

Kensol Kénig S.A.,
Argentina

Sintorgan, Argentina
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Modelos animales
Se utilizaron dos modelos animales de hipertension arterial:

» Ratas SHR macho.

» Ratas hipertensas por la administracién oral y crénica de L-NAME macho.

El modelo experimental de hipertensidn genética fue implementado mediante
el uso de ratas SHR (edad: 3 meses, peso corporal: 200 gramos) y animales
normotensos Wistar Kyoto (WKY, edad: 3 meses, peso corporal: 200-250 gramos)
endocriados en el bioterio de la catedra de Farmacologia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA.

Para el desarrollo del modelo de hipertension inducida por L-NAME se
utilizaron ratas Wistar (edad: 3 meses, peso corporal: 200-250 gramos), que recibieron
solucién de L-NAME 0,3 mg/ml (30 mg/kg/dia) en el agua de bebida ad libitum durante
las ocho semanas de tratamiento. Los animales Wistar del grupo control normotenso
bebieron agua corriente durante ocho semanas.

Durante todo el desarrollo experimental, los animales se mantuvieron en
jaulas adecuadamente acondicionadas, con un maximo de 4 ejemplares, ubicadas en
un sitio de acceso limitado con adecuada recirculacidon de aire y a temperatura
controlada de 22+2°C y con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad, Todos los animales
fueron alimentados con alimento estandar para roedores (Asociacion Cooperativas
Argentinas, Buenos Aires, Argentina), conteniendo: 20% de proteinas, 3% de grasas,

2% de fibras, 6% de minerales, 69% de almiddn y suplementos vitaminicos.

Preparacion de las formulaciones de las drogas evaluadas

Con el objetivo de asegurar que todos los animales estudiados reciban
exactamente la dosis necesaria y que no existan diferencias entre ellos respecto a la
cantidad de droga ingerida, se desarrollaron formulaciones liquidas de cada uno de los

farmacos estudiados para su administracion oral por sonda gastrica o trocar.
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Tanto el carvedilol como el nebivolol presentan escasa solubilidad en agua y
para su adecuada solubilizacion se utilizd un medio que ademas de los farmacos en
una concentracion de 0,5% p/v, contenia 10% p/v de succinato de D-a-
tocoferilpolietilenglicol 1000 (TPGS), 40% v/v de propilenglicol y agua purificada en
cantidad suficiente. La amlodipina, aunque presenta una solubilidad acuosa mayor que
los B-blogueantes de tercera generacion, se disolvio en TPGS al 5% p/v como
adyuvante para lograr la concentraciéon deseada (0,5% p/v). En cambio, para la
administracion de atenolol se desarrollé una suspension oral de 30 mg/mL en una
solucion de carboximetilcelulosasodica al 0,5% p/v. El vehiculo se compuso de una
solucion de base acuosa con 10% p/v de TPGS, 40% v/v de propilenglicol y 0,5% p/v de

carboximetilcelulosa sddica.

Diseio experimental

Los animales fueron tratados durante 8 semanas con atenolol 90 mg/kg/dia,
carvedilol 30 mg/kg/dia, nebivolol 30 mg/kg/dia, amlodipina 10 mg/kg/dia o vehiculo
(Figura 3 y Figura 4), Los farmacos y el vehiculo fueron administrados diariamente por
via oral, como se menciono anteriormente mediante el empleo de trocar. Para corregir
la dosis en funcion del peso corporal a medida que la edad de los animales avanzaba,
se determind semanalmente el peso promedio por grupo experimental y en funcidon de
ello se corrigid el volumen de administracion de solucién o suspension de cada

farmaco.

Con el fin de evitar una elevada disminucion de la PA y de esta manera no
sesgar el efecto de la VPA sobre el dafio de drgano blanco se emplearon dosis
relativamente bajas de las drogas en estudio (Li y cols., 2006; Ohlstein y cols., 1994;

Varagicy cols., 2012).
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Figura 3. Disefio experimental para el modelo de animales genéticamente hipertensos.
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Figura 4. Disefio experimental para modelo de animales hipertensos por la
administracion cronica de L-NAME (30 mg/kg/dia) en el agua de bebida.
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Determinacion indirecta de la presion arterial

Durante las ultimas 2 semanas de tratamiento, se evalud la PAS en animales
despiertos a partir del metodo indirecto pletismografico utilizando un
esfingomandémetro en la cola de la rata y un micréfono conectado a un amplificador
Grass D.C. (modelo 7DAC, Grass Instruments Co. Quincy, MA, EE. UU.) acoplado a un
poligrafo (modelo 79D, Grass Instruments Co. Quincy, MA, EE. UU.) (Figura 5). Las ratas
fueron entrenadas al método no invasivo de tail-cuff 3 veces a la semana durante las 2
semanas previas a las determinaciones finales y bajo las mismas condiciones
experimentales, pero donde Unicamente se realizaba la inflacion-deflacion del
manguito de presion, sin registrar los valores de PAS. Primero, para su aclimatacion, las
ratas fueron acondicionadas en una habitacidn silenciosa durante 60 minutos. Luego,

uno a uno, los animales fueron colocados sobre una almohada térmica a 372C dentro
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de un restrainer de acrilico con el esfingomandmetro y el microfono colocados sobre |a
cola. Después de 3 minutos de calor centralizado en la arteria caudal de la cola del
animal para lograr una adecuada vasodilatacion y la obtencién de pulso arterial, se
registro el valor de la PAS como el promedio de seis mediciones realizadas durante un
periodo de 10 minutos. Se descartaron las medidas consideradas aberrantes por
movimientos del animal o artefactos. Ademas, la medicion se realizo consistentemente
en el mismo horario, iniciando a las 13 horas, con el fin de evitar las interferencias del
ritmo circadiano de la PA sobre los valores obtenidos. Por ultimo, se determind el DE
intradia de la PAS, a partir del DE de las seis mediciones consecutivas de la PAS para
cada animal dentro mismo dia y el DE entredia de la PAS, calculado como el DE del
valor promedio de PAS diaria obtenida cada uno de los dias en los que se realizo el

experimento.

La evaluacion de la PAS y su fluctuacién intra y entredia se realizo en funcidn de
las “Recomendaciones para la determinacién de la presion arterial en animales de
experimentacion” del Subcommittee of Professional and Public Education de American
Heart Association Council on High Blood Pressure Research; el cual establece la
determinacién de la PAS a partir del promedio de 3 a 10 valores en una sesion.
Finalmente, para minimizar la posibilidad de sesgo de los resultados, el experimento se
realizd a '"ciego" con respecto a los grupos experimentales y los animales se

sometieron al ensayo de forma aleatoria (Kurtz y cols., 2005).

Figura 5. Poligrafo empleado para la obtencién indirecta de PAS (izquierda) e imagen
representativa del registro de presion obtenido.
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Ecocardiografia

Con el objetivo de realizar los estudios ecocardiograficos, los animales fueron
anestesiados con una mezcla de ketamina 35 mg/kg y xilazina 5 mg/kg administradas
por via intramuscular. Se les rasurd el torax bajo condiciones asépticas y se colocaron
en una camilla en decubito dorsal. Se obtuvieron imagenes de las 4 camaras del
corazon, utilizando un ecocardidgrafo Acuson Segquoia C512 (Siemens, Berlin,
Alemania) equipado con un transductor lineal de 14-MHz. Se realizaron
ecocardiografias bidimensionales en el eje corto paraesternal para luego obtener
trazados en modo M a nivel de los musculos papilares. Los diametros vy los espesores
de las paredes del VI fueron determinados durante la sistole y la diastole, segin lo
establecido en las “Guias para la cuantificacion del ventriculo izquierdo por
ecocardiografia bidimensional” de la American Society of Echocardiography (Schiller y

cols., 1989).

El didmetro de fin de didstole del VI (DFDVI) fue medido en el momento de
maxima excursion diastolica del ventriculo; mientras que el didmetro de fin de sistole
del VI (DFSVI) fue estimado en el tiempo de mayor excursion sistdlica de la pared
posterior del ventriculo. En las mismas imdgenes, se cuantifico el espesor de la pared
posterior del VI en diastole (EPPVId) y en sistole (EPPVIs) (Figura 6). Para evaluar la
funcion sistdlica del VI se calculd la fraccidon de acortamiento (FA) y la fraccion de

eyeccidn (Fey) de acuerdo a las siguientes formulas:

FA ={DFDVI—DFSVI [ X 100
DFDVI

Fey = DFDVI® — DFSVI® [X 100
DFDVI?

En modo bidimensional y en un corte de 4 camaras se realizd Doppler

transmitral a fin de evaluar la funcion diastdlica del VI. Se calculd el cociente entre la
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onda E (llenado temprano) y la onda A (contraccion auricular) del llenado ventricular

(E/A), y la duracion del tiempo de relajacion isovolumica (IVRT) (Figura 7).

Figura 6. Imagen ecocardiografica representativa obtenida en modo M en la que se
sefalan los diametros del VI en diastole (DFDVI) y en sistole (DFSVI) (trazo verde), los
espesores de pared anterior del VI en diastole (EPAVId) y en sistole (EPAVIs) (trazo
rojo) y de la pared posterior de la misma camara (EPPVId y EPPVIs).
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Figura 7. Imagen ecocardiografica representativa obtenida con ecodoppler, en la que
se observa la determinacion de las velocidades de llenado ventricular E y A. En el
cuadrante superior se ejemplifica el patron de llenado normal, mientras que en el
inferior esta representado el llenado anormal del VI.

Determinacion directa de la presion arterial

Cumplidos los 2 meses de tratamiento, los animales fueron anestesiados
nuevamente con la mezcla ketamina 35 mg/kg v xilazina 5 mg/kg vy canulados en su
arteria cardtida comun izquierda mediante una canula de polietileno con solucidn
salina heparinizada (25 Ul/ml). Con el objetivo de lograr medir la PA en animales en
libre movimiento, la canula se introdujo en el interior de la arteria carotida y se
condujo, por debajo de la piel, hasta su salida en la base del cuello. Las
determinaciones se realizaron en animales despiertos 24 horas después de la
colocacidn de la canula, ya que se ha establecido que un periodo de recuperacion de

24 horas es adecuado para la evaluacion de efectos de los farmacos en ratas
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consientes (Pladys y cols., 2004). Al dia siguiente, los animales se conectaron a un
transductor de presion Spectramed P23XL (Spectramed, Oxnard, CA, EE. UU)),
acoplado a un poligrafo Grass 79D (Grass Instruments, Quincy, MA, EE. UU.) y a un
convertidor digital (Polyview, PVA 1, Grass- Astro Med, West Warwick, Rl EE. UU.)
(Figura 8). De esta manera, se obtuvieron registros continuos de PA durante dos horas
que se analizaron con el software Polyview 2.3 (Astro-Med, West Warwick, RI, EE. UU.)
estimandose la PAS central, la frecuencia cardiaca y la VPA de corto plazo en registros
de presidon de tres minutos a partir del calculo del desvio estandar (DE) de la PA central
y el coeficiente de variacion porcentual de la PA (CV%) de acuerdo con trabajos previos
de nuestro laboratoric y otros autores (Bertera y cols., 2013; Pladys y cols., 2004). Por
ultimo, se analizé la VPA latido-a-latido cardiaco a partir del analisis espectral del
registro de presién arterial utilizando la transformada rapida de Fourier con una
ventana de Hamming (Polyview Astro-Med, West Warwick, RI). Se calcularon las
densidades espectrales en la gama de VLF (0,1-0,2 Hz), LF (0,2 a 0,7 Hz) y HF (0,7-2,5
Hz) (Pladys y cols., 2004). Si bien la variabilidad de LF se ve afectada por la modulacion
simpatica del tono vascular, se utilizé la relacién LF/HF como indice de la actividad
simpatica vascular y VLF/HF como marcador del tono vascular miogénico. Este
procedimiento de normalizacion se empled para minimizar el efecto de los cambios en
los valores absolutos de la variabilidad (Pladys y cols., 2004; Souza y cols., 2008). Es
importante destacar que el cociente LF/HF) constituye hoy en dia un marcador
establecido de la actividad simpatica vascular empleado tanto en estudios preclinicos

como clinicos (Fazan y cols., 2008).
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Figura 8. Imagen representativa de determinacion continua de PA, VPA y FC en
animales en movimiento libre.
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Adaptado de Su, 2006.

Finalizada la determinacidn de los pardmetros hemodindmicos, los animales
fueron sacrificados con guillotina extrayéndose el VI y la aorta toracica para la
evaluacién del dafio de organo blanco. Se tomdé un fragmento de 2,5 cm de longitud de
aorta justo por debajo del cayado adrtico. Se extrajo el corazon, luego se aisld el VI y
posteriormente se limpio con solucion fisiolégica. Como marcador morfoldgico del
dafio de drgano blanco a nivel cardiaco se evalud el indice de masa del ventriculo
izquierdo (IMVI) utilizando una balanza de precision (modelo AR1140, OHAUS, New

Jersey, EE. UU.) (Miao y cols., 2006) mediante la siguiente formula:

IMV!| =_Peso VI (mg)

Peso corporal (g)

La mitad inferior del VI y de la aorta toracica se fijaron en formaldehido al 10%

p/v en buffer fosfato de sodio, pH 7,4 para las posteriores determinaciones
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histoldgicas. El resto del tejido se conservo a -802C para la realizacion de otros estudios

de dario de drgano blanco,

Analisis histopatolégico

Para la evaluacion histopatologica del VI y de la aorta tordcica se realizaron las
tinciones con hematoxilina-eosina (H-E) y Sirius red sobre secciones transversales de
tejido de 4um de espesor. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio
(Olympus CX31, Japdn) acoplado a una cdmara digital (Olympus U-CMA D3, Japén). Las

mediciones se realizaron a ciego y bajo las mismas condiciones de luz.

Tincion con Hematoxilina-Eosina

La hematoxilina es un colorante natural de caracteristicas basicas que tifie
estructuras acidas o basdfilas, como los ntcleos, de color puarpura o violeta.
Contrariamente, la eosina es una tintura acida que se une a componentes basicos
presentes en el espacio intra y extracelular, los cuales adquieren una coloracién rosa-
anaranjada. La tincion con Hematoxilina-Eosina (H-E) continta siendo el método mas
ampliamente utilizado en histologia e histopatologia, ya que permite visualizar
facilmente la organizacion estructural de un tejido, su microanatomia vy sus células
individualizadas con sus nucleos (Torres Gdmezy cols., 2011).

Luego del corte histoldgico del material embebido en parafina utilizando un
micrdtomo rotatorio (Erma LTE 610, Laboratorio Somaco), las secciones transversales
del VI y de la aorta toracica fueron desparafinizadas con xileno y rehidratadas en
distintos grados de alcohol etilico (1002, 952 y 709, respectivamente). Primero, se
colorearon los nucleos por inmersion durante 15 minutos en una solucidn de
hematoxilina de Mayer. Luego, se retird el exceso del colorante con agua y se
diferencié la hematoxilina fijada al tejido con una solucién de alcohol acido (dcido
clorhidrico al 0,5% v/v en etanol 702). Por ultimo, los cortes se sumergieron durante 30
segundos en solucién de trabajo de eosina (250 ml de solucién madre en 750 ml de
etanol 802 y 5 ml de 4cido acético glacial - Solucién madre de eosina: 10 gramos de
Eosina Y en 200 ml de agua destilada y 800 ml de etanol 962) luego se lavaron

rapidamente con agua y fueron deshidratados nuevamente con lavados de etanol de
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709, 952 y 10082, respectivamente. Finalmente, se limpiaron con xileno y se montaron
con Balsamo de Canada. Los preparados tefiidos con H-E se observaron bajo
microscopia optica acoplada a una camara digital con una magnificacion final de 400X
para los VI y de 50X para las aortas.

Para los ventriculos, con la tincién de H-E se calculd el drea (um?) de entre 70 y
80 cardiomiocitos por corte histologico, empleando el software analizador de
imagenes Image Pro-Plus 3.0. Para la cuantificacién del drea de cardiomiocitos se
seleccionaron Unicamente aquellas células de apariencia redonda o rectangular, con
nucleo central y bordes claramente delimitados o que se encontraban rodeadas por un
minimo de 3 vasos sanguineos (Lu y cols., 2016).

Para las aortas, con la tincion de H-E se calcularon los parametros de
morfometria adrtica: espesor de la tunica media (um) y espesor de la media/diametro
de la luz {um/mm). El espesor de la capa media de la arteria aorta, es decir la distancia
desde la lamina elastica interna hasta la lamina eldstica externa, se determinod a partir
de la longitud (um) del perimetro externo (Pexemo) € INterno (Pinterno) Que se midieron
en las secciones de arteria aorta (50X) utilizando el software Imagel (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EE. UU.) y empleando las siguientes formulas

(Pereira LM y cols., 2004)(Figura 9):

Pexterno=TUX 2 Teyterno
Pinteno=TUX 2 lintemo
Espesor de la media= recerno - Mnterno

Para el calculo de la relacion del espesor de la capa media (um) con el didmetro
de la luz (mm), se determind el didametro de la luz a partir de la siguiente ecuacion

(Castro MM y cols., 2008) (Figura 9):

Diametro de la luz adrtica: 2 X interno
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Figura 9. Imagen representativa del calculo de los parametros de morfometria adrtica.
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Tincion con Sirius Red

El Sirius Red es un colorante tipo anidnico que reacciona, bajo la luz visible, a
través de sus grupos sulfénicos con los restos basicos, amino y guanidina, presentes en
las moléculas de colageno tipo | vy lll. Asi, permite evaluar el contenido de colageno
fibrilar en diversos tejidos de animales vertebrados (Junqueira y cols., 1979). En los
preparados coloreados con la técnica de Sirius Red, el colageno se tifie de color rosado
el cual se visualiza sobre un fondo de color amarillo.

Luego del corte histoldgico del material embebido en parafina utilizando un
micrdtomo rotatorio (Erma LTE 610, Laboratorio Somaco), las secciones transversales
del VI y de la aorta toracica fueron desparafinizadas con xileno y rehidratadas en
distintos grados de alcohol etilico (1009, 952 y 709, respectivamente) y solucidon buffer
fosfato de sodio pH 7,4. Luego, fueron refijadas con solucion de paraformaldehido al
10% durante 10 minutos. La coloracion de Picro-sirius Red de los cortes se realizé por
inmersion durante 60 minutos en Sirius Red 0,1% p/v en solucion acuosa saturada de
acido picrico. La contratincion se realizd utilizando hematoxilina de Mayer durante 5

minutos. Los tejidos se lavaron con agua acidificada con acido acético al 5% v/v, se
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deshidrataron nuevamente con lavados de etanol 702, 962 y 1009, respectivamente y
se limpiaron con xileno para luego montarse en un portaobjetos con Balsamo de
Canada.

Los tejidos se observaron con microscopia dptica acoplada a una camara digital
con una magnificacion final de 400X. Para evaluar el depdsito de colageno en el
parénguima ventricular o adrtico se analizaron 10 fotos por corte de cada animal
empleando el software analizador de imagenes Image Pro-Plus 3.0 (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EE. UU.) (Gonzalez y cols., 2014). En la cuantificacion de colageno del
VI se consideraron unicamente aquellas fibras intersticiales mientras que en la aorta
toracica se determind el contenido de fibrosis en la tinica media. Se calculo la fraccidon
de coladgeno intersticial (FCI) a partir de la siguiente formula:

FCI (%) = Area de colageno x 100

Area total

Evaluacion de daio de organo blanco

Preparacion de las muestras de tejido de VI y aorta tordacica para Western Blot

El VI y la aorta toracica fueron homogeneizados en frio, sobre un bafio de hielo,
empleando un homogenizador de tejidos de alta velocidad (PRO200 Homogenizer,
PRO Scientific Inc., Oxford, Connecticut, EE. UU.) en presencia de buffer para
extraccion de proteinas conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaCl 150
mM, Trisma-HC| 50 mM, desoxicolato de sodio 1% (v/v), EGTA 1 mM, NaF 1 mM,
floruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, pervanadato de sodio 1 mM) y Cocktail inhibidor
de proteasas, pH 8,0. Para la homogenizacion del VI se emplearon 3 ml de buffer por
cada 1 mg de tejido, mientras que para las aortas se utilizaron 15 pl de buffer por cada
1 mg. Luego de su homogenizacion, los tejidos se incubaron 30 min a 4°C y se
centrifugaron a una velocidad de 10.000 rpm durante 10 min a 49C para descartar
fragmentos y restos celulares. Se separo el pellet del sobrenadante y sobre este (ltimo

se efectuaron las medidas de expresion de proteinas.

Preparacion de las muestras de tejido de VI y aorta tordcica para Zimografia
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El VI y la aorta toracica fueron homogeneizados en frio, sobre un bano de hielo,
empleando un homogenizador de tejidos de alta velocidad (PRO200 Homogenizer,
PRO Scientific Inc., Oxford, Connecticut, EE. UU.) en presencia de buffer de lisis para
zimografia conteniendo iones calcio y zinc, ya que actian como cofactores de las
metaloproteasas (Tris base 50 mM, CaCl; 5 mM, ZnCl; 1 pM, Tritdn X-100 1%, pH 7,4).
Se utilizaron los mismos volumenes de buffer que los descriptos en la preparacion de
los homogenatos para Western Blot. Luego de su homogenizacion, los tejidos se
centrifugaron a una velocidad de 10.000 rpm durante 10 min a 42C para descartar
fragmentos y restos celulares. Se separo el pellet del sobrenadante y sobre este Ultimo

se efectuaron las medidas de actividad gelatinolitica.

Cuantificacion del contenido proteico en la totalidad de las muestras para las
técnicas de Western Blot y Zimografia

El contenido proteico de los scbrenadantes fue determinado a partir del
método descripto por Lowry basado en la reaccion colorimétrica de |las proteinas con
tartato de cobre en medio alcalino y el reactivo de Folin (Lowry y cols., 1951). La
coloracion azul obtenida luego de la reaccion quimica fue cuantificada
espectrofotométricamente utilizando un espectrofotdmetro UV-Vis (Metrolab 325 BD,
Metrolab, Argentina) a una longitud de onda de 625 nm. Se utilizé seroalbumina
bovina como estandar proteico para calibrar el método espectrofotométrico de Lowry.
Los homogenatos fueron conservados a -80°2C, fraccionados en eppendorff
conteniendo 100 pl de suspensidn, hasta la preparacion de las muestras para Western

Blot o zimografia.

Western Blot

La técnica de Western Blot (immunoblotting) fue utilizada para determinar la
expresion de la citoquina profibrética factor de crecimiento transformante B (TGF-B) vy
de los mediadores proinflamatorios interleugquina 6 (IL-€) y factor de necrosis tumoral
o (TNF-a) en homogenatos de VI y de aorta tordcica (Burnette, 1981). Dicha
metodologia constituye un sistema para la deteccién y caracterizacion de proteinas
que se basa en la especificidad de reconocimiento entre antigeno y anticuerpo.

Primero, implica la separacion electroforética por SDS-PAGE vy la posterior
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transferencia irreversible de las proteinas a una membrana. Los antigenos que se han
transferido a la membrana son reconocidos por anticuerpos monoclonales o
policlonales especificos para ellos (Jensen, 2012).

Inicialmente, para la preparacion de las muestras a sembrar, una alicuota del
homogeneizado de VI o aorta toracica en buffer de homogenizacién, se resuspendio en
buffer 6X (buffer Tris-base 375 mM, pH 6,8 conteniendo SDS 12% (p/v), glicerol 50%
(p/v), B-mercaptoetanol 15% (v/v) y azul de bromofenol 0,06% (p/v)) en una relacidon
muestra/ buffer 6X de 6/1. Luego, las muestras se incubaron durante 5 min en bafo
maria a 1002C y se mantuvieron a -202C hasta el momento de las determinaciones.

Alicuotas de muestras conteniendo una masa de 50 pg de proteina se
separaron por electroforesis (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, Hercules, California, EE.
UU.) en geles de poliacrilamida 12% (p/v) en condiciones desnaturalizantes. Se
corrieron simultaneamente estandares de peso molecular Full-Range Rainbow
Molecular Weight Marker (Amersham, GE Healthcare Life Science, Suecia). Luego de la
electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) 0,45 um utilizando una solucién compuesta por Tris 25 mM,
glicina 192 mM y metanol 20% (v/v) en el sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad, Hercules,
California, EE. UU.) en condiciones de voltaje constante (110 V) durante 90 min y sobre
un bano de hielo. Finalizada la transferencia, el procedimiento se corroboro incubando
las membranas durante 30 minutos con una solucién de rojo de Ponceau al 0,4 % (p/Vv)
en acido acético glacial al 1% (v/v) para visualizar las calles y las proteinas
electrotransferidas. Las membranas se bloquearon a temperatura ambiente durante 1
hora en una solucién conteniendo leche descremada 3% (p/v) en buffer fosfato salino
(PBS, Phosphate Buffered Saline, por sus siglas en inglés; Na,HPO, 10mM, KH,PO, 1,76
mM, NaCl 137 mM, KCl 2,7 Mm, pH 7,4) para impedir la union inespecifica de los
anticuerpos a otras proteinas. Posteriormente, las membranas se incubaron durante
toda la noche con el anticuerpo primario correspondiente, diluido en buffer PBS: ratdn
anti-TGFB; (PM=13 kDa), cabra anti-TNFa (PM= 17 kDa), cabra anti-IL6 (PM= 21 kDa),
conejo anti-GAPDH (PM=37 kDa) y conejo anti-Tubulina (PM=52 kDa). A continuacion,
se realizaron 3 ciclos de lavado de las membranas, de 5 minutos cada uno con PBS
conteniendo Tween 20 al 0,1% (v/v) y las mismas se incubaron durante 90 minutos a

temperatura ambiente y bajo agitacién constante, con anticuerpo secundario de cabra
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anti 1gG de conejo, burro anti 1gG de cabra o cabra anti IgG de ratén, todos ellos
conjugados con peroxidasa de rabano picante y en una dilucion 1/5000 en PBS. Las
bandas se revelaron empleando el sistema de deteccidon quimioluminiscente ECL-plus
(Amersham, GE Healthcare Life Science, Suecia) utilizando placas fotograficas (Kodak,
Rochester, Nueva York, EE. UU.).

Por ultimo, las placas de revelado se escanearon y el andlisis densitométrico se
llevd a cabo utilizando el programa Imagel (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, EE. UU.). La cantidad de proteina sembrada se normalizd por el contenido
de GAPDH o PB-tubulina. Los resultados finales se expresaron en unidades
densitométricas arbitrarias relativas a los animales control (Wistar para el grupo

hipertenso por la administracion de L-NAME y WKY para las ratas SHR).

Zimografia

Se utilizé la técnica zimografica para evaluar la actividad de las enzimas
metaloproteasas de matriz MMP-2 y MMP-9. La zimografia en gel es un método en el
cual las enzimas proteoliticas, presentes en una determinada muestra, son separadas
en base a su peso molecular y luego detectadas por su capacidad de digerir un sustrato
especifico (Vandooren y cols., 2013). La técnica consiste en la copolimerizacion del
sustrato de las metaloproteasas, en este caso gelatina, con la acrilamida en un gel de
SDS-PAGE. En la separacion, durante la electroforesis, las metaloproteasas se
desnaturalizan, pero finalizada la misma, el gel se incuba con un buffer en presencia de
cofactores esenciales que le permiten a las enzimas plegarse nuevamente y asi
degradar al sustrato. Las zonas proteoliticas del zimograma se vuelven visibles luego de
su tincion con el colorante Coomassie Blue. La zimografia en gel permite la deteccion
en simultaneo de formas activas y latentes de las gelatinasas (Ricci y cols., 2016).

Para preparar las muestras a sembrar, una alicuota del homogeneizado de VI o
aorta toracica en buffer de homogenizacion, se resuspendio en buffer 5X (Tris-HCl 60
mM, pH 6,8, conteniendo SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v) y azul de bromofenol 0,06%
(p/V)).

Alicuotas de homogenatos conteniendo una masa de 50 pug de proteina se
separaron por electroforesis (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, Hercules, California, EE.

UU.) en gel de poliacrilamida 7,5% (p/v) copclimerizado con gelatina porcina 1% en

(o)} ‘ Capitulo: MATERIALES Y METODQS

o



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SU IMPACTO SOBRE EL DARO
DE ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

condiciones desnaturalizantes y empleando como medio acuoso buffer Tris-Glicina-
SDS, pH 8,3, a una temperatura de 4°C.Se corrieron simultdneamente estandares de
peso molecular Kaleidoscope Prestained Protein Standards (Biorad, Hercules,
California, EE. UU.). Luego de la corrida electroforética, con el objetivo de eliminar el
SDS, los geles se limpiaron con buffer de lavado conteniendo Tris-HCl 50mM vy Triton X-
100 2,5% (v/v), pH 7,5; 3 veces durante 20 minutos y luego con buffer Tris-HCl 50mM
pH 7,4; 3 veces durante 10 minutos. Los geles se incubaron a una temperatura fija de
37°C empleando un bafio termostatico con agitacion (modelo Dubnoff, Vicking S.R.L,
Argentina) durante 18 horas en presencia de buffer de incubacion (Tris-HCl 50mM,
NaCl 0,15M y CaCl, 10mM -como cofactor enzimatico-, pH 7,4). Finalmente, el
revelado del zimograma se realizd a partir de la tincion de los geles con el colorante
azul de Coomssie R250 (0,5% (p/v) en solucion de metanol 30% (v/v) v acido acético
glacial 10% (v/v) en agua bidestilada) y posterior decoloracion con solucidon de metanol
30% (v/v) y acido acetico glacial 10% (v/v) en agua bidestilada. Esta técnica de revelado
expone zonas claras donde el sustrato ha sido degradado sobre un fondo de color azul.
La presencia de Pro-MMP2, MMP-2 y MMP-9 se determind por comparacion de las
bandas gelatinoliticas con el marcador comercial de peso molecular.

Por ultimo, se escanearon los geles y el analisis densitométrico se llevd a cabho
utilizando el programa Scionlmage (Scion Corp, Frederick, Maryland, EE. UU.). Se
cuantifico el area gelatinolitica y la intensidad de las bandas, expresandose en
unidades densitométricas arbitrarias relativas a un estandar interno (MMP de
promielocito U-937), corrido en cada gel, al que se le asignd el valor de 1. Se corrobord
que las bandas gelatinoliticas seleccionadas resultaron especificas porgue
desaparecieron en presencia de EDTA 0,01 M (quelante del Ca**) en el buffer de
incubacidn. Los resultados finales se expresaron en unidades arbitrarias en funciéon de
los animales control, correspondiente a los animales Wistar para el grupo hipertenso

por la administracidon de L-NAME y WKY para las SHR.

Analisis estadistico
La distribucién normal de los datos y las variables del estudio se comprobaron

mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se calcularon la media y la desviacion
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estandar de cada variable para cada grupo de animales y los datos se expresaron como
la media + EEM (error estandar de la media).

La comparacion estadistica entre los diferentes grupos de tratamiento fue
realizada mediante el test estadistico ANOVA de una via y la aplicacion del método de
Tukey como test a posteriori.

Con el objetivo de estudiar la correlacion existente entre datos de PA, VPA y
dafio de 6rgano blanco se empled el coeficiente de correlacion de Pearson, el cual
constituye una medida de la relacion lineal entre dos variables aleatorias cuantitativas
y continuas.

En ambos casos, para el anilisis estadistico de los datos se utilizd el programa
GraphPad Prism versién 6.0 (GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.), Se

considero estadisticamente significativa una diferencia de p<0,05.

Consideraciones éticas

Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con los "Principios de
cuidado de los animales de laboratorio" (publicacion de NIH No. 85-3, Revision de
1985) y fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires (EXP-UBA N°0062949/2015).
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RESULTADOS

RESULTADOS EN RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS

Evaluacion de los efectos hemodindamicos indirectos del tratamiento con

8-bloqueantes o amlodipina

El analisis de la PAS indirecta por el método de tail-cuff establecid que, aungue
el tratamiento con atenolol o amlodipina disminuye de manera significativa el
incremento de la PAS de los animales SHR, solo el bloqueante calcico logro equiparar
su valor hasta el nivel del grupo WKY normotenso. Si bien tanto nebivolol como

carvedilol redujeron la PAS, su efecto no alcanzd |a relevancia estadistica.

Los B-bloqueantes de tercera generacion y la amlodipina resultaron igualmente
eficaces para reducir el DE intradia de la PAS, un pardmetro relacionado con la VPA de
corto plazo (Figura 10). Al estimar la VPA de mediano plazo, a partir del calculo de DE
entredia de la PAS, se observo que las ratas SHR presentan un incremento en dicho
parametro. El nebivolol y la amlodipina disminuyeron el DE entredia de la PAS indirecta
mientras que el carvedilol, aunque mostro cierta tendencia en su reduccion, su efecto
no alcanza la significancia estadistica. El atenolol, en cambio, empeord la estimacion

de laVPA a mediano plazo.
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Figura 10. Presidn arterial sistdlica indirecta (periférica) (A), DE intradia de la presion
arterial sistdlica indirecta (B) y DE entredia de la presion arterial sistdlica indirecta (C)
de ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica con atenolol, carvedilol, nebivolol,
amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. *p<0,05 vs. WKY; bp<0,05 VS,
SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol; dp<0,05 vs. SHR Carvedilol; p<0,05 vs. SHR Nebivolol.
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Evaluacion de los efectos hemodinamicos directos del tratamiento con 8-

bloqueantes o amlodipina

En la evaluacion de la PAS directa, a nivel carotideo, se determino que los
animales SHR presentaron un aumento de la PAS y de la FC. Aunque el atenolol y el
carvedilol redujeron significativamente la PAS central, solamente con la administracion
del B-blogueante nebivolol o el bloqueante calcico amlodipina se logro restablecer los
valores hasta alcanzar el nivel de presion de los animales WKY normotensos. Si bien el
atenolol disminuyé la frecuencia cardiaca, el nebivolol y el carvedilol mostraron un
efecto mas pronunciado, mientras que la amlodipina no evidencid respuesta (Figura

11).
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Figura 11. Presion arterial sistolica directa (central) (A) y frecuencia cardiaca (B) de
ratas WKY y SHR tratadas de manera crénica con atenolol, carvedilol, nebivolol,
amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. *p<0,05 vs. WKY; bp<0,05 VS,
SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol; dp<0,05 vs. SHR Carvedilol.
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Con respecto al analisis de VPA de corto plazo, se observé que, aunque el

atenolol redujo el DE y el CV% de la PA central, su respuesta fue ampliamente
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superada por los B-bloqueantes de tercera generacion y la amlodipina. El nebivolol
mostrd una accion mayor que el atenolol en el calculo del CV%, pero dicha diferencia
no llega a ser estadisticamente significativa. La respuesta de los fdrmacos sobre la VPA
de corto plazo difiere de su efecto sobre la PA, indicando que ambos parametros
resultan acciones hemodinamicas independientes. En este caso, aunque en la
determinacion directa de la PAS el carvedilol presentd un efecto antihipertensivo
similar al atenolol y menor que el nebivolol y la amlodipina, demostrd una reduccion

del DE equiparable al nebivolol y la amlodipina (Figura 12).
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Figura 12. DE de la presion arterial directa (A) y CV% de la presién arterial directa (B)
de ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica con atenolol, carvedilol, nebivolol,
amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. *p<0,05 vs. WKY; bp<0,05 VS,
SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol; dp<0,05 vs. SHR Carvedilol.

A.

71 3
> 6-
T ab
E + b,c
b.c —
Z 44 == = b,c.d
o
s 37
S 2
L
a 1
0 T L] 1 L
WKY SHR SHR SHR SHR SHR
Atenolol Carvedilol Nebivolol Amlodipina
a
44 a,b
- -
é b §1E b.c
.C
o 34 ==
< j—
o
S 2-
Q
©
> 1.
O 1
0 L] L] L] |
WKY SHR SHR SHR SHR SHR

Atenolol Carvedilol Nebivalol Amlodipina

La evaluacion de la VPA latido-a-latido cardiaco a partir del analisis espectral

del registro de PA establecio que los animales SHR manifiestan una elevacion del tono

vascular miogénico, a partir del aumento del cociente VLF/HF, y de la actividad
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simpatica vascular, a partir del incremento en la relacion LF/HF. Aunque el tratamiento
cronico con atenolol no presentd efecto sobre el indice LF/HF, elevé la razén VLF/HF.
Contrariamente a estos resultados, la administracion sostenida de los B-blogueantes
de tercera generacion o la amlodipina normalizé el tono vascular miogénico v la

actividad simpatica vascular (Figura 13).

Figura 13. Cociente VLF/HF (A) y cociente LF/HF (B) de ratas WKY y SHR tratadas de
manera cronica con atenolol, carvedilol, nebivolol, amlodipina o vehiculo. Los datos
indican la media + EEM. 2p<0,05 vs. WKY; ®p<0,05 vs. SHR; p<0,05 vs. SHR Atenolol.
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Comparacion de los efectos hemodindmicos directos e indirectos del

tratamiento con 8-bloqueantes o amlodipina

El efecto antihipertensivo de los agentes empleados difiere si la evaluacion del
nivel de PAS se realiza a nivel central o periférico. En este sentido, aunque el carvedilol
y el nebivolol no redujeron la PAS periférica si presentaron accién antihipertensiva
central. La mayor atenuacion de la VPA de corto plazo evidenciada de manera indirecta
por el nebivolol y el carvedilol respecto del atenolol fue confirmada en el analisis
directo de PA. Si bien el atenolol redujo levemente el DE de la PA central, los B-
bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante calcico mostraron un efecto

superior.

Evaluacion morfométrica y de funcionalidad ventricular cardiaca por

ecocardiografia

Los hallazgos ecocardiograficos revelaron que los animales hipertensos
presentan un aumento en el espesor de la pared anterior y posterior del VI, tanto en la
sistole como en la diastole, respecto de las ratas normotensas, ademas de una
prolongacion del tiempo de relajacion isovolumétrica y una reduccion de la fraccion de
acortamiento (p<0,05). De estos resultados se deduce que este modelo de
hipertension esencial presenta hipertrofia del VI y alteracién de la funcidn sistdlica y

diastdlica cardiaca.

Aunque el atenolol no mostro efecto sobre el espesor de la pared ventricular
izquierda, los B-bloqueantes de tercera generacion y la amlodipina normalizaron el
espesor de la pared anterior en la didstole y el espesor de la pared posterior en la
sistole, pero sdlo el carvedilol y el nebivolol redujeron el espesor de la pared posterior
en la diastole. El carvedilol ademas revirtid el espesor de la pared anterior en la sistole,
siendo el tnico farmaco estudiado que restituy6 completamente la pared del VI.

La administracion cronica de B-bloqueantes o amlodipina no indujo cambios en
la fraccidn de acortamiento o de eyeccion, indicadores de la funcion sistélica del
miocardio. Se observd una disminucion del cociente de velocidades E/A en los
animales SHR. Aunque esta alteracion no llega a ser estadisticamente significativa ni a

invertirse completamente la relacion de las velocidades, podria ser un indicador de la
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existencia de cierta alteracion en el patron de llenado normal del ventriculo durante la
fase diastdlica. El atenolol, el nebivolol y la amlodipina elevaron la relacion de las
velocidades E/A de los animales hipertensos. No se observaron cambios en el didmetro
de fin de diastole y sistole. Por (iltimo, todos los farmacos antihipertensivos evaluados

mejoraron sustancialmente el tiempo de relajacion isovolumétrica (Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros ecocardiograficos de ratas WKY y SHR tratadas de manera crénica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o

vehiculo. Los datos indican la media + EEM.

. S SHR SHR SHR SHR
Parémetro ecocardiografico (n=6) (n=6) Atenolol Carvedilol Nebivolol Amlodipina
} j (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Espesorde ldpared antenior 4 40 s 2,2840,15° 1,93+40,07° 1,58+0,11° 1,8040,05°  1,8040,03"
en diastole (mm)
Espesor de la pared anterior
en sistole 2,31+0,06 2,8340,11° 2,8340,11° 2,0540,08%%F 2,80+0,10° 2,58+0,05
(mm)
Espesor de la pared
posterior en didstole 1,31+0,08 2,1040,11° 2,2040,01° 1,55+0,10" 1,80£0,05°¢  1,98:0,10°
(mm)
Espesor de la pared
posterior en sistole 2,27+0,13 2,7010,037 2,870,047 2,0810,13"°¢ 2,53+0,01"°  2,3510,03"°
(mm)
Tiempo de relajacion 25,3124 39,5¢2,1° 29,0:3,5° 28,3:0,6" 27,020,1° 23,742,3°
isovolumetrica (mseg)
Diametro d{;f::}de diastols 6,95+0,16 6,530,15 6,7740,15 6,7340,40 7,40£0,10 7,6040,30°
Dismetro ?; ::}‘ de sistale 4,14+0,12 4,05:0,16 4,07+0,01 4,5340,32 4,6040,20 4,80+0,25
Fracddn {d;}EVe“m 78,6+1,5 74,443,2 76,143,4 67,4+2,6° 75,342,3 74,8+1,5
0
Fraccién de Acortamient
raccion e{%°}° amiento 40,4+1,4 35,0+1,6 41,7+4,3 34,641,0 37,542,0 36,9+1,3
Relacién de velocidades E/A 2,10+0,09 1,85+0,07 2,44+0,05° 1,89+0,10° 2,95+0,12>%¢ 2 5040,17%¢

®p<0,05 vs. WKY; hp<0.05 vs. SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol; dp<0,05 vs. SHR Carvedilol; “p<0,05 vs. SHR Nebivolol; fp<0,05 vs. SHR amlodipina.
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Efecto sobre la hipertrofia y fibrosis ventricular izquierda

Finalizada la evaluacion de la totalidad de los parametros hemodinamicos, los
animales fueron sacrificados y se determind el peso corporal, el peso del VI y el indice de
masa ventricular izquierda.

La evaluacion macroscdpica de la hipertrofia ventricular mostré la misma tendencia
que los resultados del analisis ecocardiografico ya que los animales hipertensos presentaron
un aumento en el peso del VI y, por ende, del IMVI. Sin embargo, en este caso el tratamiento
créonico con atenolol o amlodipina no evidencié efecto. Los B-blogueantes vasodilatadores
mostraron una reduccion significativa del peso del VI y de su indice de hipertrofia en
comparacion a ratas SHR tratadas con vehiculo, atenclol o amlodipina. No obstante, no
alcanzaron a normalizar completamente dicho pardmetro de evaluacion macroscopica.
Aunque el carvedilol fue la Unica droga que atenud la totalidad de los espesores
ventriculares, determinados ecocardiograficamente, ambos B-bloqueantes de tercera
generacion lograron la mayor reduccién del IMVI. Por altimo, no se observaron cambios en

el peso de los animales debido al tratamiento antihipertensivo (Tabla 7).

Tabla 7. Peso del ventriculo izquierdo, peso del animal y su relacién en ratas WKY y SHR
tratadas de manera crdnica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los
datos indican la media + EEM.

SHR SHR SHR SHR
Parametro {\.:zK;’} {?:2} Atenolol Carvedilol Nebivolol Amlodipina
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Peso del
ventriculo 670,1+ 1056,3+ 1089,6+ 875,2+ 916,53 1059,8+
izquierdo 10,2 28,6° 22,3° 35,070 +9,4%°51 9,3°
(mg)
Pesodel 300012 305414 3095 300+12 308:4 320£10
animal (g)
Indice de
masa a a abc a,bc El
ventricular 2,19+0,10 3,5140,18 3,52+0,02 2,95+0,08%™  2,9840,06%™ 3,31+0,13
izquierda
(mg/g)

®p<0,05 vs. WKY; bp<0,05 vs. SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol; 1'p<0,l.35 vs. SHR Amlodipina.
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Para completar el estudio de la hipertrofia ventricular izquierda evaluada
macroscdpicamente y por ecocardiografia, se determind el efecto de los tratamientos a nivel
microscopio, sobre la morfologia de los cardiomiocitos y la matriz extracelular, mas
especificamente sobre el contenido de colageno intersticial.

La evaluacion histopatoldgica de la fibrosis ventricular a partir de la tincion con sirius
red estableciod la existencia de un incremento en el depésito de colageno de los animales con
hipertensidn genética en relacion a los normotensos. En las imagenes representativas de la
figura 14 puede observarse que el grupo SHR presentan un aumento tanto en el nimero de
fibras como en su grosor en comparacion de los animales WKY. El tratamiento cronico con
atenolol induce una reduccion en el nimero de fibras, pero en las fotografias del
tratamiento con carvedilol, nebivolol o amlodipina se visualiza que el coldgeno fibrilar

aparece mas afinado al igual que en las ratas WKY.

~ ‘ Capitulo: RESULTADOS

S



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SU IMPACTO SOBRE EL DANO DE
ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

Figura 14. Imagenes representativas de los ventriculos izquierdos tefiidos con sirius red de
ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o
vehiculo. Las fotografias se muestran con una escala final de 400X. Barra de escala: 1 um.

El andlisis cuantitativo establecid un incremento de 62% de la FCI en los ventriculos

izquierdos de los animales con hipertension genética. Si bien el atenolol redujo el contenido
de coldgeno intersticial, el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina revirtieron completamente

esta alteracion de la estructura histologica cardiaca. Mas aln, el efecto de los B-blogueantes
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de tercera generacion resultd significativamente superior al B-bloqueante de segunda

generacion atenolol (Figura 15).

Figura 15. Fibrosis ventricular izquierda de ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica con
atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. FCI:
fraccion de colageno intersticial. °p<0,05 vs. WKY; I’p~<0,05 vs. SHR: “p<0,05 vs. SHR Atenolol.

| 1 |
WKY SHR SHR SHR SHR SHR

Atenolol Carvedilol Nebivolol Amlodipina

Con el objetivo de determinar el grado de hipertrofia de los cardicmiocitos se realizd
la tincién con H-E de las secciones transversales de VI, En la figura 16 se muestran las
imagenes representativas de los cortes histoldgicos de VI en donde se visualiza que los
animales SHR presentan un aumento en el area de los cardiomiocitos en relacién a los
animales control normotensos, en donde las células cardiacas aparecen mas pequefias.
Practicamente no se observan cambios en el tamafio celular en la fotografia de los animales
SHR tratados con atenolol mientras que se evidencia cierta reduccion en el area luego de la

terapia crénica con carvedilol, nebivolol o amlodipina (Figura 16).
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Figura 16. Imagenes representativas de los ventriculos izquierdos tefiidos con H-E de ratas
WKY y SHR tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o
vehiculo. Las fotografias se muestran con una escala final de 400X. Barra de escala: 1 um.

El analisis de las fotografias establece que la hipertension genética induce una
duplicacion en el area de los cardiomiocitos (WKY: 350,5 vs. SHR: 653,4; p<0,05) indicando
qgue los mismos se encuentran marcadamente hipertrofiados. Aunque la administracion de
atenolol mostré cierta tendencia en reducir el area de las células cardiacas, su valor no
alcanza la diferencia estadistica respecto de los animales hipertensos. El tratamiento a largo

plazo con los B-bloqueantes vasodilatadores o amlodipina redujo significativamente el drea
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de los cardiomiocitos, logrando una disminucion de tamano de aproximadamente 25% en

relacidon a las ratas SHR (Figura 17).

Figura 17. Area promedio de cardiomiocitos de ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica
con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM,
®p<0,05 vs. WKY: bp<0,05 vs. SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol.
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El analisis microscopico de la morfologia del VI concuerda con los hallazgos
obtenidos a nivel macroscopico. En las ratas SHR, el aumento del IMVI y el espesor de las
paredes del VI determinado ecocardiograficamente coincide con el aumento en el area
promedio de cardiomiocitos y la mayor fibrosis. Aunque el tratamiento crénico con atenolol
no indujo cambios a nivel macroscopico, se observaron pequenas modificaciones en la
microestructura ventricular tanto en el grado de hipertrofia de cardiomiocitos como en el
contenido de colageno intersticial. Para el caso de la amlodipina, la reduccidon en el area de
las células cardiacas y la fibrosis se vio acompafiada por la disminucion en el espesor de la
pared anterior durante la diastole y la pared posterior en la sistole determinadas
ecocardiograficamente pero no modifico el peso neto del VI. Contrariamente, los B-
bloqueantes de tercera generacién normalizaron tanto los pardmetros microscopicos como

macroscépicos de la estructura ventricular cardiaca.

Evaluacion de la morfologia adrtica
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Con el objetivo de evaluar si la administracidn crénica de B-bloqueantes o
amlodipina induce cambios en la morfologia de la arteria aorta de las ratas hipertensas, se
determind el espesor de la capa media, su relacién con el didmetro de |a luz del vaso y el
grado de fibrosis.

En la figura 18 se muestran las imagenes representativas de los cortes histologicos de
aorta tefidos con H-E en donde el nuclec se colorea en tonos violetas y el citoplasma de las
células aparece de color rosado. Esta tincion permite diferenciar facilmente la membrana
elastica interna (primera linea de color oscuro por debajo del subendotelio) y la membrana
elastica externa (ultima linea de mayor intensidad previo al comienzo de la adventicia) que
delimitan la capa muscular media. Los animales con hipertensidon genética presentaron un
aumento en el espesor de la tunica media en relacion a los animales control normotensos.
En los grupos SHR carvedilol, nebivolol v amlodipina se observa un afinamiento de la capa

muscular, que muestra un grosor similar a las ratas WKY tratadas con vehiculo.
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Figura 18. Imagenes representativas de los anillos adrticos tefiidos con H-E de ratas WKY y
SHR tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo.
Las fotografias se muestran con una escala final de 50X. Barra de escala: 200 pm.
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El andlisis cuantitativo de los cortes histologicos establecio que la hipertension
genética de los animales SHR aumento 50% el grosor de la capa media adrtica y elevd la
relacion existente entre el espesor de la media y el didmetro de la luz (p<0,05). Tanto los B-
bloqueantes de tercera generacion como el bloqueante calcico normalizaron el espesor de la
media adrtica y la relacion espesor de la media/diametro de la luz. Sin embargo, en este
ultimo parametro, el andlisis de los datos indica que la amlodipina resulté estadisticamente
superior al nebivolol pero no al carvedilol para reducirlo. El atenolol no evidencid efecto

sobre los parametros morfométricos adrticos (Figura 19).

Figura 19. Espesor de la media adrtica (A) y relacion espesor de la media adrtica/diametro
de la luz (B) de ratas WKY y SHR tratadas de manera crdnica con atenolol, nebivolol,
carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. *p<0,05 vs. WKY;
bp~:0,0l5 vs. SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol; °p<0,05 vs. SHR Nebivolol.
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El analisis histopatolégico de la fibrosis adrtica establece que los animales con
hipertension genética presentan un aumento en el nimero de fibras de colageno a
comparacion de los animales normotensos. Aunque el tratamiento cronico con atenolol
induce una leve disminucion en el nimero de fibras, en las fotografias de los grupos tratados
cronicamente con carvedilol, nebivolol o amlodipina se visualiza un patrén en el contenido

de fibras similar a los animales WKY (Figura 20).
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Figura 20. Imagenes representativas de los cortes transversales de anillos adrticos tefiidos
con sirius red de ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol,
carvedilol, amlodipina o vehiculo. Las fotografias se muestran con una escala final de 400X,
Barra de escala: 1 um.

La cuantificacion de la fibrosis adrtica a partir de la tincion con sirius red establecio la
existencia de un incremento en el depésito de coldgeno de los animales SHR en relacién a los
normotensos, evidenciado por la elevacion del 68% de la fibrosis intersticial. Los resultados

de los tratamientos evaluados siguen el mismo patron que en el VI: aunque el atenolol
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redujo el contenido de colageno en la tunica media, el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina
revirtieron completamente esta alteracion normalizando el contenido de colagenc del vaso
sanguineo (Figura 21). Nuevamente el efecto de los B-bloqueantes de tercera generacion

resultd significativamente superior al B-bloqueante de segunda generacion atenolol.

Figura 21. Fibrosis adrtica de ratas WKY y SHR tratadas de manera crdnica con atenolol,
nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. °p<0,05 vs.
WKY; bp<0,05 vs. SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol.
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Comparacion de los efectos morfométricos sobre ventriculo izquierdo y aorta

tordcica

La hipertensian esencial de los animales SHR indujo la hipertrofia macroscépica del
VI, de cardiomiocitos y de la tunica media adrtica al mismo tiempo que generdé un aumento
en el contenido de coldgeno de los érganos evaluados. El atenolol evidencidé una reduccién
significativa en el contenido de fibrosis del VI y de la aorta la cual no se vio acompanada de
una disminucion de la hipertrofia macroscopica del VI, evaluada a partir del IMVI y
ecocardiograficamente, ni del espesor de la capa media. En cambio, los B-bloqueantes de
tercera generacion y la amlodipina indujeron una reduccion equiparable en la totalidad de
los datos patoldgicos evaluados en ambos 6rganos, tanto en la comparacion de las drogas

entre si como entre los parametros de hipertrofia y fibrosis.
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En su conjunto, el analisis morfologico del VI 'y la aorta toracica muestran que los B-
bloqueantes de tercera generacion presentan un efecto superior al atenolol en términos de

dafio de érgano y eficacia comparable al bloqueante cdlcico amlodipina.

Efecto sobre los marcadores bioquimicos de daiio de érgano blanco
Se realizo la determinacion bioguimica del dano de érgano blanco a partir de la

evaluacion de la expresion y actividad de marcadores moleculares de inflamacidn v fibrosis.

Expresion de TGF-6

Se evaluaron los niveles de la citoquina profibrotica TGF-B en el VI y la aorta
toracica por la técnica de western blot. El analisis de las placas de revelado mostro la
duplicacion de los niveles de TGF-B en los animales SHR respecto de los controles WKY
normotensos (p<0,05). La administracion oral crénica de nebivolol, carvedilol y amlodipina,
pero no de atenolol, normalizé la sobreexpresion de dicha citoquina tanto a nivel del VI
como de la aorta toracica (Figura 22). Las drogas evaluadas evidenciaron el mismo patron de

respuesta en ambos organos estudiados.
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Figura 22. Expresion de TGF-B e imagenes representativas de las placas de revelado de

western blot en VI (A) y aorta toracica (B) de ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica
con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos se expresan como

densidad optica relativa a los animales WKY controles. “p<0,05 vs. WKY; bp<0,05 vs. SHR;
“p<0,05 vs. SHR Atenolol.
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Expresion de TNF-« e IL-6

Al evaluar la expresion de las citoquinas inflamatorias TNF-a e IL-6 se obtuvieron
resultados similares a los encontrados para el mediador profibrético TGF-B.

En el caso del TNF-a, los animales SHR tratados con vehiculo mostraron un aumento
del 66% y 98% en los niveles de la citoquina en el VI y la aorta tordcica, respectivamente
(p<0,05). Aunque en el VI los B-bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante calcico
disminuyeron completamente su sobreexpresion, en la aorta la amlodipina redujo los niveles
de TNF-a de manera significativamente superior al carvedilol, pero no al nebivolol (Figura
23). Ademas, el carvedilol presenté un efecto mas pronunciado sobre el VI que sobre la

aorta en donde su accion fue sobrepasada por el nebivolol y la amlodipina.
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Figura 23. Expresion de TNF-a e imagenes representativas de las placas de revelado de
western blot en VI (A) y aorta tordcica (B) de ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica
con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos se expresan como
densidad optica relativa a los animales WKY controles. “p<0,05 vs. WKY; bp<0,05 vs. SHR;
“p<0,05 vs. SHR Atenolol; °p<0,05 vs. SHR Carvedilol.
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Por ultimo, en el caso de la IL-6, en los animales SHR se observé una elevacion del
59% vy 215% en los niveles de dicho mediador en el VI y la aorta toracica, respectivamente
(p<0,05). Al evaluar el efecto de los tratamientos, las drogas no respondieron de la misma
manera en los drganos evaluados: aunque todos los farmacos redujeron la cantidad de IL-6 a
nivel ventricular, en la aorta solo los B-bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante
calcico disminuyeron significativamente su sobreexpresion, resultando el efecto del

nebivolol superior al carvedilol y la amlodipina (Figura 24).
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Figura 24. Expresion de IL-6 e imagenes representativas de las placas de revelado de western
blot en VI (A) y aorta tordcica (B) de ratas WKY y SHR tratadas de manera cronica con
atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos se expresan como densidad
optica relativa a los animales WKY controles. °p<0,05 vs. WKY; b|::<0,05 vs. SHR; “p<0,05 vs.
SHR Atenolol; ®p<0,05 vs. SHR Carvedilol; fp<0,05 vs. SHR Amlodipina.
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Actividad de las metaloproteasas de matriz MMP-2 y MIVIP-9

Se realizd la técnica de zimografia en gel sobre el VI y la aorta toracica con el
objetivo de determinar el posible efecto de los tratamientos antihipertensivos sobre la
actividad enzimatica de las metaloproteasas de matriz MMP-2 (gelatinasa A) y MMP-9
(gelatinasa B).

En la arteria aorta de animales genéticamente hipertensos, en concordancia con los
resultados obtenidos con la técnica de western blot para el estudio de citoquinas
proinflamatorias, el aumento de la tensidon arterial elevd sustancialmente la actividad de las
metaloproteasas de matriz MMP-2 y MMP-9 en relacion con las ratas Wistar normotensas.
El analisis de los datos indico que, aunque los B-blogueantes de tercera generacion y el
bloqueante calcico atenuaron el incremento de actividad gelatinolitica de MMP-2 de las
ratas hipertensas, dicha diferencia no resultd ser estadisticamente significativa debido a la

amplia variabilidad de los resultados. Sin embargo, si se evidencid una disminucion
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sustancial por parte del carvedilol y nebivolol respecto del atenolol. Unicamente los B-

bloqueantes vasodilatadores y el bloqueante calcico mostraron efecto sobre la gelatinasa B

(Figura 25).

Figura 25. Actividad de MMP-2 (A) y MMP-9 (B) determinada por zimografia en aorta
toracica de ratas WKY y SHR tratadas de manera crénica con atenolol, nebivolol, carvedilol,
amlodipina o vehiculo, Los datos se expresan como densidad dptica relativa a los animales
WKY controles. En las imagenes representativas del zimograma, los homogenatos fueron
sembrados en el mismo orden que se muestran los resultados en los graficos mas el
estandar interno de promielocito que corresponde a la primera calle. °p<0,05 vs. Wistar;
hp~:0,05 vs. SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol.
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No se encontraron diferencias entre la actividad enzimatica de MMP-9 en el V| de

animales WKY y SHR tratados cronicamente con vehiculo, atenolol, nebivolol, carvedilol o

amlodipina (Figura 26). La actividad de la isoforma 2 no pudo determinarse en el VI debido a

la sensibilidad del método.
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Figura 26. Actividad de MMP-9 determinada por zimografia en ventriculo izquierdo de ratas
WKY y SHR tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o
vehiculo. Los datos se expresan como densidad optica relativa a los animales Wistar
controles. En la imagen representativa del zimograma, los homogenatos fueron sembrados
en el mismo orden que se muestran los resultados en el grafico més el estandar interno de
promielocito que corresponde a la primera calle.
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Correlacion entre parametros hemodinamicos y de daio de organo blanco

Con el objetivo de determinar la contribucion relativa de los distintos parametros
hemodinamicos sobre marcadores de dafio de organo blanco se calculo el cociente de
relacion de Pearson para establecer la existencia de linealidad entre las variables evaluadas.
Se investigd la relacidon existente entre la PA, determinada de manera periférica y central,
con sus respectivos indices de variabilidad, con pardmetros morfologicos de hipertrofia y
fibrosis en VI y aorta toracica.

Las relaciones encontradas entre la PA y la VPA de corto plazo con el dafio

morfolégico o histoldgico de los érganos evaluados se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Coeficiente de regresion lineal (Pearson r) entre los parametros de presion arterial y variabilidad de presion arterial con los datos

histomorfolégicos de dafio de érgano blanco en VI y aorta toracica en SHR.

Parametro morfoldgico de dafio de drgano blanco

Fibrosis del
indice de hipertrofia Areade Espesor de la capa Espesorde la Fibrosis de Ia
ventriculo
ventricular izquierda cardiomiocitos media aortica media/didametro de arteria aorta
izquierdo
(mg/g) (um’) (um) la luz (m/mm) (FC1 %)
(FC1 %)
PAS periférica
04376* 0,6862* 0,4500 0,7435* 0,7790* 0,5029*
(mmHg)
DE intradia de la PAS
04383* 0,7154* 0,5587* 0,6404* 0,6299* 0,7616*
periférica (mmHg)
&
> DE entredia de la PAS
o 04931* 0,6027* 0,3272 0,3759* 0,5384* 0,3554
= periférica (mmHg)
=
c
o PAS central (mmHg) 0,0633 0,1764 0,7847* 0,4108* 0,4413* 0,7981*
Es
18]
= DE de |a PA central
04215* 0,6454* 0,5292* 0,6632 0,7454* 0,6500*
(mmHg)
CVde la PA central
04116* 0,6351* 0,4113* 0,6597* 0,5899* 0,1724
(%)
*p<0,05
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Se evidencid una correlacion positiva entre el indice de hipertrofia ventricular
izquierda con la PAS periférica y la VPA determinada de manera directa e indirecta pero no
con el nivel de PAS central. De manera similar, la fibrosis del VI se asocid positivamente con
los niveles de PAS central y de VPA determinada de manera directa e indirecta pero no con
la PAS periférica, estableciendo la mayor importancia del valor de PAS central y VPA por
sobre la PAS periférica para el desarrollo de fibrosis del Vi.

El analisis morfométrico de la aorta toracica se correlaciond positivamente con la
totalidad de los parametros de PA y VPA. Por ultimo, se encontrd una asociacion positiva
entre los parametros de PA y VPA de corto plazo, medidos tanto directa como
indirectamente, y la fibrosis de la aorta. Sin embargo, el cociente de relacidon de Pearson
entre el DE intradia de la PAS periférica, la PAS central y el DE de la PA central con la fibrosis
aortica resultan mayores que para la PAS periférica. Estos resultados indican que pequenos
cambios en dichos parametros hemodinamicos contribuyen marcadamente y de manera

superior a la PAS periférica en el desarrollo de fibrosis de la arteria aorta.

RESULTADOS EN RATAS HIPERTENSAS POR LA ADMINISTRACION CRONICA DE L-NAME

Evaluacion de los efectos hemodindmicos indirectos del tratamiento con 8-

blogueantes o amlodipina

La determinacion de la PAS periférica por el método indirecto de tail-cuff reveld que
todas las drogas administradas redujeron significativamente el incremento de la presion
sistdlica de los animales hipertensos por la administracion de L-NAME. Sin embargo, tanto el
atenolol como el nebivolol evidenciaron un efecto superior al del carvedilal y la amlodipina
va que llegaron a normalizar el nivel de PAS. Por otro lado, los B-blogueantes de tercera
generacion y la amlodipina resultaron igualmente de eficaces para reducir la estimacion de
la VPA de corto plazo, a partir del calculo del DE intradia de la PAS (Figura 27). Al estimar la
VPA de mediano plazo, a través del calculo de DE entredia de la PAS, se observo que las ratas
hipertensas por L-NAME presentan una marcada elevacion de dicho parametro, ya que el

mismo se cuadruplico en los animales hipertensos. El nebivolol y la amlodipina disminuyeron
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el DE entredia de la PAS indirecta mientras que el carvedilol y el atenolol, aunque mostraron

cierta tendencia en reducirlo, su valor no alcanzo la diferencia estadistica.

Figura 27. Presion arterial sistolica indirecta (periférica) (A), DE intradia de la presion arterial
sistolica indirecta (B) y DE entredia de la presion arterial sistdlica indirecta (C) de ratas Wistar
e hipertensas por L-NAME tratadas de manera crénica con atenolol, carvedilol, nebivolol,
amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. ®p<0,05 vs. Wistar; I’p«:O,OS vs. L-
NAME; “p<0,05 vs. L-NAME Atenolol; dp<0,05 vs. L-NAME Carvedilol; fp<0,0ﬂ5 vs. L-NAME
Amlodipina.
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Evaluacion de los efectos hemodinamicos directos del tratamiento con 8-

bloqueantes o amlodipina

La evaluacion de la PAS central estimada en la arteria carétida evidencio que los
animales hipertensos por L-NAME presentan un aumento de la misma y de la frecuencia
cardiaca. Al igual que lo observado a nivel periférico, todos los farmacos administrados
disminuyeron significativamente la PAS central, pero en este caso, el nebivolol y el carvedilol
lo hicieron en mayor medida que el atenolol y la amlodipina, logrando restablecer los valores
hasta alcanzar el nivel de presion de los animales Wistar normotensos. Aunque el atenolol
disminuyd la frecuencia cardiaca, el nebivolol y el carvedilol mostraron un efecto mas

pronunciado, mientras que la amlodipina no evidencio respuesta (Figura 28).
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Figura 28. Presion arterial sistdlica directa (central) (A) y frecuencia cardiaca (B) de ratas
Wistar e hipertensas por L-NAME tratadas de manera crénica con atenolol, carvedilol,
nebivolol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. ®p<0,05 vs. Wistar;
bp<0,05 vs. L-NAME; “p<0,05 vs. L-NAME Atenolol; 1cp<0,05 vs. L-NAME Amlodipina.
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Con respecto al analisis de VPA de corto plazo, se observo que los animales

hipertensos por L-NAME presentan una duplicacion del DE de la PA central mientras que el

0 ‘ Capitulo: RESULTADOS

Xo)



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SUIMPACTO SOBRE EL DANO DE
ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

CV% de la PA se encuentra significativamente incrementado (p<0,05). Los B-bloqueantes de
tercera generacion y la amlodipina redujeron sustancialmente los parametros directos de
VPA de corto plazo e incluso normalizaron su valor hasta alcanzar el nivel de los animales
Wistar normotensos. Por su parte, el atenoclol carece de respuesta sobre dichos factores
hemodinamicos (Figura 29). El efecto de los farmacos sobre la VPA de corto plazo difiere de
la respuesta obtenida sobre la PA indicando que ambos parametros resultan de acciones
hemodinamicas independientes. En este sentido, aunque el atenolol redujo
significativamente la PAS central de los animales hipertensos por L-NAME, no evidencio
accion sobre la determinacion directa de la VPA de corto plazo. Por otro lado, si bien el
nebivolol disminuyd la PAS central en mayor medida que la amlodipina y el carvedilol
(diferencia no significativa) fue, de las tres drogas, la que presentd menor efecto sobre el DE

la PA.

Figura 29. DE de la presion arterial directa (A) y CV% de la presidon arterial directa (B) de
ratas Wistar e hipertensas por L-NAME tratadas de manera crénica con atenolol, carvedilol,
nebivolol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. °p<0,05 vs. Wistar;
bp<0,05 vs. L-NAME; “p<0,05 vs. L-NAME Atenolol.
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El andlisis de la VPA latido-a-latido cardiaco obtenido a partir de la aplicacién de la
transformada rapida de Fourier en el registro continuo y directo de PA establecid que las
ratas hipertensas por L-NAME presentan un incremento de la respuesta vascular miogénicay
de la actividad simpatica vascular, evidenciado por la elevacion del cociente VLF/HF y LF/HF,
respectivamente. Mientras que el tratamiento a largo plazo con atenolol incrementd
marcadamente el indice VLF/HF y no modifico la relacidn LF/HF, la administracion de B-
blogueantes de tercera generacion o amlodipina normalizoé las razones VLF/HF y LF/HF

(Figura 30).
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Figura 30. Cociente VLF/HF (A) y cociente LF/HF (B) de ratas Wistar e hipertensas por L-
NAME tratadas de manera crénica con atenolol, carvedilol, nebivolol, amlodipina o vehiculo.
Los datos indican la media + EEM. ?p<0,05 vs. Wistar; bp<0,05 vs. L-NAME; “p<0,05 vs. L-

NAME Atenolol; “p<0,05 vs. L-NAME Nebivolol.
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El efecto sobre la PA y la VPA de los agentes antihipertensvos estudiados difiere si la
evaluacion hemodinamica se realiza a nivel central o periférico. Asi, aunque el carvedilol
presenté una leve accién antihipertensiva periférica, su efecto sobre la PA central resultd
mas pronunciado. En términos de PAS, la amlodipina demostrd una respuesta menor en
comparacion a los B-bloqueantes de tercera generacion tanto a nivel indirecto como directo,
siendo la diferencia estadisticamente significativa con el nebivolol, pero no asi con el
carvedilol. El efecto de los B-bloqueantes vasodilatadores sobre la VPA de corto plazo
evidenciado de manera indirecta fue corroborado en el analisis directo de PA. Contrario a
ello, aunque el atenolol demostro una leve tendencia para reducir el DE intradia de la PAS
periférica, su accion no llega a ser estadisticamente significativa y ademas el efecto sobre la

VPA de corto plazo se perdid en el analisis directo del registro continuo de PA.

Evaluacion morfométrica y de funcionalidad ventricular cardiaca por

ecocardiografia

El analisis del estudio ecocardiografico evidencié que los animales hipertensos por la
administracion de L-NAME exhiben un incremento en el espesor de la pared anterior y
posterior del VI tanto durante la sistole como la didstole cardiaca, una prolongacion del
tiempo de relajacion isovolumétrica y una inversion de la relacion de las velocidades de
llenado ventricular E/A a comparacion de las ratas Wistar normotensas (p<0,05). Estos
resultados serian indicadores de la presencia de hipertrofia del VI y alteracion de la funcion
sistolica y diastdlica del ciclo cardiaco. Cabe destacar que en los animales hipertensos por L-
NAME, el aumento del espesor de |las paredes ventriculares resulta menor al observado en
los animales SHR.

En mayor o menor medida, las cuatro drogas evaluadas disminuyeron el espesor de
las paredes del VI durante ambas fases cardiacas. Si bien Unicamente el atenolol y el
carvedilol redujeron significativamente el espesor de la pared anterior durante la diastole, el
nebivolol y la amlodipina mostraron una fuerte tendencia para disminuirlo. De la misma
manera, aunque la amlodipina fue el Unico farmaco que no generd una atenuacion

estadisticamente significativa en el espesor de la pared anterior durante la sistole evidencio

w o ‘ Capitulo: RESULTADOS



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SUIMPACTO SOBRE EL DANO DE
ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

una amplia reduccion de dicho parametro ecocardiografico. El atenolol y el carvedilol fueron
las drogas que restituyeron la totalidad de los espesores de la pared ventricular.

El aumento de la tensién arterial inducido por el L-NAME ocasioné la inversion de la
relacion de velocidades de llenado ventricular, siendo la razon E/A<1. Esta situacion indicaria
la existencia de una alteracion patoldgica en el patron de llenado del ventriculo durante la
fase diastdlica. Pese a que las cuatro drogas normalizaron la relacién E/A, es decir la misma
volvio a ser superior a 1 (E/A>1), el carvedilol y el nebivolol presentaron un efecto
estadisticamente superior al atenolol. Contrariamente, solo el atenolol y la amlodipina
redujeron significativamente el tiempo de relajacion isovolumétrica. Aunque el carvedilol y
el nebivolol mostraron cierta tendencia en su normalizacion, la diferencia no llega a ser
estadisticamente diferente respecto de los animales hipertensos por L-NAME (Tabla 9). No
se observaron cambios en la fraccion de eyeccion, fraccion de acortamiento vy el diametro de

fin de diastole y sistole.
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Tabla 9. Parametros ecocardiograficos de ratas Wistar e hipertensas por L-NAME tratadas de manera crénica con atenolol, nebivolol,

carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media £ EEM.

, . L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME
Parametro Wistar L-NAME . N ) . _
seoenrdisarsins (n=6) (n=6) Atenolol Carvedilol (n=6) Nebivolol Amlodipina (n=6)
(n=6) (n=6)
Espesutde ld pared 1,50£0,06 1,97+0,15° 1,40£0,08° 1,58:0,10° 1,63+0,03 1,63£0,05
anterior en diastole (mm)
Espesor de la pared
anterior en sistole 2,10+0,16 2,77+0,09° 2,20+0,07" 2,3040,07° 2,33+0,09" 2,45+0,06
(mm)
Espesor de |a pared
posterior en didstole 1,60+0,04 2,10+0,11° 1,63+0,08° 1,70£0,04° 1,72+0,06° 1,68+0,13°
(mm)
Espesor de la pared
posterior en sistole 2,18+0,10 2,8740,12° 2,0310,07>* 2,38+0,06" 2,10+0,01" 2,20£0,15°
(mm)
Tiempade relsjadon 28,342,9 38,642,0° 32,540,6° 34,310,6 36,0£2,0 32,041,7°
isovolumétrica (mseg)
D'Zr,;‘:::l’ed{en:;‘}de 8,00+0,30 7,37+0,21 8,35+0,12 7,53+0,13 7,0840,39 7,90£0,31
Diametro ?;:;r; de:sistale 5,06+0,18 4,97+0,30 5,53+0,17 5,15£0,17 4,774037 5,3040,32
Fraccion {d;}Eyeccm 72,4414 67,243,6 70,8+2,3 65,042,2 68,5+3,0 66,343,7
(]
Ac;{f;;}i’,‘,if{%} 36,4+1,0 32,942,5 33,8+1,8 31,6+1,8 33,2+42,3 32,942,9
Relacién de velocidad
asen E /‘:' aReRss 1,44+0,08 0,86:0,09° 1,27+0,10° 1,76+0,04>¢ 1,59+0,08"¢ 1,57£0,10

®p<0,05 vs. Wistar; bp<0.05 vs. L-NAME; “p<0,05 vs. L-NAME Atenolol; dp<0,05 vs. L-NAME Carvedilol.
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Efecto sobre la hipertrofia y fibrosis ventricular izquierda

La primera aproximacion al estudio morfométrico del VI mediante |la evaluacion de su
hipertrofia macroscopica evidencid el mismo patron que los resultados del andlisis
ecocardiografico ya que los animales hipertensos presentaron un aumento del IMVI,
indicando la presencia de hipertrofia. En este caso el tratamiento crénico con las cuatro
drogas evaluadas redujo significativamente el peso del VI y la relacion peso del VI/peso del
animal hasta normalizar completamente dicho parametro. Aunque el atenolol y el carvedilol
fueron las drogas que normalizaron la totalidad de los espesores ventriculares,
determinados ecocardiograficamente, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre los cuatro farmacos para reducir el IMVI. Por dltimo, no se observaron
cambios en el pesco de los animales debido al tratamiento antihipertensivo (Tabla 10).

Tabla 10. Peso del ventriculo izquierdo, peso del animal vy su relacion en ratas Wistar e

hipertensas por L-NAME tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol,
amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM.

’ Wistar L-NAME L-NAME L-NAME L-N{\ME L-NAI.VIIE
Parametro (n=6] (n=6) Atenolol Carvedilol Nebivolol Amlodipina
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Peso del
ventriculo 952,2+ 1130,0+ 905,4+ 875,2+ 823,1+ 868,9+
izquierdo 12,2 8,3° 25,7° 35,0 12,8°° 9,3°
(mg)
Pesodel 17404 442+13 437+8 402+10 390:4 423+17
animal (g)
indice de
masa 2 b b b b
ventHiEGlar 2,131£0,03 2,5610,12 2,00+0,03 2,1310,04 2,10+0,02 2,06+0,05
izquierda
(mg/g)

ap<0,05 vs. Wistar; b[:)<IZ),05 vs. L-NAME

Con el objetivo de estudiar aun mas en detalle los resultados macroscopicos
obtenidos de la hipertrofia del VI, se evalud la accion de los B-blogqueantes y del blogueante
calcico sobre la microestructura cardiaca a partir del analisis del area de cardiomiocitos y del
contenido de colageno intersticial del VI empleando un microscopio éptico.

La visualizacién de la estructura histolégica cardiaca del VI con la tincidn con sirius

red muestra que los animales hipertensos por la administracion de L-NAME presentan un
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aumento en el nimero y grosor de las fibras de coldgeno. El tratamiento con atenolol,
aunque muestra cierta tendencia en reducir la fibrosis intersticial, su efecto es ampliamente
sobrepasado por los B-blogueantes de tercera generacion y la amlodipina en donde en las
fotografias se percibe que el nimero de fibras y su disposicion resulta similar al de los

animales Wistar normotensos (Figura 31).
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Figura 31. Imagenes representativas de los ventriculos izquierdos tefidos con sirius red de
ratas Wistar e hipertensas por L-NAME tratadas de manera crénica con atenolol, nebivolol,
carvedilol, amlodipina o vehiculo. Las fotografias se muestran con una escala final de 400X,
Barra de escala: 1 um.

El andlisis cuantitativo de las fotografias establecio la existencia de un aumento del
65% en la cuantificacion de la fibrosis ventricular de los animales hipertensos por la
administracion de L-NAME en relacidn a los animales normotensos. El nebivolol, el carvedilol
y la amlodipina revirtieron completamente esta alteracion histopatoldgica, reduciendo

sustancialmente el contenido de colageno del VI (Figura 32). Mas aln, la prevencion de la
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fibrosis ventricular evidenciada por los B-bloqueantes de tercera generacion resultod
significativamente superior al B-bloqueante de segunda generacion atenolol, que aunque

demostré cierta tendencia en reducirla su efecto no alcanza la significancia estadistica.

Figura 32. Fibrosis ventricular izquierda de ratas Wistar e hipertensas por L-NAME tratadas
de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos
indican la media + EEM. p<0,05 vs. WKY; b|::<l.’.},05 vs. SHR; “p<0,05 vs. SHR Atenolol.

6+ a
T

L) ) L L) L)
Wistar  L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME
Atenolol Carvedilol Nebivolol Amlodipina

Por otro lado, con la tincidon de H-E, se calculd el area promedio de los cardiomiocitos
para determinar su grado de hipertrofia. En la figura 33 se muestran las fotografias
representativas de las secciones de VI tenidas con H-E, en donde los cardiomiocitos se
visualizan con un corte transversal. Se observa un aumento en el diametro y area de las
células cardiacas de las ratas hipertensas e hipertensas tratadas con atenolol. Para el resto
de los farmacos evaluados, el area de los cardiomiocitos se asemeja al tamafio de las células

de los animales Wistar normotensos.
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Figura 33. Imagenes representativas de los ventriculos izquierdos tefiidos con H-E de ratas
Wistar e hipertensas por la administracién de L-NAME tratadas de manera cronica con
atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Las fotografias se muestran con una
escala final de 400X. Barra de escala: 1 um.

El estudio fotografico cuantitativo de los cortes transversales del tejido establecid
que la hipertension inducida por L-NAME produce una elevacion del 22% en el area
promedio de las células musculares cardiacas (p<0,05). La administracion de carvedilol,

nebivolol y amlodipina redujo significativamente el area transversal de los cardiomiocitos,
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que retornd hacia valores similares a los obtenidos para animales normotensos. Por su
parte, el tratamiento crdnico oral con atenolol no evidencié efecto sobre la hipertrofia de las
células cardiacas (Figura 34). Estos resultados muestran que, en términos de evaluacion
histopatoldgica del VI, el efecto de los B-bloqueantes de tercera generacion y la amlodipina

fue significativamente superior al B-bloqueante de segunda generacion atenolol.

Figura 34. Area promedio de cardiomiocitos de ratas Wistar e hipertensas por la
administracion de L-NAME tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol,
amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM. °p<0,05 vs. WKY; bp~<0,05 vs. SHR;
‘p<0,05 vs. SHR Atenolol.
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El estudio microscopico de la morfologia del VI difiere, en parte, de algunos
hallazgos obtenidos a nivel macroscopico. En primer lugar, al analizar la hipertrofia del VI a
partir del IMVI, se observo que la totalidad de las drogas administradas normalizaban dicho
cociente. Incluso la misma tendencia de resultados se observo al evaluar el espesor de las
paredes ventriculares por ecocardiografia. Aunque el tratamiento crénico con atenolol
redujo el IMVI, el andlisis en detalle determiné la falta de efecto sobre la fibrosis cardiaca y
el aumento en el area transversal de cardiomiocitos. Sin embargo, aunque su efecto fue
menor que para el resto de las drogas evaluadas, normalizo la relacion de velocidades E/A
retornando su valor por encima de 1. De todas formas, teniendo en cuenta estos resultados,
cabe aclarar que la determinacion del IMVI, a partir de su peso, resulta una primera

aproximacion al estudio morfométrico cardiaco y constituye un indice de baja sensibilidad
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para determinar la posible presencia de fibrosis o hipertrofia de cardiomiocitos (Devereux y
cols., 1986). Contrariamente al atenolol, los B-bloqueantes vasodilatadores y la amlodipina
fueron capaces de normalizar tanto los parametros microscopicos como macroscopicos de la
estructura ventricular cardiaca ya que la disminucion del area de cardiomiocitos y del
contenido de colageno intersticial se vio acompanada por la disminucion en el espesor y

peso del VIy por la normalizacion de la relacion de velocidades de llenado E/A.

Evaluacion de la morfologia adrtica

Con el objetivo de evaluar el efecto de los tratamientos sobre la morfologia de la
arteria aorta de ratas hipertensas por L-NAME en términos de hipertrofia y fibrosis, se
estudio el espesor de la capa media, su relacion con el diametro de la luz del vaso y la

fibrosis.

La tincion con H-E permite distinguir rapidamente la capa media adrtica a partir de la
delimitacion de la misma considerando la membrana eldstica interna y externa como sus
limites interno y externo, respectivamente. Los animales hipertensos por L-NAME presentan
un aumento en el espesor de la tunica media en relaciéon a los animales control
normotensos. El tratamiento con atenolol practicamente no modifico el espesor de la media.
En los grupos L-NAME carvedilol, nebivolol y amlodipina se observa un afinamiento en el

espesor de la capa muscular (Figura 35).
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Figura 35. Imagenes representativas de anillos de aorta tefiidos con hematoxilina-eosina de
ratas Wistar e hipertensas por L-NAME tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol,
carvedilol, amlodipina o vehiculo. Las fotografias se muestran con una escala final de 50X.
Barra de escala: 200 pum.

Con respecto a la determinacién cuantitativa del grado de hipertrofia de la tunica

media de la aorta, la elevacion sostenida de la tension arterial inducida por la administracion
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cronica de L-NAME produjo un aumento significativo del espesor de la capa media y de la
relacidon espesor de la media/diametro de la luz. Aunque el carvedilol, el nebivolol y la
amlodipina disminuyeron el grosor de la media en relacién a los animales hipertensos,
tnicamente el carvedilol y la amlodipina evidenciaron efecto sobre la relacion existente
entre el espesor de la media y el diametro de la luz del vaso. Si bien luego de la
administracion de nebivolol se observa cierta tendencia en la reduccion de este ultimo
parametro morfométrico, esta diferencia no llega a ser estadisticamente significativa
respecto de los animales hipertensos por L-NAME. El atenolol, en cambio, no presentd

respuesta sobre ningunoc de los pardmetros morfométricos evaluadas (Figura 36).

Figura 36. Espesor de la media adrtica (A) y relacion espesor de la media adrtica/diametro
de la luz (B) de ratas Wistar e hipertensas por L-NAME tratadas de manera cronica con
atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media £+ EEM,
ap~<0,05 vs. Wistar; bp~<0,05 vs. L-NAME.
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El analisis fotografico de los anillos de aorta tefiidos con sirius red permite visualizar
que los animales hipertensos por L-NAME exhiben una mayor densidad de fibras de
colageno en relacion a los animales Wistar control. El tratamiento con atenolol genera una
leve reduccion en el contenido de fibrosis, pero luego de la administracion crénica de
carvedilol, nebivolol y amlodipina disminuye el contenido de colageno intersticial

observandose imagenes de caracteristicas similares a las ratas Wistar (Figura 37).
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Figura 37. Imagenes representativas de |los cortes transversales de anillos adrticos tenidos
con sirius red de ratas Wistar e hipertensas por la administracion de L-NAME tratadas de
manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Las fotografias se
muestran con una escala final de 400X. Barra de escala: 1 pum.

El estudio cuantitativo del contenido de colageno intersticial a partir de |a tincidén con
sirius red determind un aumento del 45% de la fibrosis de la capa media adrtica de los
animales hipertensos por L-NAME en relacion a las ratas normotensas. El analisis de los
datos sigue el mismo patron que lo observado en el VI: aunque el atenolol mostré cierto
grado de reduccidon del contenido de coldgeno en la tunica media, dicha diferencia no llega a
ser estadisticamente significativa a comparacion de los animales hipertensos tratados con

vehiculo. Por otro lado, el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina revirtieron completamente
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esta alteracion normalizando el contenido de colageno de la arteria (Figura 38). El nebivolol,
a diferencia de lo ocurrido en los pardmetros morfométricos de hipertrofia de la aorta,
presenté un efecto equiparable al carvedilol y la amlodipina. El efecto de los B-bloqueantes
de tercera generacion resultd significativamente superior al atenolol en términos de fibrosis

aortica.

Figura 38. Fibrosis aortica de ratas Wistar e hipertensas por la administracion de L-NAME
tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los
datos indican la media + EEM. *p<0,05 vs. Wistar; bp<0,[}5 vs. L-NAME; p<0,05 vs. L-NAME
Atenolol.
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Comparacion de los efectos morfométricos sobre ventriculo izquierdo y aorta

tordcica

El aumento de la PA inducido por la administracién a largo plazo de L-NAME generd
fibrosis e hipertrofia en el Vly la aorta toracica evidenciadas por las técnicas histopatologicas
y morfolégicas implementadas. Con respecto a las drogas estudiadas, aunque el atenolol
redujo la hipertrofia macroscopica del VI, evaluada a partir de su peso y espesor, dicho
efecto no se acompano de una disminucion en el area de cardiomiocitos o del contenido de
colageno. Ademas, el atenolol, no evidencié efecto sobre los parametros morfométricos de
la arteria aorta. Los B-bloqueantes vasodilatadores y la amlodipina indujeron una reduccion

equiparable del IMVI, area de cardiomiocitos y contenido de colageno intersticial. El mismo
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patron de resultados se observo en la evaluacion histopatoldgica de dano adértico en donde
el carvedilol y la amlodipina redujeron el espesor de la media y la relacion espesor de la
media/didmetro de la luz mientras que el nebivolol unicamente normalizé el grosor de la
capa muscular.

En su conjunto, el analisis de los resultados obtenidos en el estudio morfoldgico del
VI y la aorta tordcica muestran, en términos de dafio de 6rgano, una mayor eficacia de los B-

bloqueantes de tercera generacion sobre el atenolol y su efecto comparable a la amlodipina.

Efecto sobre los marcadores bioquimicos de dafno de érgano blanco
Con el objetivo de determinar el efecto de los tratamientos evaluados sobre la
expresion y actividad de marcadores moleculares de inflamacion y fibrosis, se realizo la

determinacion bioquimica del dafio de érgano blanco en el VIl y la aorta toracica.

Expresion de TGF-8

A partir de la técnica de western blot se evaluaron los niveles del mediador
profibrotico TGF-B en VI y aorta toracica. El estudio de las bandas de revelado determind
que la hipertensién inducida por la administracion cronica de L-NAME duplica la expresion
de TGF-B en ambos organos estudiados (p<0,05). En el VI, el carvedilol y la amlodipina
normalizaron completamente la expresion de dicho mediador quimico, aunque el atenolol y
el nebivolol no evidenciaron efecto. Al analizar las placas pertenecientes a la aorta de los
grupos de animales hipertensos por L-NAME bajo distintos tratamientos, se hallaron
resultados dispares. En este caso tanto los B-bloqueantes de tercera generacion como la
amlodipina redujeron la expresion de TGF-B aunque de manera diversa. El nebivolol generd
una disminucion del TGF-B estadisticamente significativa en relacion con los animales
hipertensos por L-NAME mientras que la amlodipina atenud su expresion evidenciando una
diferencia significativa a comparacién de los animales hipertensos e hipertensos tratados
con atenolol. Por dltimo, el carvedilol fue la droga que presentd efecto mas pronunciado ya
que el descenso en la produccion del TGF-PB resulto superior al atenolal, el nebivolol y la

amlodipina (Figura 39).
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Figura 39. Expresion de TGF-B e imagenes representativas de las placas de revelado de
western blot en VI (A) y aorta tordcica (B) de ratas Wistar e hipertensas por la administracion
de L-NAME tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o
vehiculo. Los datos se expresan como densidad oOptica relativa a los animales Wistar
controles. ®p<0,05 vs. Wistar; bp<0,05 vs. L-NAME; “p<0,05 vs. L-NAME Atenolol; ®p<0,05 vs.
L-NAME Nebivolol.

A.

TGF-B 13 kDa

DRI e - - -

270 a

240 T
a

4a

210+ T
1804 T
- 1504 b.c.e
y 120+
90+
60+
30+

BIGAPDH
O.R)

©
.l
o
Is}
(]

TGF

] ] L] ] ]
Wistar  -NAME L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME
Atenolal Carvedilol Nekivolol Amlodipina

o = = ‘ Capitulo: RESULTADOS



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SUIMPACTO SOBRE EL DANO DE
ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

B.

GAPDH37KDa s S SHES SSEe S

250+ .
L a
200+ ==
: 1
%g 150 - bc
@]
= b,ce
TS 100 L T
o
|—
50 -
0 ;

L] I L] L]
Wistar  L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME
Atenolol Carvedilol Nebivolol Amlodipina

Expresion de TNF-« e IL-6

Al evaluar la expresion de las citoquinas inflamatorias TNF-at e IL-6 se obtuvieron
resultados similares a los encontrados para el mediador profibrético TGF-B.

Para el caso del TNF-a, el analisis de las placas de revelado mostrd un incremento
en los animales hipertensos respecto de los controles Wistar normotensos (94% v 44% para
V| y aorta tordcica, respectivamente p<0,05). En el VI, la administracidon cronica y oral de
nebivolol, carvedilol y amlodipina, pero no de atenolol, redujo significativamente la
sobreexpresion de TNF-a en comparacion de los animales L-NAME (Figura 40). El carvedilol
fue la droga que evidencid mas efecto, mostrando una disminucion significativamente
superior al atenolol, nebivolol y amlodipina. Se obtuvieron distintos resultados al estudiar la
accion de los farmacos sobre la expresion adrtica de TNF-a en animales hipertensos por L-
NAME. En este caso, unicamente el carvedilol y la amlodipina redujeron la sobreexpresion

de este mediador inflamatorio. Mientras que el nebivolol y el atenolol no evidenciaron
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respuesta. El carvedilol presentd un efecto mas pronunciado sobre el VI que sobre la aorta

en donde su acciéon fue sobrepasada por la amlodipina.

Figura 40. Expresion de TNF-a e imagenes representativas de las placas de revelado de
western blot en VI (A) y aorta toracica (B) de ratas Wistar e hipertensas por la administracion
de L-NAME tratadas de manera cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o
vehiculo. Los datos se expresan como densidad Optica relativa a los animales Wistar
controles. ®p<0,05 vs. Wistar; °p<0,05 vs. L-NAME; p<0,05 vs. L-NAME Atenolol; ®p<0,05 vs.
L-NAME Nebivolol.
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Se observo una elevacion significativa de la expresién de IL-6 tanto a nivel del VI
como de la aorta tordcica (133% y 59%, respectivamente, p<0,05). En el VI, al evaluar el
efecto de los tratamientos, se obtuvieron resultados similares al mediador inflamatorio TNF-
o; la administracion crénica y oral de los B-bloqueantes de tercera generacion y el
blogueante calcico, pero no de atenolol, redujo significativamente la sobreexpresion de IL-6
en comparacion con los animales L-NAME. Sin embargo, el nebivolol y la amlodipina son los
farmacos que mostraron una respuesta mas pronunciada llegando a normalizar los niveles
de este mediador inflamatcrio. En la aorta solo el nebivolol y la amlodipina disminuyeron
significativamente su sobreexpresion. El carvedilol, aunque evidencié cierta reducciéon sobre
la IL-6, la diferencia no llega a ser estadisticamente significativa respecto del grupo
hipertenso. El atenolol, nuevamente vy al igual que para el resto de las citoquinas evaluadas,

no presento respuesta (Figura 41).
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Figura 41. Expresion de IL-6 e imagenes representativas de las placas de revelado de western
blot en VI (A) y aorta toracica (B) de ratas Wistar e hipertensas por la administracién de L-
NAME tratadas de manera crénica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo.
Los datos se expresan como densidad dptica relativa a los animales Wistar controles. *p<0,05
vs. Wistar; bp<0,05 vs. L-NAME; “p<0,05 vs. L-NAME Atenolol; °p<0,05 vs. L-NAME Nebivolol.
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Actividad de las metaloproteasas de matriz MMP-2 y MMP-9

Con el objetivo de determinar el efecto de los tratamientos sobre la actividad
gelatinolitica de las metaloproteasas de matriz MMP-2 y MMP-9 se realizé la técnica de
zimografia en gel en ambos 6rganos aislados.

Para el caso de |la aorta toracica y en concordancia con los resultados obtenidos con
la técnica de western blot para el estudio de citoquinas proinflamatorias y profibrotica, la
hipertensiéon inducida por la administracion sostenida de L-NAME aumentd
significativamente la actividad de las metaloproteasas de matriz MMP-2 y MMP-9 en
relacion a las ratas Wistar normotensas. El andlisis del zimograma establecio que pese a que
las cuatro drogas evaluadas atenuaron el incremento de la actividad gelatinolitica de MMP-2
de las ratas hipertensas, uUnicamente los B-bloqueantes de tercera generacion y el

blogueante calcico mostraron efecto sobre la isoforma 9 (Figura 42).
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Figura 42. Actividad de MMP-2 (A) y MMP-9 (B) determinada por zimografia en aorta
toracica de ratas Wistar e hipertensas por la administracion deL-NAME tratadas de manera
cronica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos se expresan
como densidad optica relativa a los animales Wistar controles. En las imagenes
representativas del zimograma, los homogenatos fueron sembrados en el mismo orden que
se muestran los resultados en los graficos mas el estandar interno de promielocito que
corresponde a la primera calle. °p<0,05 vs. Wistar; hp«:0,05 vs. L-NAME.
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Contrariamente, no se encontraron diferencias entre la actividad enzimatica de
MMP-9 en el VI de animales normotensos e hipertensos tratados crdonicamente con
vehiculo, nebivolol o amlodipina, aunque se observd una diferencia significativa entre el
tratamiento con atenolol y carvedilol ya que el B-bloqueante de segunda generacidon produjo
cierta reduccion en la actividad gelatinolitica y el carvedilol aumentd |levemente dicha
accion. Aunque ninguna de las drogas mostro un efecto significativamente distinto a los
animales hipertensos, si se detectaron diferencias entre ambos farmacos (Figura 43), La
actividad de la isoforma 2 no pudo determinarse en el VI debido a la sensibilidad del

método.
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Figura 43. Actividad de MMP-9 determinada por zimografia en ventriculo izquierdo de ratas
Wistar e hipertensas por la administracion deL-NAME tratadas de manera cronica con
atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos se expresan como densidad
optica relativa a los animales Wistar controles. En la imagen representativa del zimograma,
los homogenatos fueron sembrados en el mismo orden que se muestran los resultados en el
grafico mas el estandar interno de promielocito que corresponde a la primera calle. “p<0,05
vs. L-NAME Atenolol.
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Correlacion entre parametros hemodinamicos y de daiio de organo blanco

Con el objetivo de determinar la contribucion relativa de los distintos parametros
hemodinamicos sobre parametros de dano de organo blanco se determino el cociente de
relacidon de Pearson para establecer la existencia de linealidad entre las variables evaluadas.
Se determind la relacién existente entre la PA determinada de manera periférica y central,
con sus respectivos indices de variabilidad, con algunos parametros morfologicos de
hipertrofia y fibrosis.

La Tabla 11 muestra las relaciones encontradas entre la PA y la VPA de corto plazo

con el dafio morfoldgico o histologico de los drganos evaluados.
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Tabla 11. Coeficiente de regresion lineal (Pearson r) entre los parametros de presion arterial y variabilidad de presion arterial con los datos

histomorfolégicos de dafio de érgano blanco en VI y aorta tordcica en ratas hipertensas por L-NAME.

Parametro morfoldgico de dafio de drgano blanco

indice de hipertrofia Areade Fibrosis del Espesor de la Espesor dela Fibrosis de la
ventricular izquierda cardiomiocitos ventriculo izquierdo capa media media/diametro de arteria aorta (FCI
{mg/g) (um?) (FC1 %) adrtica (um) la luz (pm/mm) %)
PAS periferica
0,5081* -0,0707 0,3433 * "
(mmHg) 0,5741 0,7431 0,2245
DE intradiade la PAS
* * * * * *
periférica (mmHg) 0,4339 0,5098 0,5027 0,6865 0,9090 0,5875
&
= DE entredia de la PAS
(=]
* * * *
< periférica (mmHg) -0,05406 0,3541 0,4497 0,5519 0,6210 0,4104
=
5 PAS central (mmH
b~ central (mmHg) 0,4506* 0,2445 0,4708* 0,5505* 0,7096* 0,4844*
3
= DE de la PA central
QRe0 0,6047%* 0,4771* 0,5481* 0,5398* 0,4389*
(mmHg] ) ¥ ] ] ]
CV de la PA central
0,4418* * " * * *
(%) 0,5834 0,4626 0,4561 0,4787 0,5207
*
p<0,05
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El analisis de regresion lineal puso en evidencia la existencia de una correlacion positiva
entre el IMVI con la PAS determinada directa e indirectamente, con el DE intradia de la PAS
periférica y con el CV% de la PA central. Aunque el incremento en el drea de cardiomiocitos
se asocio positivamente solo con los parametros de VPA de corto plazo, la fibrosis del VI
mostro una relacion lineal con los parametros directos e indirectos de variabilidad y con el
valor de PAS central, estableciendo el papel preponderante que desempenan la PAS central
y variabilidad de |la PA frente al desarrollo de dano de 6rgano blanco del VI. La fibrosis de la
arteria aorta expuso el mismo patrén de resultados que el contenido de colageno del VI. Por
ultimo, el andlisis morfométrico de la aorta toracica se correlaciond positivamente con la

totalidad de los parametros de PA y VPA.
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DISCUSION
El objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar y comparar los efectos
cardiovasculares, con especial énfasis sobre la VPA, y el impacto sobre el dafio de drgano
blanco en el VI y la aorta toracica de los B-blogueantes atenolol, carvedilol y nebivolol y del
blogqueante calcico amlodipina. Para ello se evaluaron en dos modelos experimentales de
hipertension arterial, el efecto del tratamiento oral crénico con carvedilol 30 mg/kg,
nebivolol 30 mg/kg, atenolol 90 mg/kg o amlodipina 10 mg/kg sobre variables
hemodinamicas y ecocardiograficas, y diferentes parametros morfoldgicos, histoldgicos vy
bioquimicos de dario de organo blanco. Los diferentes tratamientos fueron administrados
por sonda gastrica o trocar una vez al dia. En estudios previos de otros autores, la
administracion cronica de agentes antihipertensivos en modelos de hipertension
experimental fue realizada mediante la suplementacién de la comida o agua de bebida, o de
manera similar al trabajo de tesis, mediante la aplicacion diaria a través de sonda gdstrica. La
eleccion de esta modalidad de administracion se basa en la finalidad de emular el esquema
posoldgico utilizado en el tratamiento de |la hipertensidn arterial en la practica clinica diaria.
En relacidon a las dosis utilizadas en el presente trabajo de tesis, las mismas fueron
seleccionadas en base a estudios previos realizados en roedores, en los cuales se administro
un régimen cronico por via oral utilizando una dosis de carvedilol o nebivolol entre 8 y 30
mg/kg/dia, de amlodipina 10-15 mg/kg/dia y de atenolol 25-100 mg/kg/dia (Andrzejczak y
cols., 2006; Ceron y cols., 2013; Chen y cols., 2013; Guerrero y cols., 2006; Guerrero y cols.,
2003; Liycols., 2006; Lu y cols., 2016; Ohlstein y cols., 1994; Toblli y cols., 2010; Varagic y
cols., 2012; Wang y cols., 2017; Wang y cols., 2013; Wu vy cols., 2007; Cosentino y cols., 2002;
Nayler 1988). Por otro lado, se estudid un Unico nivel de dosis de los diferentes B-
blogueantes y de amlodipina en los modelos de hipertension experimental. Si bien los
estudios farmacologicos se caracterizan por la evaluacion de varios niveles de dosis, la
amplia mayoria de los estudios preclinicos realizados sobre agentes antihipertensivos han
estimado los efectos hemodinamicos y cardioprotectores asociados a la administracion
cronica de un unico nivel de dosis (referencias). Una explicacion plausible es que los
farmacos antihipertensivos, en las dosis utilizadas en la practica clinica, presentan una

relacion dosis respuesta plana al aportar concentraciones plasmaticas y una respuesta
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farmacolégica en la parte superior en la meseta superior de la curva dosis respuesta (Reid y
col., 1990).

La experiencia clinica ha demostrado que los bloqueantes B-adrenérgicos no
vasodilatadores, entre ellos el atenolol, se asocian a una menor proteccion del paciente
frente a eventos cardiovasculares y alteraciones metabdlicas. Se ha postulado que una de las
posibles causas de la escasa cardioproteccion de estos agentes constituye su limitada
capacidad de reducir la PA central y la VPA de corto y largo plazo. Los B-bloqueantes de
tercera generacion, ademds de sus acciones pleiotropicas, presentan un mejor perfil
farmacolégico producto de su efecto vasodilatador, motivo por el cual hemos postulado que
el carvedilol y el nebivolol resultarian superiores al atenolol en la disminucion de aquellos
factores que contribuyen al desarrollo de dano de drgano blanco, como la PA central y la
VPA de corto plazo. Con el objetivo de comprobar esta hipotesis se compararon los efectos
antihipertensivos, cronotropicos, de disminucion de la VPA de corto plazo y accidn sobre la
actividad simpatica vascularde carvedilol, nebivolol y atenolol en los modelos animales de

hipertension estudiados.

Efecto de los farmacos sobre la presion arterial periférica y central

El efecto de los diferentes agentes antihipertensivos sobre la presion arterial
periférica y central fue evaluado de manera indirecta y directa, respectivamente.
Comenzando con el carvedilol, los experimentos de la presente tesis muestran que el efecto
antihipertensivo de dicho farmaco resulta similar al atenolol en los animales SHR e incluso la
accion antihipertensiva periférica del atenolol es superior al carvedilol en el modelo de
hipertension inducida por el L-NAME, pero no a nivel central. La mayor eficacia del carvedilol
en la reduccién de la PA central se explicaria por efecto vasodilatador mediado por el
antagonismo a-adrenérgico.

En el caso de nebivolol, aunque mostro, al igual que el atenolol, una escasa respuesta
antihipertensiva en el modelo de animales SHR, el B-bloqueante de tercera generacion
redujo en mayor medida la PA central que el atenolol. De manera similar, en la hipertension
inducida por la ingesta oral de L-NAME, si bien ambos B-bloqueantes redujeron la PA

periférica, el efecto antihipertensivo central del nebivolol resultd superior al del atenolol.
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Estos resultados serian indicadores del papel importante que cumple el efecto vasodilatador
de los B-bloqueantes de tercera generacion en el control de la PA central.

En concordancia con los hallazgos de esta tesis, nuevos estudios sugieren que los B-
bloqueantes de tercera generacion presentan la capacidad de disminuir la PA central en
mayor medida que los B-bloqueantes mas antiguos, pese a reducciones similares de la PA
braquial. Diversos autores incluso postulan que la terapia con B-bloqueantes clasicos
implicaria un falso control de la PA y de proteccion cardiovascular. En este sentido, dos
pacientes pueden presentar la misma PA braquial con atenolol o carvedilol, pero la presidon
central seria mayor con atenolal. Asi, el subestudio CAFE evidencié que por cada 10 latidos
por minuto (lpm) que reduce el atenolol, la PA central aumenta 3 mmHg (Williams y cols.,
2006). Por lo tanto, el atenolol podria no presentar la misma eficacia en términos de
proteccion cardiovascular a comparacion de los B-bloqueantes vasodilatadores. En un
estudio retrospectivo que incluyd 328 pacientes pese a alcanzar valores de presiones
braquiales equivalentes, el grupo que recibid atenolol presentd mayor presion aodrtica
central e indice de aumentacion y menor amplificacion de la onda de pulso a comparacion
de carvedilol o nebivolol (DiNicolantonio y cols., 2012). En un estudio realizado en 40
individuos con HTA que fueron aleatorizados a recibir atenolol 50 mg/dia o nebivolol 5
mg/dia durante 4 semanas, aunque ambas terapias redujeron la velocidad de la onda de
pulso, el tratamiento con nebivolol redujo la presién aortica de pulso y el indice de
aumentacion de manera superior al atenolol. Ademas, la amplificacion de la onda de pulso,
inversamente proporcional a la rigidez arterial, resulto significativamente aumentado con el
nebivolol, pero se redujo luego de la terapia con atenolol (Fongemie y col., 2015).

La misma tendencia de resultados fue indicada en el estudio llevado a cabo por
Polénia y cols (2010) quienes demostraron que, para pacientes de misma edad, sexo,
presion braquial y velocidad de onda de pulso, el grupo de individuos tratados con atenolol
presenté valores significativamente mds elevados de PAS central en comparacién con
aquellos bajo tratamiento con B-bloqueantes vasodilatadores, carvedilol y nebivolol, o
antagonistas del receptor de angiotensina. Mas aun, un estudio que compard los efectos
hemodindmicos de la administracion de atenolol o nebivolol en pacientes con HTA sistdlica
aislada y que no habian sido tratados previamente con antihipertensivos, determiné que,

pese a lograr el mismo grado de reduccion de PAS periférica y velocidad de propagacion

N W = ‘ Capitulo: DISCUSION



REDUCCION DE LA VARIABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL CON B-BLOQUEANTES O AMLODIPINA Y SUIMPACTO SOBRE EL DANO DE
ORGANO BLANCO | Julieta Del Mauro

adrtica, la terapia con nebivolol se asocia significativamente a menor valor de presion aortica
central e indice de aumentacion (Dhakam y cols., 2008).

Hallazgos similares han sido evidenciados a nivel clinico en estudios comparativos
entre nebivolol y B-bloqueantes de segunda generacidn. Gapon y colaboradores (2005) han
demostrado que el tratamiento de pacientes hipertensos con nebivolol induce un control de
la PA sostenido a lo largo de 24 horas e incluso dicho efecto resulta superior al atenolol
porque reduce en mayor medida la variabilidad y previene la elevacién matutina de la PA.
lgualmente, Kampus y su grupo de investigacion (2011) realizaron un ensayo en 80 pacientes
hipertensos que recibieron nebivolol o metoprolol a lo largo de un ano. Pese a que ambas
terapias mostraron una respuesta similar en términos de efecto antihipertensivo periférico y
disminucion de la FC, el grupo que recibid nebivolol presentd menor PA sistdlica y diastdlica
central, acompafado de una disminucion en el espesor de la pared del VI. En su conjunto
estos resultados serian indicativos de que el efecto vasodilatador del nebivolol y del
carvedilol ofrece un mejor perfil hemodinamico en comparacion con B-bloqueantes no

vasodilatadores.

Efecto de los fdrmacos sobre la variabilidad de la presion arterial de corto
plazo

Resulta ampliamente conocido el efecto deletéreo que induce el aumento de la PA
sobre los drganos blanco durante la patologia hipertensiva y la consecuente proteccion gue
genera su disminucion. Sin embargo, el nivel de tension arterial no es el Unico factor
determinante para la aparicion de lesion de drgano blanco y, en este contexto, numerosos
estudios han establecido la importancia de la VPA en su desarrollo (Parati y col., 2001; Parati
1987; Sleight y cols., 1997; Suy col., 2005; Su y col., 2001; Xie y cols., 2006). Incluso diversas
investigaciones han demostrado que la VPA afecta al érgano blanco en mayor medida que la
PA misma (Su y col., 2005). Teniendo en cuenta estos antecedentes, la reduccion de la VPA
podria ser considerada como una nueva meta terapéutica en el tratamiento de la HTA
(Schillaci y cals., 2011; Xie y cols., 2006).

En la ultima década se ha profundizado en el impacto que genera la VPA sobre la

morbimortalidad cardiovascular de sujetos normotensos e hipertensos, ya que la fluctuacion
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excesiva de la PA contribuye de manera independiente en la progresion de dafo de érgano
blanco y el desencadenamiento de eventos cardiovasculares (Rothwell, 2011).

Para comprender la importancia fisiologica y patoldgica de la VPA, el estudio en
animales de experimentacion resulta indispensable debido a que su correcta evaluacion
requiere un registro intra-arterial y continuo de la PA a partir del empleo de equipos o
catéteres invasivos. Por su naturaleza invasiva, resulta dificultoso la implementacion de este
tipo de estudios en individuos (Su, 2006). Si bien hoy en dia se cuenta con numerosos
instrumentos no invasivos, estos presentan un elevado costo y, ademas, realizan una
estimacion de la VPA y no una medida directa (Parati vy cols., 2013). Por lo tanto, a diferencia
de los humanos, el estudio en animales de experimentacion permite realizar distintas
intervenciones con el objetivo de estudiar directamente el nivel de VPA. Por ctro lado, a
nivel clinico, el dafno de érgano blanco Unicamente puede evaluarse de manera indirecta a
partir del examen clinico o el estudio de marcadores bioquimicos en sangre, orina u otros
fluidos corporales siendo la principal desventaja de estas determinaciones la incapacidad de
proveer evidencia directa de los cambios ocurridos a nivel tisular o celular. Por el contrario,
en los estudios preclinicos, el dafio de 6rgano blanco puede ser valorado de manera directa
y precisa a partir de ensayos histopatologicos post mortem (Su, 2006).

A nivel preclinico, numerosos trabajos han establecido la importancia de la VPA en
el desarrollo de dafio de drgano blanco en distintos modelos roedores (Su, 2006; Wang y
cols., 2005; Xiey cols., 2006). Asi, Miao y colaboradores (2006) demostraron que la VPA es un
factor determinante y de mayor importancia que el valor promedio de PA en el desarrollo de
lesion cardiaca, renal o adrtica en ratas SAD y SHR-SAD. El tratamiento estadistico de los
resultados a partir de un andlisis de regresion univariada evidencid coeficientes de
correlacion mas altos y con intervalos de confianza mas estrechos para los parametros de
dano de drgano blanco con la VPA que con la PA. Incluso distintos modelos animales
empleados para el estudio de la HTA, como las ratas sal sensibles, 2 rifiones — 1 clip e
hipertensas por la administracion de L-NAME, muestran niveles elevados de VPA y baja
sensibilidad del barorreflejo, Dichos cambios hemodinamicos se acompanan de alteraciones
estructurales a nivel cardiaco, vascular y renal con hipertrofia y fibrosis y modificaciones en
la expresion de mediadores quimicos tales como endotelina-1, angiotensina Il y TNF-a

(Wang y cols., 2005). Teniendo en cuenta estos antecedentes, resulta de gran importancia
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enfatizar el estudio del efecto de los antihipertensivos sobre la VPA y su impacto en el dario
de dérgano blanco.

Las ratas SHR han sido utilizadas durante mucho tiempo como modelo para analizar
diferentes aspectos de la HTA, principalmente por su similitud con |a hipertension esencial
del humano. Estas semejanzas incluyen la predisposicion genética al desarrollo de HTA sin
etiologia especifica, la hiperreactividad vascular, el incremento de la resistencia periférica
total, |a falla cardiaca tanto diastdlica como sistdlica y el aumento de la fluctuacién de la PA
(Chan y cols., 2011; Hallback y col., 1977; Xie y cols., 2006). La ingesta crdnica y oral de L-
NAME ha sido establecida como un modelo de hipertension experimental con disfuncion
diastolica caracterizado por la elevacion de la PA y su variabilidad asociada a desarrollo de
dafno de drgano blanco (Sadek y cols., 2015; Tsuchiya y cols., 2010; Wang y cols., 2005;
Zambrano y cols., 2013). Estudios previos han evidenciado que el bloqueo sostenido de la
enzima oxido nitrico sintasa por la ingesta oral de L-NAME aumenta el espesor de la media
adrtica, los niveles de citoquinas proinflamatorias, la expresion de TGF-B en arterias
coronarias y el espesor parietal del VI, un predictor independiente de disfuncion sistélicay
diastolica (Bartunek y cols., 2000; Li y cols., 2001; Li y cols., 2006; Kataoka y cols., 2004;
Paulis y cols., 2008; Sadek y cols., 2015).

En los resultados del presente trabajo de tesis, a comparacion de sus controles, los
dos modelos experimentales de hipertension mostraron valores basales de DE intradia de la
PAS periférica, DE entredia de la PAS periférica, DE de la PA central y CV% mas altos, lo que
confirma que la VPA de corto y mediano plazo aumenta conjuntamente con la elevacion de
la PA. Sin embargo, cabe destacar que el incremento del CV% sugiere que la elevacion de la
VPA resulta independiente del aumento de la PA (Jiang y cols., 2017). El tratamiento oral
cronico con los B-bloqueantes vasodilatadores de tercera generacion, nebivolol y carvedilol,
atenta de manera marcada la VPA de corto plazo en el modelo experimental SHR e
hipertensas por la administracion de L-NAME. El andlisis en conjunto de los resultados de la
medicion directa e indirecta de la PA establece que el nebivolol y el carvedilol, en una dosis
diaria de 30 mg/kg, son capaces de reducir de manera significativa el DE del registro de PA,
un reconocido pardmetro de la variabilidad de corto plazo (Parati y cols., 2013), de manera
superior al B-bloqueante de segunda generacion atenolol y equiparable al bloqueante

calcico amlodipina.
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En el modelo de animales con hipertension genética, en la determinacion de la PA
indirecta, si bien ninguno de los B-bloqueantes vasodilatadores genera una reduccion de la
PAS, ambos disminuyen su fluctuacion a corto plazo en mayor medida que el atenolol y en
forma comparable con la amlodipina e incluso son capaces de normalizar completamente su
valor. El nebivolol y el carvedilol reducen la variabilidad de la PA en mayor medida que el
atenolol, sugiriendo que los PB-bloqueantes vasodilatadores brindan un beneficio
hemodinamico mayor en comparacion con los B-bloqueantes de segunda generacion.
Aunque el atenolol redujo significativamente el DE de la PA central y el CV%, su efecto fue
ampliamente sobrepasado por el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina. Mas aun, el analisis
de la VPA a mediano plazo, estimada a partir del DE entredia de la medicién de PAS
indirecta, establece que tanto el nebivolol como la amlodipina controlan la variabilidad dia a
dia en animales SHR. El carvedilol, en cambio, aunque mostré cierta tendencia en su
reduccion no alcanza la significancia estadistica mientras que el atenolol incremento la
estimacion de la VPA de mediano plazo.

En el modelo de ratas hipertensas por la administracion de L-NAME, contrariamente
con los resultados obtenidos en el modelo de hipertension genética, el atenolol no generd
respuesta sobre la VPA de corto plazo determinada tanto de manera directa como indirecta,
mientras que el carvedilol, el nebivolol y la amlodipina mostraron una marcada reduccion
del DE intradia de la PAS periférica, DE de la PA central y CV% de la PAS central. En el andlisis
de VPA a mediano plazo, se obtuvo la misma tendencia de resultados que para los animales
SHR, en donde tanto el nebivolol como la amlodipina controlan la variabilidad entre dias.

Considerando la relacion directa existente entre el nivel de PA con la magnitud de la
VPA de corto plazo (Wang y cols., 2005), la reduccién de la VPA inducida por los B-
bloqueantes de tercera generacion y la amlodipina podria ser una consecuencia indirecta del
efecto hipotensor de los farmacos. Sin embargo, varios hallazgos de la presente tesis
doctoral y de experimentos anteriores realizados en nuestro laboratorio establecen que la
disminucion del DE promovida por los B-bloqueantes de tercera generacion es, al menos en
parte, independiente de la respuesta antihipertensiva. En primer lugar, en ambos modelos
experimentales, el hecho de que el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina presenten un
efecto mas pronunciado sobre la VPA de corto plazo que sobre la PA establece, por un lado,
que la reduccién de cada uno de los parametros es independiente entre siy, por el otro, que

las drogas resultan mds efectivas para controlar la VPA que la PA misma. En segundo lugar,
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estudios previos realizados en nuestro laboratorio han establecido que la administracion
aguda de nebivolol redujo de la PA de manera bifasica, es decir generd un rapido efecto
antihipertensivo inicial seguido de la normalizaciéon de la presiéon y el posterior descenso
tensional sostenido. Sin embargo, la disminucion del DE del registro continuo de PA central
resultd constante a lo largo de todo el experimento (Bertera y cols., 2014; Bertera y cols.,
2012). Es decir, el efecto del nebivolol sobre la PA y su variabilidad de corto plazo mostré un
curso temporal diferente. Estos resultados fueron observados en animales SHR, hipertensos
por la administracion de L-NAME e hipertensos por sobrecarga oral de fructosa. Finalmente,
para establecer la independencia de la reduccion de la VPA respecto del efecto hipotensor
en ratas SAD, nuestro grupo de investigacion también ha evaluado la eficacia de diferentes
agentes antihipertensivos a dosis subpresoras (Bertera y cols., 2013). En este estudio, la
aplicacion aguda e intravenosa de una dosis baja de carvedilol (0,1 mg/kg) o nebivolol (0,3
mg/kg) indujo un marcado descenso de la VPA de corto plazo a pesar de mostrar escasos
efectos sobre la PA media.

En igual sentido, en estudios previos hemos demostrado que la administracion de
nebivolol a bajas dosis (0,3 mg/kg) en animales hipertensos por L-NAME y en ratas
normotensas induce una marcada reduccion del DE del registro continuo de PA a pesar de
los limitados efectos sobre el nivel de la misma. Jiang y colaboradores (2016) demaostraron
que la infusion continua de angiotensina Il aumenta la VPA de corto plazo en ratas Wistar,
un efecto en parte independiente de la elevacion de la tension arterial. De manera similar, el
mismo grupo de investigacion en el afio 2017 establecio que, aunque la administracion de
hidralazina reduce Unicamente la PAS sin cambios en su fluctuacion, la azelnidipina reduce
tanto la PAS como su VPA de corto plazo, indicando que ambos pardmetros hemodindmicos
constituyen entidades independientes (liang vy cols., 2017).

Por lo tanto, teniendo en cuenta estos antecedentes y los resultados de la presente
tesis doctoral, para un mismo grupo experimental, las diferencias existentes en los
resultados obtenidos para la PA y su variabilidad establece la independencia entre dichos
factores de riesgo cardiovascular (Berry y cols., 2016; Parati y cols., 2013). Actualmente, el
efecto del tratamiento crénico con B-bloqueantes vasodilatadores sobre la VPA ha sido
escasamente reportado en estudios preclinicos. En trabajos previos, nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que la administracion aguda, por via intravenosa, de nebivolol

o carvedilol reduce sustancialmente la VPA de corto plazo en animales SHR, hipertensos por
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la administracion de L-NAME o ratas SAD (Bertera y cols., 2013; Bertera y cols., 2012; Di
verniero y cols., 2010). Por otro lado, la administracion crénica de carvedilol en una dosis de
2 mg/kg en animales infartados reduce significativamente la VPA de la PAS determinada de
manera directa. Ademas, dicho efecto hemodinamico se acompafid de una disminucion del
IMVI (Dantas y cols., 2013).

Aunque al dia de hoy no se han publicado estudios clinicos que hayan comparado
directamente el efecto del tratamiento a largo plazo con carvedilol, nebivolol o atenolol
sobre la VPA, existe evidencia del efecto beneficioso del nebivolol y del carvedilol sobre la
VPA en pacientes con hipertension. Gapon y colaboradores (2005) han demostrado que,
aunque tanto el atenolol como el nebivolol exhiben propiedades antihipertensivas similares,
el tratamiento con nebivolol previene en mayor medida que el atenolol el incremento
matutino de la PA y de su variabilidad a lo largo de 24 horas en pacientes con hipertension
en estadio Il. El estudio NEHIS realizado en pacientes ancianos con HTA sistdlica aislada
quienes recibieron tratamiento combinado con  nebivolol/hidroclorotiazida o
irbesartan/hidroclorotiazida durante 12 semanas demostré que tanto la PA sistdlica vy
diastolica como la variacion de la PA dentro de 24 horas, determinada tanto a partir del DE
como del CV del registro indirecto de PA, resultd menor en aquellos individuos que
recibieron terapia a base de nebivolol (Grassiy cols., 2017). Por otro lado, el tratamiento con
25 mg de carvedilol dos veces al dia durante 3 meses atenua el CV de la PA en pacientes con
HTA moderada, mientras que la administracién de 25 mg de carvedilol una vez al dia durante
3 semanas reduce la VPA en pacientes ancianos con HTA leve a moderada. (Crippa y cols.,
2002; Gel'tser y cols., 2001). Una limitacion importante resulta el hecho de que en ninguno
de estos estudios se evaluo el dafio de drgano blanco y por lo tanto no puede establecerse la

relacion existente entre la disminucion de la VPA y |a lesion de érgano blanco.

Efecto de los farmacos sobre la variabilidad de la presion arterial de mediano
plazo

En el trabajo de tesis también se estudio el efecto de los farmacos sobre la VPA
entre dias. Aunque existe meno informacion acerca de la relevancia de la VPA a mediano
plazo que a corto plazo, su importancia radica en el hecho de que se ha demostrado que su

incremento se asocia con una mayor prevalencia y gravedad del dafio cardiaco, vascular y
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renal, asi como mayor riesgo de eventos cardiovasculares (Parati y cols., 2013). La VPA dia-a-
dia se encuentra asociada a factores relacionados con el grado de control de la PA, la
adecuada dosificacion vy titulacion del farmaco, el cumplimiento terapéutico por parte del
paciente y la vida media de eliminaciéon de la droga (Parati y cols., 2013). Por lo tanto, la
mayor capacidad del nebivolol y de la amlodipina para controlar la VPA de mediano plazo
puede ser explicada teniendo en cuenta el efecto antihipertensivo sostenido que generan
dichos farmacos.

Hallazgos clinicos han demostrado una mayor relacién pico-valle para la PAS luego
de la administracion diaria de amlodipina en comparacion del carvedilol y el atenolol (Flack y
col,, 2011; Hernandez y cols., 2001; Moser y col., 1998). Por otro lado, el nebivolol es un
farmaco que presenta una respuesta antihipertensiva mas duradera que el carvedilol o el
atenolol debido a su lenta disociacion del receptor Bi-adrenérgico v a la presencia de
metabolitos activos (Kuroedov y cols., 2004).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han establecido que la
administracion aguda de nebivolol en animales SHR, hipertensos por la administracion de L-
NAME e hipertensos por sobrecarga oral de fructosa ejerce una accidon hipotensora mas
prolongada que el carvedilol o el atenolol. En contraposicion a la rapida recuperacion de los
valores iniciales de PA detectada en los experimentos con carvedilol o atenolol, nebivolol
ejercid una respuesta hipotensora sostenida, teniendo en cuenta que la presion arterial no
retornd a los valores basales durante las 3 horas de registro continuo de tension central
(Bertera y cols., 2014; Bertera y cols., 2013; Bertera y cols., 2012,). Este tipo de respuesta
hipotensora sostenida del nebivolol evidenciada tanto en estudios agudos como crénicos ha
sido descrita previamente por otros autores (Van de Water y cols., 1988). Dicho patrén
farmacodinamico de nebivolol contrasta con otros B-bloqueantes como carvedilol y atenolol.
Incluso distintos estudios indican que el nebivolol presenta una relacion pico-valle mayor
que el carvedilol o el atenolol (Flack y col., 2011; Stoschitzky y cols., 2006; Van Neuten y col.,
1998).

Varios mecanismos pueden contribuir a la eficacia hipotensora sostenida de
nebivolol, incluyendo la lenta velocidad de disociacion del receptor y la generacion de
metabolitos activos (Kuroedov vy cols., 2004; Meier y cols., 2004). En consonancia con estos

hallazgos, estudios clinicos han establecido que la toma oral de nebivolol una vez al dia
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mantiene un efecto antihipertensivo sostenido a lo largo de 24 horas (Van Bortel y cols.,

2008).

Efecto de los farmacos sobre la variabilidad de la presiéon arterial latido-a-
latido

En el presente trabajo de tesis doctoral, con el objetivo de estudiar el efecto de la
administracion cronica de los farmacos sobre la respuesta simpatica y miogénica vascular se
realizd un analisis espectral del registro continuo de la PA. Como ha sido desarrollado
previamente, diversos trabajos de investigacion revisados por Stauss (2007) han
determinado que la identificacion de los componentes de frecuencia de la VPA latido-a-
latido mediante el andlisis espectral del registro continuo de PA puede brindar informacion
acerca de los mecanismos neurohumorales implicados en la regulacion del nivel de tension
arterial. Asi, en ratas, el NO derivado del endotelio, la funcion miogénica vascular y los
componentes del SRA modulan el dominio VLF de la VPA latido-a-latido mientras que la
variabilidad de LF se ve influenciada por la modulacion simpatica del tono vascular y el NO
(Stauss, 2007). La normalizacion del dominio de VLF y LF a partir de sus respectivos cocientes
(VLF/HF y LF/HF) tiende a reducir los cambios derivados de la medida absoluta. Los avances
en el analisis espectral de la variabilidad latido-a-latido ha permitido validar a la relacion
LF/HF como marcador establecido de la actividad simpatica vascular tanto en estudios
preclinicos como clinicos (Fazan y cols., 2008; Souza y cols., 2008). Por otro lado, la
variabilidad en el dominio HF se encontraria afectada principalmente por los cambios en el
gasto cardiaco (Janssen y cols., 1995; Salman, 2015).

El andlisis de la VPA latido-a-latido establecié que los dos modelos experimentales
de hipertension presentan valores mas altos de los cocientes VLF/HF y LF/HF a comparacion
de sus controles. En concordancia con nuestros resultados, estudios previos han establecido
que el bloqueo agudo de la sintesis de NO a partir de la administracion de L-NAME produce
un aumento de la VPA latido-a-latido al elevar el valor absoluto y normalizado del dominio
LF (Gouédard y cols., 1996). De igual manera, el analisis espectral de la PA realizado en ratas
SHR pone en evidencia incremento del componente LF (Bouissou-Schurtz y cols., 2015;
Chaouche-Teyara 1997; Dabiré y cols., 2002). Los resultados de la presente tesis y los
trabajos aqui mencionados indicarian que en los modelos animales estudiados existe un

compromiso de la actividad simpatica vascular en el desarrollo de la patologia hipertensiva.
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La investigacion publicada por los autores Norman y Dzielak (1986) demostrd que en la HTA
desarrollada por las ratas SHR se encuentra implicada la sobreactividad simpatica vascular.
Por otro lado, la hipertensién inducida por el L-NAME es reducida de manera significativa
luego del procedimiento de simpatectomia o bloqueo ganglionar, brindando evidencia
indirecta de que el bloqueo en la sintesis de NO incrementa la actividad simpatica
(Augustyniak y cols., 2006; Habler y cols., 1997, Hirai y cols., 1995). De igual manera, ha sido
ampliamente establecido que en los animales SHR y L-NAME |a respuesta vascular miogénica
se encuentra significativamente aumentada (Bertera y cols., 2014; Hughes y col.,, 2002;
Izzard y cols., 1996; Lin y cols., 2012).

Teniendo en cuenta el efecto de las drogas sobre el analisis espectral de VPA, se
encontré que tanto los PB-bloqueantes vasodilatadores como el blogueante calcico
normalizarian la sobreactividad simpatica vascular encontrada en los dos modelos animales
de hipertension. Este efecto probablemente sea consecuencia del antagonismo sobre los
receptores a-adrenérgicos por parte del carvedilol, de la accién liberadora de NO endotelial
que genera el nebivolol o del bloqueo de la vasoconstriccion por disminucion de la
disponibilidad de calcio de la amlodipina. En concordancia con los resultados obtenidos para
el nebivolol, trabajos previos han descripto acciones simpaticoliticas del nebivolol las cuales
estarian relacionadas con el aumento de la biodisponibilidad del NO (Chiladakis y cols., 2004;
Sacco y cols., 2005).

Sacco (2005) ha encontrado que la aplicacién aguda y central de nebivolol en el
cerebro incrementa la liberacion de NO, reduciendo de este modo la actividad del sistema
nervioso simpatico. Estos datos indicarian que la actividad simpaticolitica del carvedilol y
nebivolol constituye un mecanismo de accidon implicado en las superiores propiedades
farmacodinamicas respecto de B-bloqueantes no vasodilatadores. Ademas, la reduccion en
la actividad simpatica vascular podria estar relacionada con el mayor efecto sobre la PA
central inducida por los B-bloqueantes de tercera generacidon. Estudios previos han
demostrado que la amlodipina afecta indirectamente la variabilidad en el dominio de
frecuencia LF debido a que impide la vasoconstriccion adrenérgica. El bloqueo de los canales
de calcio tipo L conduciria a una baja disponibilidad del idon necesario para la contraccion
muscular. De esta manera, la amlodipina ejerce indirectamente una disminucién de la

modulacién simpatica del tono vascular (Stauss, 2007).
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Adicionalmente, la administracion cronica de los B-bloqueantes vasodilatadores y la
amlodipina es capaz de atenuar el cociente VLF/HF, hallazgo que sugeriria una reduccion del
tono vascular miogénico en ambos modelos de hipertension. Cabe destacar que en el grupo
hipertenso por la administracion crénica de L-NAME, el carvedilol y la amlodipina
presentaron un efecto superior al nebivolol, probablemente debido a la accidon reguladora,
mas directa, que ambas drogas generan sobre los niveles de es** implicados en la
contractilidad de las arteriolas. De esta manera, teniendo en cuenta que la funcion
miogénica vascular requiere la libre vasoconstriccion o vasodilatacion de las arterias, la
amlodipina al bloguear los canales de ca* implicados en la contraccion vascular, afectaria a
la VPA |atido-a-latido en el rango de frecuencia VLF. Por su parte, el carvedilol al antagonizar
a los recetores ai-adrenérgicos periféricos tendria una accion mas directa sobre la
contractilidad arterial en comparacion con el nebivolol, motivo por el cual tendria un mayor
efecto sobre el rango VLF (Hughes y col., 2002; Stauss, 2007). En su conjunto, los resultados
del andlisis espectral establecen que el carvedilol y el nebivolol reducen la VPA latido-a-
latidoc de manera superior al atenclol y equiparable al bloqueante calcico amlodipina. Por
ultimo, el incremento en la relacion VLF/HF evidenciada por parte del atenolol podria ocurrir
como consecuencia del bloqueo de |os receptores By-adrenérgicos (Wiysonge y cols., 2017).

Aunque el efecto del carvedilol o nebivolol sobre la VPA latido-a-latido en la HTA no
ha sido ampliamente estudiado, la administracion cronica de carvedilol en una dosis de 2
mg/kg por via oral en animales infartados normaliza el dominio LF (Dantas y cols., 2013).
Ademas, la administracion de carvedilol en pacientes con insuficiencia cardiaca mejora la
funcion hemodinamica, la sensibilidad del barorreflejo y reduce la VPA latido-a-latido en el
dominio LF determinada de manera no invasiva luego de 3 meses de tratamiento (Piccirillo y
cols., 2000). Investigaciones previas realizadas en nuestro labaratorio han establecido que Ia
administracion aguda por via intravenosa de carvedilol o nebivolol genera una reduccion de
los dominios VLF y LF del andlisis espectral de PA en animales espontidneamente
hipertensos, hipertensos por la administracion de L-NAME y SAD (Bertera y cols., 2014;
Bertera y cols., 2013; Bertera y cols., 2012; Di Verniero y cols., 2010). En su trabajo de
revision del ano 2007, Stauss ha establecido que las catecolaminas tienen un rol relevante en
la funcion miogénica vascular y su infusion intravenosa aumenta la actividad del dominio VLF
de la VPA. De esta manera, el carvedilol y el nebivolol por su actividad simpaticolitica

vascular son capaces de disminuir el tono miogénico. Por otro lado, la capacidad de los
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bloqueantes calcicos para atenuar el dominio VLF se encuentra ampliamente establecida. Sin
embargo, la habilidad de este grupo de farmacos para reducir el dominio LF ha sido atribuida
a la inhibicidon de la vasocontricciona; mediada debido al bloqueo de los canales de ca®*
necesarios para generar la contraccion muscular (Stauss, 2007). Mas aun, Nobre y
colaboradores (2006) encontraron que el tratamiento oral con amlodipina normaliza la
elevacion del componente LF de la VPA latido-a-latido en el modelo de hipertension renal de
2 rinones—1 clip.

En su conjunto, en términos de efecto sobre la VPA de corto plazo, mediano plazo y
latido-a-latido, los blogueantes B-adrenérgicos de tercera generacion muestran propiedades

farmacolégicas superiores al atenolol y equiparables al bloqueante calcico amlodipina.

Efecto de los farmacos sobre marcadores bioquimicos de inflamacion y fibrosis

Un segundo objetivo de |la presente tesis doctoral fue comparar el efecto del
tratamiento crénico con atenolol, nebivolol, carvedilol o amlodipina sobre el dafio de drgano
blanco en el VI y la aorta tordcica de animales SHR e hipertensos por la administracion
sostenida de L-NAME a partir de determinaciones de tipo ecocardiograficas, morfoldgicas,
histologicas y bioguimicas.

En primer lugar, es bien conocido que las citoquinas inflamatorias, como el TNF-a v
la IL-6, contribuyen al dafio de drgano blanco durante la HTA, Mas auln, la activacion del TNF-
a es un indicador independiente del prondstico de mortalidad en pacientes con falla
cardiaca (Morillas y cols., 2012; Valgimigli y cols., 2005). A nivel clinico, el estudio PROSPER
determind que la elevacion de la VPA visita-a-visita de la PAS, PAD y presion de pulso de
pacientes afiosos con HTA y riesgo de eventos cardiovasculares se asocia a mayor
concentracion sérica de IL-6 (Poortvliet y cols., 2015). Diversos estudios establecen que en
los animales SHR los niveles circulantes de TNF-a e IL-6 se encuentran significativamente
incrementados (Andrzejczak y cols., 2014; Lataro y cols., 2015). Del mismo modo, la
hipertensidon inducida por la ingesta de L-NAME produce un aumento de los niveles séricos
de TNF-a e IL-6 (Gonzalez y cols., 2000; Miguel-Carrasco y cols., 2008).

Para los animales hipertensos tanto genéticamente como por la administracion de
L-NAME el aumento en los niveles de TNF-a, IL-6, TGF-3, asi como la alteraciéon de aquellos
parametros de remodelado cardiaco y vascular han sido ampliamente descriptos por

trabajos cientificos anteriormente publicados (Barone y cols., 2007; Bartuneky cols., 2000;
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Cardinale y cols., 2010; Guerrero y cols., 2006; Guerrero y cols., 2003; Lai y cols., 2002;Lu y
cols., 2016; Madden y cols., 2016;Miao y cols., 2006; Mossad y cols., 2017; Ohlstein y cols.,
1994; Phungphong y cols., 2017; Sun y cols., 2015; Wang y cols., 2017; Wang y cols., 2013).
En nuestro trabajo, las ratas SHR y L-NAME presentaron un incremento significativo de la
expresion de las citoquinas proinflamatorias. En ambos modelos experimentales la
administracion de nebivolol, carvedilol y amlodipina fue capaz de disminuir la respuesta
inflamatoria evidenciada por una reduccion en los niveles de TNF-a e IL-6 en los dos 6rganos
evaluados con la excepcién de que en el modelo de hipertension por L-NAME, el nebivolol
no presentd respuesta sobre el TNF-a adrtico y ademds mostro escaso efecto en la
determinacién de dicha citoquina y la IL-6 a nivel ventricular. Contrariamente, el nebivolol
redujo la expresion de los mediadores proinflamatorios en el modelo de hipertension
genética. Teniendo en cuenta el mecanismo de accion del L-NAME v el nebivolol sobre |la
enzima oxido nitrico sintasa, estos resultados podrian indicar que existe una posible
competencia entre ambos compuestos sobre la via del NO (Fortepiani y cols., 2002; Wang y
cols., 2017).

Por otro lado, en los animales genéticamente hipertensos, aunque el tratamiento
con atenolol disminuye los niveles ventriculares de IL-6, no modifica la expresion de dicha
citoquina en la aorta toracica ni la de TNF-a en ambos organos estudiados. Incluso, el
atenolol no presentd respuesta sobre los marcadores inflamatorios en las ratas hipertensas
por L-NAME. Estos datos establecen que |a eficacia del atenolol para normalizar la expresion
de factores proinflamatorios resulta menor en relacion al resto de las drogas evaluadas.
Zhang y colaboradores (2004) han demostrado que la administracién durante 12 semanas de
atenolol 20 mg/kg/dia en ratas SAD reduce los niveles plasmaticos de TXB>, IL-1 y TNF-a.. No
obstante, la falta de eficacia del atenolol en términos de normalizacion de la expresion de
mediadores relacionados con procesos inflamatorios y fibroticos también ha sido
ampliamente reportada (Andrzejczak y cols., 2006; Wang y cols., 2017). En este contexto, el
tratamiento de ratas L-NAME con atenolol o nebivolol durante 8 semanas evidencié que,
aunque ambas terapias reducen la PA, la administracion de nebivolol presenta un efecto
antihipertensivo superior. Ademas, el nebivolol redujo las especies reactivas de oxigeno, no
asi el atenolol (Wang y cols., 2017).

Estudios previos han establecido que tanto el nebivolol como el carvedilol

presentan una respuesta antiinflamatoria a nivel cardiaco en roedores (Imbaby vy cols., 2014;
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Li y cols., 2006). En este orden de ideas, se demostrd que la activacion del receptor B-
adrenérgico aumenta la expresion de los genes de la familia de IL-6 en fibroblastos cardiacos
y promueve la apoptosis inducida por LPS a través del TNF-a (Wang y cols., 2015; Yin y cols.,
2003). Ademas, la incubacion de fibroblastos cardiacos de ratas Sprague-Dawley con una
solucién de noradrenalina 10 mM aumenta 50 veces la produccion cardiaca de IL-6 (Blrger y
cols., 2001). Por otro lado, el bloqueo de los canales de calcio con amlodipina reduce el
estado proinflamatorio asociado a la patologia hipertensiva. De esta manera, la terapia por
via oral con 10 mg de amlodipina durante 4 semanas disminuye la elevacion de los niveles
circulantes de TNF-a en pacientes hipertensos. La misma tendencia de resultados ha sido
observada luego del tratamiento con 15 mg/kg o 25 mg/kg de amlodipina durante 21 dias en
ratas SHR (Andrzejczak y cols., 2006; Fogari y cols., 2006). De manera similar, Navarro-
Gonzalez y colaboradores (2010) encontraron que el tratamiento de pacientes diabéticos e
hipertensos con amlodipina reduce la elevacion en los niveles circulantes de ciertas
citoquinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-6.

Por otro lado, el TGF-B es una citoquina que media una amplia cantidad de procesos
fibroticos y participa en el remodelado cardiaco y vascular durante la HTA (Shang y cols.,
2016; Sun y cols., 2015). Recientemente diversas investigaciones preclinicas han demostrado
que la elevacion de la VPA de corto plazo se asocia a mayores niveles de TGF-B. En ratas WKY
el incremento de la fluctuacion de la PA en el modelo SAD induce un aumento moderado del
infiltrado perivascular de macrofagos, de manera similar al encontrado en animales SHR. En
contraste, las ratas SHR sometidas a SAD exhiben un masivo infiltrado de macrofagos
perivascular e intersticial cardiaco (Kai y cols.,, 2009). Estos cambios en el infiltrado
inflamatorio se vieron acompafiados por modificaciones en la expresion de citoguinas. Asi,
aunque los niveles de la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) y el TGF-B resultan
similares en animales WKY-sham y SHR-sham, estos se encuentran elevados en las ratas
WKY-SAD y mds aun en el grupo SHR-SAD, estableciendo la importancia de la VPA sobre la
expresion del TGF-B. De manera adicional, el incremento de dichos mediadores
inflamatorios y fibrdticos es, temporalmente, anterior al remodelado cardiovascular (Kai y
cols., 2009).

En nuestro trabajo, las ratas SHR y L-NAME presentaron un incremento significativo
de la expresion del TGF-B en el VI y la aorta toracica. En ambos modelos de hipertension, la

administracion de los B-bloqueantes de tercera generacion y del bloqueante cdlcico fue
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capaz de disminuir la respuesta fibrotica evidenciada por una reduccion en los niveles de
TGF-B de ambos drganos evaluados, nuevamente con la excepcion de que en el modelo de
hipertensidn por L-NAME, el nebivolol no presenté efecto sobre dicha citoquina en el Vil y,
ademas, mostré menor respuesta en relacion al carvedilol y la amlodipina a nivel adrtico.
Contrariamente, el nebivolol redujo la expresion del TGF-B en el modelo de hipertension
genética.

En concordancia con nuestros resultados, Ceron y colaboradores (2013)
demostraron que en el modelo de hipertension renal 2 rinones — 1 clip el nebivolol reduce,
en mayor medida que el bloqueante B-adrenérgico de segunda generaciéon metoprolol, la
expresion del TGF-B en la aorta toracica. En un modelo animal de sindrome metabdlico,
aunque la administracion de atenolol y nebivolol produce una reduccion equivalente de la
PA, solo el nebivolol fue capaz de reducir la hipertrofia cardiaca y |a sobreexpresion del TGF-
B, demostrando la superioridad de los B-bloqueantes vasodilatadores por scbre el atenolol
en términos de cardioproteccion (Toblli y cols., 2010). Por su parte, el tratamiento con
carvedilol durante 4 semanas disminuye significativamente los niveles de TGF-p en el
miocardio infartado y atenua el contenido de hidroxiprolina, un marcador de la sintesis de
coldgeno, y la expresion de TGF-p de manera superior al metoprolol (Li y cols., 2006; Wei y
cols., 2000). La terapia con amlodipina reduce la sobreexpresion de TGF-B en la aorta de
animales hipertensos por L-NAME (Laiy cols., 2002).

Existe evidencia que demuestrague el aumento de especies reactivas de oxigeno
puede estimular la via del TGF-B/Smad (Barcellos-Hoff y col., 1996; Jiang vy cols., 2014).
Ademas, la activacion de la enzima NADPH oxidasa que ocurre durante el estado
hipertensivo y el consecuente aumento en la produccidon de especies oxidantes, también
participa en el efecto profibrotico del TGF-B. En fibroblastos el TGF-B estimula la expresion
de la subunidad catalitica Nox de esta enzima y dicho aumento de la actividad de la NADPH
oxidasa promueve la sintesis de distintos componentes de la matriz extracelular (Jiangy cols.,
2014). Teniendo en cuenta estos antecedentes resulta importante destacar que la actividad
antioxidante directa del carvedilol, del nebivolol y de la amlodipina podria contribuir en el
efecto antiinflamatorio y antifibrético que presentan dichas drogas. Estudios clinicos han
demostrado que el carvedilol y el nebivolol presentan accién antiinflamatoria debido a su
efecto antioxidante, ya que el aumento de especies reactivas de oxigeno genera la activacion

de factores de transcripcion redox-sensibles que luego inducen citoquinas proinflamatorias
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comao el TNF-a, la IL-6 y las metaloproteasas (Ceron y cols., 2013; Dandona vy cols., 2007). Sin
embargo, existe evidencia cientifica que indica que el nadolol -B-bloqueante con accidn
antioxidante demostrada- carece de efecto sobre mediadores inflamatorios (Dandona y

cols., 2007).

Efecto de los farmacos sobre el dafiio de drgano blanco en el ventriculo
izquierdo

En concordancia con los efectos de los B-bloqueantes de tercera generacion sobre
los intermediarios proinflamatorios y profibrotico, dichos antihipertensivos fueron capaces
de revertir el remodelado vascular y cardiaco propio de la patologia hipertensiva
evidenciado por hallazgos morfoldgicos, histologicos y ecocardiograficos.

El tratamiento cronico con carvedilol o nebivolol fue capaz de prevenir el dafo de
organo en el miocardio de manera similar a la amlodipina. La reduccién de la sobreexpresion
de TGF-B a nivel ventricular para los B-blogueantes de tercera generacion y el bloqueante
calcico se acompano de una disminucion del contenido de colageno intersticial, del area
promedio de cardiomiocitos y del espesor de las paredes ventriculares. En animales SHR,
numerosos estudios preclinicos demostraron el efecto cardioprotector del nebivolol y el
carvedilol respecto a la reduccion de la hipertrofia ventricular izquierda (Barone y cols.,
2007; Guerrero y cols., 2003; Wang y cols., 2013). La administracion oral cronica de bajas
dosis de carvedilol (20 mg/kg/dia) o nebivolol (8 mg/kg/dia) disminuye significativamente la
relacion peso del ventriculo/peso corporal de animales SHR (Barone y cols., 2007; Ohlstein y
cols., 1994), Varagic y colaboradores (2012) revelaron que el nebivolol atenua el remodelado
y la disfuncidn cardiaca a través de un efecto independiente de su accién antihipertensiva,
mientras que otros autores sostienen que los efectos beneficiosos del nebivolol sobre el
remodelado vascular no depende de la accion bloqueante Bi-adrenérgica (Ceron y cols.,
2013). Sin embargo, la accion de los B-blogqueantes de tercera generacion sobre el IMVI ha
sido escasamente reportada en el modelo de hipertension por L-NAME.

Chen y colaboradores (2013) indicaron que el efecto del carvedilol sobre el
remodelado cardiaco esta mediado por el NO enddgeno. Asi, aungue la administracion de
carvedilol 20 mg/kg durante 8 semanas reduce el contenido de colageno intersticial y
perivascular del VI en el modelo de hipertension renal de 2 rifiones — 1 clip, el tratamiento

concomitante con L-NAME bloquea completamente su efecto. Por otro lado, existe
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evidencia que indica que la reduccion de |a hipertrofia y la fibrosis luego del tratamiento con
carvedilol o nebivolol se acompafa de la disminucion en los niveles de TGF-B. En este
sentido, la reduccién del IMVI y del contenido de coldageno cardiaco demostrada por el
carvedilol en ratas con infarto agudo de miocardio se encuentra acompanada por una
disminucion en la expresion de la citoquina profibrotica TGF-B (Li y cols., 2006). Mientras
que la administracion de nebivolol o atenolol reduce la PAS de ratas con sindrome
metabdlico, solo el nebivolol es capaz de reducir la hipertrofia cardiaca y la sobreexpresion
del TGF-B (Toblli y cols.,, 2010). Los efectos beneficiosos de la amlodipina sobre las
alteraciones ventriculares asociadas a la hipertension también se describieron en estudios
previos. Asi, el tratamiento oral crénico con amlodipina en dosis de 10 mg/kg/dia fue capaz
de prevenir la hipertrofia y la fibrosis cardiaca en ratas SHR (Lu y cols., 2016). Ademas, la
amlodipina demostro su capacidad de reducir la expresion de TGF-B en arterias coronarias
de ratas tratadas crénicamente con L-NAME (Kataoka y cols., 2004).

La disminucion de la hipertrofia ventricular izquierda determinada
macroscdpicamente y por ecocardiografia no solo es consecuencia de la reduccion de la
fibrosis sino también de la disminucion en el darea promedio de cardiomiocitos. Aunque no
existe evidencia previa de la determinacién del tamano de las células cardiacas en animales
SHR o L-NAME tratados con carvedilol o nebivolol, la terapia de ratones con constriccion
adrtica transversal con 100 mg/kg/dia de celiprolol, otro B-bloqueante vasodilatador,
disminuye significativamente el IMVI, el area de cardiomiocitos y la fibrosis intersticial y
perivascular del VI. Todos estos efectos fueron bloqueados luego de la administracion
concomitante de L-NAME, estableciendo que la via del éxido nitrico estaria implicada en los
efectos beneficiosos de este B-blogueante de tercera generacién (Liao y cols., 2004). De
manera similar, la terapia durante 12 semanas con amlodipina 10 mg/kg/dia redujo la
fibrosis intersticial y perivascular del VI y el area de miocitos cardiacos en animales SHR (Lu y
cols., 2016).

En correlacion con los resultados aqui presentados, el tratamiento con 80
mg/kg/dia de atenoclol no afecta la relacidon peso del Vi/peso corporal de animales SHR
(Wang vy cols.,, 2016). Ademas, en perros con insuficiencia cardiaca, la terapia con 50 mg/dia
de atenolol durante 3 meses no redujo el incremento de tamano de los cardiomiocitos
hipertrofiados (Zaca y cols.,, 2008). Por ultimo, ambos modelos animales presentaron el

remodelado cardiaco caracteristico de la HTA esencial e inducida por L-NAME (Doggrell y
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col., 1998; Bartunek y cols., 2000). Escudero y colaboradores (2009) encontraron que el
modelo de ratas SHR exhibe diferentes patrones de geometria ventricular izquierda,
similares a losreferidos en humanos, extendiendo las similitudes entre la hipertension
esencial humana y este modelo de HTA.

Como era de esperar, la evaluacion de los parametros morfométricos mediante
ecocardiograma que realizamos en animales SHR y L-NAME confirman estos hallazgos
descriptos en la literatura. La evaluacién ecocardiografica de la hipertrofia del VI mostrd la
misma tendencia que los resultados del analisis macroscopico, ya que los animales
hipertensos presentaron un aumento en el espesor de |a pared posterior y anterior de dicho
ventriculo tanto durante la sistole como la diastole, coincidente con la elevacion del IMVI
determinada a través de la relacion peso del VI/peso corporal. Aunque el carvedilol fue la
Unica droga que atenuo la totalidad de los espesores ventriculares determinados
ecocardiograficamente, los B-bloqueantes de tercera generacion fueron los farmacos que
evidenciaron una mayor reduccion de los espesores ventriculares. Existe evidencia previa
que establece el efecto beneficioso de la administracion de carvedilol, nebivolol vy
amlodipina sobre la hipertrofia ventricular determinada por estudios ecocardiograficos
(Barone y cols., 2007; Cardinale y cols., 2010; Ohlstein y cols., 1994; Yamazaki y cols., 1998).

Por otro lado, el incremento en el tiempo de relajacion isovolumétrica, un marcador
de la relajacion del VI empleado tanto en estudios preclinicos como clinicos, establece la
presencia de disfuncidon diastdlica en ambos modelos de HTA (Brown y cols., 2002).
Adicionalmente a estas alteraciones de la estructura y funcionalidad ventricular, las ratas
SHR presentaron una reduccion de la fraccion de acortamiento, indicando la existencia de
disfuncién sistdlica mientras que las ratas L-NAME presentaron inversidon del patron de
velocidades E/A, cuyo cociente fue menor a 1 (E/A<1) (Brown y cols., 2002).

Dichas diferencias encontradas entre ambos modelos de hipertension experimental
pueden deberse a que los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en el desarrollo de HTA
resultan distintos. A pesar de la existencia de disfuncion diastdlica, en ninguno de los
modelos de hipertension se vio afectado el diametro de fin de diastole. Resultados similares
habian sido obtenidos por Escudero y colaboradores (2009), en donde el anélisis
ecocardiografico de animales SHR de 4 meses de edad reveld alteraciones del espesor
parietal ventricular y del indice de performance miocardiaca, indicador de disfuncion

diastolica, sin cambios en el diametro de fin de diastole. En ratas hipertensas por L-NAME,
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luego de 8 semanas de tratamiento (1 g/l en el agua de bebida), los animales mostraron
reduccion del indice E/A sin cambios en el cociente diametro de fin de diastole/peso
corporal (Tsukamoto y cols., 2006). De esta manera, la presencia de disfuncion diastélica en
los animales L-NAME vy disfuncion sistélica y diastélica en los animales SHR podria ser
causada por el incremento de la rigidez parietal como consecuencia del mayor depdsito de
coldgeno intersticial (Tsukamoto y cols., 2006). Ademas, la sobrecarga de presion y volumen
ventricular producida por la rigidez parietal ocasionaria la elevacion del area de
cardiomiocitos con la consiguiente hipertrofia celular como mecanismo compensatorio
(Carrefio y cols., 2006),

En los modelos animales empleados, la hipertrofia de los cardiomiocitos es
consecuencia de estimulos tanto mecanicos como neurohumorales (Carrefno y cols., 2006).
Sin embargo, en este remodelado ventricular no solo estaria activada la hipertrofia de los
cardiomiocitos sino también su apoptosis debido a la activacion de vias inflamatorias
(Tsukamoto y cols., 2006).

Por otro lado, todos los farmacos restablecieron el tiempo de relajacion
isovolumétrica indicando su efecto positivo sobre la disfuncion diastdlica. Sin embargo, en
los animales genéticamente hipertensos, el tratamiento con atenolol, carvedilol, nebivolol o
amlodipina no permitid evidenciar cambios en el estado contractil del VI mediante
ecocardiograma. Por ultimo, en el modelo de hipertension por la administracion sostenida
de L-NAME, pese a que las cuatro drogas normalizaron la relacién E/A, el carvedilol y el
nebivolol presentaron un efecto significativamente superior al atenolol. Esta alteracion entre
la onda de llenado E y A podria ser causada por el aumento en el depdsito de colageno que
conduce a la rigidez ventricular y a la falla cardiaca diastdlica. En concordancia con los
resultados histopatoldgicos obtenidos, los B-bloqueantes de tercera generacion produjeron
una amplia reduccion de la fibrosis ventricular, siendo la misma estadisticamente superior al
atenolol. Teniendo en cuenta estos datos, la disminucién en el contenido de coldgeno del VI
de los animales hipertensos por L-NAME tratados coincide con el aumento del cociente E/A,
situacion que demostraria la relacion existente entre la fibrosis, la rigidez ventricular y la
disfuncion diastdlica. Cabe destacar, que, en el modelo de hipertension genética, aunque no
se observd una alteracion del patron de llenado ventricular, la administracion de los B-

bloqueantes cardioselectivos y la amlodipina elevd aiun mas la relacion E/A.
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Los efectos beneficiosos del carvedilol, el nebivolol y la amlodipina sobre la reduccion
de la PA y su VPA de corto plazo, en combinacion con la disminucion de las citoquinas
inflamatorias y el TGF-B, promueven cambios en la estructura del VI que a largo plazo
pueden evidenciarse tanto histolégicamente (microscopicamente) como
ecocardiograficamente (macroscopicamente) y reflejarian una mejora de la funcion

ventricular izquierda.

Efecto de los farmacos sobre el dafio de 6rgano blanco en la aorta

En el presente trabajo de tesis doctoral, con el objetivo de estudiar el efecto de la
administracion cronica de los farmacos sobre marcadores de dano de 6rgano blanco en la
aorta toracica, se determiné la expresidn de los mediadores inflamatorios TNF-a e IL-6, de |a
citoquina profibrotica TGF-B, como asi también se evalud la actividad de las metaloproteasas
de matriz y se estudio la morfometria adrtica. El tratamiento crénico con carvedilol o
nebivolol fue capaz de prevenir el dafio de 6rgano en la aorta toracica de manera similar a la
amlodipina. Para los B-bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante calcico, la
reduccion de la sobreexpresion de TNF-a, IL-6 y TGF-B se acompafié de una disminucion en
la actividad de las enzimas metaloproteasas, de la fibrosis y del engrosamiento de la tdnica
media.

En concordancia con otros estudios cientificos, la elevacion de la tension arterial en
los dos modelos experimentales evaluados indujo la sobreactivacion de las metaloproteasas
de matriz MMP-2 y MMP-9 en la aorta toracica (Castro y col., 2013; Ceron v cols., 2013;
Guimaraes y cols., 2015; Wang y cols,, 2017). El aumento sostenido de la PA sobre la pared
arterial ocasiona el remodelo vascular a partir de diversos mecanismos tales como
proliferacion celular, migracion y sintesis anormal de la MEC con cambios en su disposicion
espacial. En este proceso, las gelatinasas ocupan un papel esencial ya que contribuyen a la
degradacion y reorganizacion de los componentes de la MEC (Castro y col., 2013; Ceron y
cols., 2013). Aunque no existen trabajos que estudien de manera simultanea la VPA vy la
actividad de las metaloproteasas, existe numerosa evidencia que demuestra su desbalance
durante el estado hipertensivo (Castro y col., 2013; Ceron y cols., 2013; Ceron y cols., 2012;
Guimar3es y cols., 2015; Wang vy cols., 2017). Recientemente se ha establecido que la MMP-
2 desempenia un rol preponderante en el remodelado vascular que sufren las arteriolas de

resistencia luego de la exposicion in vitro a noradrenalina. Mecanisticamente, la MMP-2
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degrada componentes de la MEC alrededor de las células musculares lisas de |a vasculatura
permitiendo su relocalizacion. Incluso se ha establecido que la MMP-2 puede degradar el
receptor By-adrenérgico en arterias mesentéricas de ratas hipertensas, esta destruccidon
impediria vasodilatacion y favoreceria la vasoconstriccidn asociada a la hipertensidn (Castro
y col., 2013).

Se encontraron discrepancias en el efecto de los farmacos scbre la actividad
gelatinolitica en los distintos modelos animales estudiados. Por un lado, en la aorta toracica
de los animales genéticamente hipertensos, el B-bloqueante de segunda generacion,
atenolol, no evidencio respuesta mientras que los B-bloqueantes de tercera generacion y el
bloqueante calcico disminuyeron la gelatinolisis de las metaloproteasas. En la aorta toracica
de las ratas hipertensas por la administracion de L-NAME, aunque el tratamiento con la
totalidad de los farmacos evaluados redujo la actividad de MMP-2, solo la terapia con
carvedilol, nebivolol o0 amlodipina afecté ademas a la MMP-9,

Diferentes trabajos previos han demostrado la capacidad para reducir el
remodelado vascular y cardiaco del nebivolol vy carvedilol a través de su efecto antioxidante
e inhibidor de la actividad gelatinolitica. Teniendo en cuenta estos resultados, se encuentra
demostrado que los antioxidantes pueden reducir el remodelado vascular debido a una
menor activacion de las metaloproteasas de matriz (Ceron y cols., 2013). Asi, la terapia con
nebivolol 10 mg/kg/dia durante 4 semanas normaliza la sobreactividad de las gelatinasas
vasculares A y B en el modelo de hipertension renal 2 rifiones — 1 clip, mientras que la
administracion oral y sostenida de carvedilol 20 mg/kg/dia disminuye la expresion v la
actividad de pro-MMP-2, MMP-2 y MMP-9 en la aorta abdominal de ratas con aterosclerosis
(Ceron y cols., 2013; Wu y cols., 2007). Asimismo, experimentos in vitro establecieron que la
aplicacion de propranolol en cultivo de células musculares lisas humanas no bloquea ni la
expresion ni la actividad de las gelatinasas A y B luego de la estimulacion con TNF-a,
indicando que la actividad antioxidante de los B-bloqueantes de tercera generacion seria
responsable de su efecto inhibitorio sobre las metaloproteasas (Wu y cols., 2007). No
obstante, el tratamiento a largo plazo con bloqueantes Bi-adrenérgicos como metoprolol y
nebivolol en el modelo de hipertension renal 2 rifones — 1 clip logro reducir la hipertrofia
ventricular y la fibrosis, asi como las especies reactivas de oxigeno y la actividad de MMP-2 a
nivel cardiaco (Rizzi y cols., 2014). Aunque el nebivolol resulté superior al metoprolol en

algunos parametros relacionados con la proteccion de dafno cardiaco, estos resultados
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establecerian que el receptor Bi-adrenérgico participa en el procedimiento de fibrosis y
activacion de la MMP-2 durante el remodelado cardiaco (Rizzi y cols., 2014).

Por otro lado, en un estudio previo, el tratamiento oral crénico con amlodipina fue
capaz de atenuar el incremento de la actividad aértica de MMP-2en el modelo de
hipertensidn renal 2 rifones — 1 clip (Margal y cols., 2011).

Siguiendo la misma tendencia que las determinaciones bioquimicas de dafio de
organo blanco en la aorta toracica, estudios previos realizados en animales SHR y L-NAME
evidenciaron la capacidad del nebivolol, el carvedilol y la amlodipina de reducir el espesory
el contenido de colageno en la tinica media mientras que el atenolol no logrd reproducir los
resultados beneficiosos de los B-bloqueantes vasodilatadores o el bloqueante calcico en
términos de remodelado vascular (Guerrero y cols., 2006; Kataika y cols., 2004; Madden y
cols., 2016; Miao y cols., 2006; Wang y cols., 2017). En concordancia con estos resultados,
unicamente la administracion de carvedilol, nebivolol o amlodipina logré disminuir el
espesor de la capa media y de la relacion espesor de la media/diametro de la luz en ambos
modelos animales estudiados. Cabe destacar que el nebivolol fue la Unica droga de tercera
generacion que no mejord el cociente espesor de la media/diametro de la luz de los
animales hipertensos por L-NAME. De esta manera, se puede inferir que el nebivolol resultd
levemente inferior que el carvedilol o la amlodipina en términos de remodelado vascular.

Los hallazgos obtenidos para el nebivolol coinciden con los resultados de la
determinacién de TGF-B adrtico por western blot, en donde se evidencié una menor
respuesta en relacion al carvedilol y la amlodipina. No obstante, el nebivolol redujo el
contenido de colageno de la tunica media de |la aorta toracica.

Teniendo en cuenta estos resultados, el aumento del estado inflamatorio inducido
por la elevacion de la tension arterial y la VPA, evidenciado por la determinacion de la
expresion de TNF-a e IL-6, induciria la sobreactivacion de las gelatinasas A y B. A su vez, estas
enzimas estimularian al TGF-B con la consiguiente hipertrofia y fibrosis de la aorta de los
animales hipertensos (Guimardes y cols.,, 2015). Asi, la reduccién de la inflamacion
evidenciada principalmente por parte de los B-bloqueantes de tercera generacion y la
amlodipina evitaria la sobreactividad de las metaloproteasas y por ende del TGF-B
disminuyendo la hipertrofia y el depdsito de colageno. A nivel vascular, el tratamiento
cronico con nebivolol y carvedilol fue capaz de revertir el remodelado adrtico y la

sobreexpresion de TGF-B de manera equiparable a la amlodipina y superior al atenolal. Por
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ultimo, la ausencia de respuesta de los antihipertensivos evaluados sobre la actividad
gelatinolitica ventricular podria ser consecuencia de la falta de sensibilidad en la técnica
zimografica empleada. Mds aun, la diferencia en la actividad enzimdtica observada en tejido
adrtico podria ser consecuencia de su mayor concentracion de metaloproteasas en relacidn
al VL.

Al igual que lo observado en el andlisis de dafio de organo blanco ventricular, los
efectos beneficiosos del carvedilol, el nebivolol y la amlodipina sobre la disminucién de la
VPA de corto plazo en combinacidon con la normalizacién de la expresion de las citoquinas
inflamatorias y el TGF-B promueven cambios beneficiosos en la microestructura vascular los

cuales pueden ser evidenciados a partir de laimplementacion de técnicas histologicas.

Contribucion relativa de la VPA y la PA periférica y central en el daio de
organo blanco

Con el objetivo de establecer la contribucion relativa de la PA y de la VPA sobre la
lesion en el VI y la aorta toracica de animales SHR y L-NAME se analizo la correlacion
existente entre los parametros histolégicos de dano de drgano con los datos hemodinamicos
de los distintos grupos animales. El andlisis de regresidén establece una relacion positiva y
estadisticamente significativa de la morfometria aortica con la PA y su variabilidad de corto
plazo.

A nivel ventricular la PAS central y periférica no se correlaciond con algunos de los
parametros evaluados. En ambos modelos animales, la hipertrofia de los cardiomiocitos
resulté independiente del valor de tension central. El indice de hipertrofia ventricular
izquierda se asocid con todos los datos de PA y VPA a excepcion del DE de la PA central en
animales L-NAME y la PAS en la hipertension genética. Ademas, en el modelo de
hipertensidn por la administracion de L-NAME, el drea de los miocitos cardiacos unicamente
se correlaciond con los datos de VPA de corto plazo, mientras que en los animales SHR
también existio una relacion positiva con el nivel de PAS periféricay su DE de mediano plazo,
indicando que para el grupo genéticamente hipertenso existe mayor grado de correlacion
con la PA, probablemente debido a que el valor tensional alcanzado por este grupo de
animales resulta mas elevado y por lo tanto influiria en mayor medida sobre el dano de
organo. Cabe destacar que la aorta constituye una de las grandes arterias, o de capacitancia,

que exhibe una amplia posibilidad de compliance teniendo en cuenta que debe adaptarse a
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los cambios de presion para amortiguar el flujo sanguineo pulsatil proveniente del corazon,
motivo por el cual en el proceso de desarrollo de lesion resulta razonable que no solo esté
implicado el valor de VPA sino también la tension arterial misma.

Sin embargo, los datos histolégicos del VI mostraron, en comparacién con la aorta
toracica, un menor grado de correlacion con la PAS indirecta y su VPA a mediano plazo. En su
conjunto, estos resultados demostrarian la importancia de la reduccién no sélo de la PA sino
también de la VPA de corto plazo para disminuir el dafio de drgano blanco. En este contexto
y con el objetivo de determinar la importancia de la VPA sobre el desarrollo de lesion de
organo, un ensayo preclinico evalué el dano renal, cardiaco y adrtico a partir de
determinaciones histologicas en animales WKY normotensos, WKY-SAD, SHR y SHR-SAD. El
analisis de correlacion univariado y multivariado entre los parametros hemodindmicos y de
remodelado cardiovascular establecio que la VPA resulta mds importante que el valor de
tension arterial misma en la determinacion de dafio de organo blanco ya que el coeficiente
de correlacion fue mayor y el intervalo de confianza fue menor a comparacién del obtenido
para la PA (Miao vy cols., 2006). Xie y colaboradores (2006) describieron que el tratamiento a
largo plazo con nifedipina, irbesartan o hidroclorotiazida reduce marcadamente la PA e
incrementa la sensibilidad del barorreflejo, logrando una proteccién significativa del dafio de
organo blanco en animales SHR. El grado de la VPA y de la sensibilidad del barorreflejo
muestran una relacion mucho mas cercana al dafio de 6rgano blanco a comparacion de la PA
(Xie y cols., 2006). Mas aun, a nivel clinico, un meta-analisis recientemente publicado
demostrd una correlacion positiva entre la VPA a corto plazo v el indice de masa ventricular
izquierda (Madden y cols., 2016).

Estudios recientes han establecido que existen al menos cuatro mecanismos que
contribuyen a la induccion del dafio de organo blanco a partir de la elevacién de la VPA,
incluyendo la lesion del endotelio arterial, la elevacion tisular de angiotensina I, la respuesta
inflamatoria y la apoptosis de cardiomiocitos (Xie y cols, 2006). Por lo tanto, la inhibicion
total o parcial de alguno de ellos por parte de la terapia antihipertensiva podria proteger
frente a la lesion inducida por la elevacion de la VPA.

La fluctuacion excesiva de la tension arterial produce cambios en la perfusion que
lesiona directamente a las células endoteliales ya que su metabolismo se ve afectado
negativamente. Se ha encontrado que luego de 4 semanas de ocurrida la operacion de

desnervacion sinoadrtica, las ratas presentan dafo endotelial, con signos de hinchazoén,
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alteraciones de la membrana plasmatica, condensacion de la cromatina, vacuolizacion
citoplasmatica y cambios en la expresidon de la enzima NO sintasa (Su, 2006). Por otro lado,
el aumento de la VPA en ratas SAD genera la elevacién plasmdtica de angiotensina I,
implicada en la lesibn de organo blanco debido al desarrollo de vasoconstriccion,
crecimiento y proliferacion celular, hipertrofia cardiovascular, angiogénesis y aumento de la
actividad simpatica (Su, 2006). Distintos trabajos han establecido que la inflamacion
constituye otro mecanismo relacionado a la aparicion de dafo de drgano blanco inducido
por la fluctuacion de la PA (Katori 2003; Miao y cols., 2001; Shan y cols., 2001). En este
contexto, el estudio en ratas sometidas SAD llevado a cabo por el grupo de investigacion de
Zhang determino que la elevacién de la VPA produce infiltrado inflamatorio y fibrosis en el
tejido miocardico y vascular. Ademds, los niveles plasmaticos de los mediadores tromboxano
B;, TNF-a e IL-1 se encontraban significativamente aumentados en los animales SAD
respecto a sus controles (Zhang y cols., 2003).

Aunque los mecanismos implicados en los efectos beneficiosos de los B-
bloqueantes de tercera generacion en la reduccion de la VPA de corto plazo son
desconocidos, la mejora de la funcién endotelial y el efecto antiinflamatorio mediado por el
carvedilol y el nebivolol podria contribuir en su capacidad para reducir el dafio de érgano
blanco asociado a la fluctuacion de la PA (Bertera y cols., 2013). Sin embargo, resulta dificil
disociar el mecanismo de accion antihipertensivo de aquel responsable de la disminucion de
la VPA. De acuerdo con estos antecedentes, en el presente trabajo de investigacion, la
atenuacion de la oscilacion de la tension arterial por parte de los B-bloqueantes de tercera
generacion y el blogueante calcico se vio acompafada por una disminucion de los
mediadores inflamatorios TNF-a e IL-6, lo cual se asocid a nivel adrtico, con la reduccion de
la actividad gelatinolitica de las metaloproteasas de matriz y atenuacion del TGF-B. Todos
estos cambios se sumaron a la reduccion del remodelado vascular con normalizacién del
engrosamiento de la tunica media y de la fibrosis. Por su parte el efecto antiinflamatorio y
antifibrotico cardiaco también fue capaz de prevenir el remodelado ventricular evidenciado
por reduccion del area promedio de cardiomiocitos, de la fibrosis y mejora de la funcion
cardiaca determinada por ecocardiografia.

Teniendo en cuenta estos datos, podemos inferir que parte de los efectos
beneficiosos de los farmacos en cuestion sobre la lesion de drgano blanco se debe a su

accion sobre la VPA vy no sobre la PA misma ya que por un lado, los resultados obtenidos en
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el analisis de regresion lineal establecen la correlacion entre el dafio de drgano y el nivel de
VPA y por el otro los grupos de animales hipertensos tratados con atenolol, pese a que se
observoé una leve reduccion de los valores de tension arterial directa e indirecta, dicha accion
no se acompano de mejoras en el remodelado vascular y cardiaco propios de la
hipertension. En relacidn con estos resultados, diversos estudios sugieren que los
antihipertensivos mas efectivos en términos de control de la fluctuacion de la tension
arterial son aquellos que modulan el barorreflejo y los canales de calcio.

Hoy, resulta ampliamente conocido que la accion principal del barorreflejo arterial
es mantener estabilizada la PA. Durante la hipertension, su funcion se afecta negativamente
originando aumento de la VPA vy, por lo tanto, todas aquellas drogas que modulen su
respuesta reduciran la fluctuacion tensional. Por otro lado, una amplia diversidad de
estudios ha establecido que los bloqueantes calcicos resultan de elevada efectividad en el

control de la VPA (Su, 2006).

Implicancias clinicas

En cuantc a las implicancias clinicas de los resultados de la presente tesis, los B-
blogueantes de tercera generacion, carvedilol y nebivolol, serian igualmente de efectivos
que la amlodipina en la hipertension esencial y en pacientes con disfuncidon endotelial.
Nuestros resultados indicarian que la menor proteccion de dano de érgano blanco inducida
por el atenolol no debe ser extrapolada a otros B-bloqueantes con propiedades
farmacologicas adicionales. En este contexto, tres meta-analisis han demostrado que el
atenolol aumenta significativamente el riesgo de ACY hemorragico (26-30%), muerte por
cualquier causa (8-13%) y muerte cardiovascular (13-26%) encomparacién con oftros
tratamiento antihipertensivos. Cuando los B-blogqueantes, excluyendo al atenolol, se
comparan con el resto de las terapias, este aumento de los eventos no se evidencia. Por lo
tanto, el atenolol no es un farmaco capaz de representar a los bloqueantes B-adrenérgicos y
no deberia utilizarse para comparar la respuesta de esta clase de drogas con otros agentes
antihipertensivos (Aursnes y cols., 2007; DiNicolantonio y cols., 2012). En un meta-analisis
reciente, el tratamiento de pacientes con falla cardiaca con metoprolol, carvedilol o
bisoprolol, mostré reducir significativamente la muerte por cualquier causa a comparacion
del grupo placebo (DiNicolantonio y cols., 2012). Aunque el atenolol continta siendo el B-

blogqueante mas estudiado en términos de eficacia clinica y seguridad, existe evidencia
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creciente a favor de los B-bloqueantes de tercera generacidn, entre ellos un estudio clinico
comparativo determind que el tratamiento con nebivolol promueve una mayor reduccién
del IMVI en comparacion con ramipril, un inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina (Caglar y col., 2011). Teniendo en cuenta la importancia documentada que
presenta la reduccion de la VPA en términos de disminucion de dario de organo blanco,
tanto el carvedilol como el nebivolol se presentan como una alternativa, por demas

atractiva, para el tratamiento de la HTA en el humano.

Limitaciones

Es importante reconocer algunas limitaciones del presente trabajo de tesis. En
primer lugar, tanto la determinacién directa como indirecta de la PA, se encuentra afectada
por el estrés e incluso el método de tail-cuff no resulta adecuado para la cuantificacion de la
VPA de corto plazo (Kurtz y cols., 2005). Sin embargo, los efectos sobre este parametro
hemodinamico fueron similares a los obtenidos en el analisis directo y continuo de PA en
animales canulados. Ademas, para reducir la influencia del estrés en la determinacion
periférica, los animales fueron sometidos a un entrenamiento previo durante 2 semanas. En
segundo lugar, no se determind el grado de inhibicidn de la enzima NOS. Estudios anteriores
han demostrado la capacidad de los B-blogueantes vasodilatadores para elevar la actividad
de la enzima NOS. Asi, el carvedilol estimula la produccion de NO a través de su agonismo
parcial y el nebivolol mediante la activacion de los receptores B; adrenérgicos (Afonso y
cols., 2006; Andresen, 2011; Vanhoutte y col., 2013). Otra limitacién constituye la reducida
cantidad de citoquinas estudiadas con lo cual resulta dificultoso establecer los mecanismos
moleculares implicados en el desarrollo y prevencion del dafio de érgano blanco. Ademas,
tampoco se evaluaron parametros de dafo de organo blanco a nivel cerebral o renal. Por
ultimo, teniendo en cuenta que diversos estudios farmacoldgicos se caracterizan por la
evaluacién de varios niveles de dosis, en el presente trabajo se estudiaron los efectos de los
diferentes B-bloqueantes y de la amlodipina en un (nico nivel.

Por otro lado, resulta importante destacar que en el presente trabajo de
investigacion se estudio la VPA a partir de distintos parametros hemodindmicos evaluados
tanto de manera indirecta como directa. Ademas, el analisis de dafio de organo blanco se
realizd a partir de su estimacion por métodos histologicos, bioquimicos y ecocardiograficos

permitiendo evaluar multiples parametros con el objetivo de visualizar alteraciones
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patologicas a distintos niveles. Por ultimo, la existencia de cuatro grupos de animales
tratados por cada modelo de hipertension permitié confrontar los hallazgos obtenidos para
los B-blogqueantes de tercera generacién, carvedilol y nebivolol, con sus comparadores
atenolol y amlodipina.

Este trabajo de tesis doctoral deja abiertos nuevos interrogantes como, por
ejemplo, cudl es el efecto de los tratamientos sobre la VPA y el dafio de érgano blanco con
dosis baja versus dosis alta y con un periodo de seguimiento mas prolongado, por ejemplo,
de 20 semanas. Ademas, seria interesante evaluarel efecto de los B-bloqueantes sobre un
modelo combinado de hipertension y VPA utilizando ratas SHR-SAD vy también cudl seria su
relacidn con otros marcadores de dano de 6rgano blanco, como por ejemplo larigidez
arterial, un factor de riesgo independiente para el desarrollo de eventos cardiovasculares.
Otro aspecto importante resulta el esclarecimiento del mecanismo molecular que lleva al
aumento de fibrosis de los drganos blanco de la hipertension, puesto que su

entendimientopodria dar paso a nuevas lineas terapéuticas para prevenir las complicaciones

productode la HTA y de la VPA.
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CONCLUSION

En el presente trabajo de tesis se propuso evaluar y comparar los efectos
cardiovasculares, con especial énfasis sobre la VPA, y su posible impacto sobre el dafo de
organo blanco en el VI y la aorta toracica de los B-bloqueantes atenolol, carvedilol vy
nebivolol y el bloqueante calcico amlodipina. Los resultados obtenidos revelaron que el
tratamiento oral crénico con nebivolol y carvedilol presenta efectos hemodinamicos
superiores al atenolol y equiparables a la amlodipina, evidenciado por una mayor reduccion
de la de la VPA de corto plazo. Dicho efecto se asocia a una atenuacion del dafio ventricular
y vascular asociado a la HTA experimental (Tabla 12 y Tabla 13). Estos resultados sugieren
que la menor proteccion cardiovascular del bloqueante B-adrenérgico de segunda
generacion atenolol en comparacidén a otros agentes antihipertensivos evidenciada en
ensayos clinicos no deberia extrapolarse a B-bloqueantes de tercera generacion, con

propiedades farmacoldgicas adicionales como el nebivolol y el carvedilol.
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Tabla 12. Comparacion cualitativa de los resultados finales obtenidos en animales SHR luego
del tratamiento cronico y oral con atenolol, nebivolol, carvedilol o amlodipina.

B-bloqueantes Bloqueante calcico
2da. Generacion 3ra. Generacion 3ra. Generacion
Atenolol Nebivolol  Carvedilol Amlodipina
PAS Periférica J — — N
PAS Central J N2 N2 N
V/PA Periférica d NN NN N
VPA Central J N NN N2
Hipertrofia
= NN N N2
ventricular
Area de
o N NE N NS
cardiomiocitos
Fibrosis ventricular J el b N
Espesor adrtico > NP NN N
Fibrosis adrtica J NN N N
Expresion de TGF-B
9 N2 N2 N
en VI y Aorta
Expresion de
citoquinas
proinflamatorias
— N2 N2 N2

en
Vly Aorta (TNF-a e
IL-6)

J,=disminucion leve; 1 = disminucion amplia; €2 = sin modificacidon
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Tabla 13. Comparacion cualitativa de los resultados finales obtenidos en animales L-NAME
luego del tratamiento cronico y oral con atenolol, nebivolol, carvedilol o amlodipina.

B-blogueantes Bloqueante calcico
2da.
3ra, Generacion 3ra. Generacién
Generacion
Atenolol Nebivolol  Carvedilol Amlodipina
PAS Periférica % N N% N
PAS Central J NN J N2
VPA Periférica & N N2 N2
VPA Central & % N N
Hipertrofia ventricular J NY N2 NV
Area de
S & J UNE N
cardiomiocitos
Fibrosis ventricular — Jole N N
Espesor adrtico & J J N2
Fibrosis adrtica & % N2 N
Expresion de TGF-B
— & NN N
en Vly Aorta
Expresion de
citoquinas
proinflamatorias en & J N2 N2
Vly Aorta (TNF-a e IL-
6)

J=disminucion leve; { .= disminucién amplia; €= sin modificacién

PERSPECTIVAS

Los hallazgos de la presente tesis doctoral, en combinacién con numerosa evidencia
clinica, sugiere la importancia de un cambio en el papel de los bloqueantes B-adrenérgicos
en el tratamiento de la HTA. Debido a sus acciones antihipertensivas, antiisquémicas,
antiarritmicas y cardioprotectoras, los B-blogqueantes representan un grupo farmacolégico
de gran importancia en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. No obstante, a

partir de la evidencia cientifica que concluyé una menor eficacia en la prevencidn de eventos
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cardiovasculares en pacientes con HTA sin complicaciones asociadas respecto de otros
antihipertensivos de primera linea, los B-bloqueantes han sido relegados en esta indicacion.
Gran parte del problema de la exclusion de los B-blogueantes se debe a que las revisiones
sistematicas que compararon la eficacia de este grupo respecto de otras clases de
antihipertensivos incluyeron en mayor proporcidon ensayos clinicos realizados con el
atenolol. Teniendo en cuenta estos antecedentes, la evidencia clinica y los resultados de la
presente tesis doctoral sugieren que la consideracién de los B-bloqueantes como grupo
farmacolégico homogéneo representa un error. Los experimentos aqui presentados han
demostrado que tanto carvedilol como nebivolol son marcadamente superiores al atenolol
en cuanto a la reduccion de la presion arterial carotidea y la VPA de corto plazo en los
modelos experimentales de hipertension esencial y disfuncion endotelial. Estas mejoras
hemodinamicas estadn acompaniadas por una reduccion en el remodelado vascular y
cardiaco. Ademas, el analisis de regresion indicaria que la reduccion del dafio de organo
blanco por parte de carvedilol y nebivolol se debe su efecto sobre la PA y la VPA.
Considerando el panorama actual de los B-bloqueantes de tercera generacion, resulta de
gran importancia la realizacion de estudios clinicos que comparen directamente la eficaciay
seguridad de carvedilol y nebivolol respecto de otros antihipertensivos de primera linea en la

prevencion de eventos cardiovasculares en pacientes con HTA no complicada.
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