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1.- OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) &¥ermedades
cardiovasculares (ECV) constituyen la principalszade mortalidad y morbilidad en
los paises de la Union Europea y en los Estadododnile América (The World
Health Report, 2009). También en Espafia estasogéhsl constituyen la primera
causa de defuncidn y presentan una morbilidad é&\&endo la isquemia cardiaca
la que ocasiona un mayor numero de muertes (dabdndtituto Nacional de
Estadistica, I.N.E., 2009).

Estudios realizados en 2006-2007 en 22 paises dmpd&|{Kotseva et al.,
2009), incluido Espafia, en pacientes menores dafi88, con uno o mas de los
siguientes diagndsticos o procedimientos: ciruggar@vascularizacion coronaria,
angioplastia, infarto agudo de miocardio o isquemdgtraron que:

+ El 56,0% eran hipertensos.

« EI 52,7% tenian hipercolesterolemia.

El 35,3% eran obesos.
- El 34,8% tenian diabetes.
- EI 17,2% de los pacientes eran fumadores

Estos resultados avalan otros informes donde se penmanifiesto que la
hipertension arterial (HTA) y la hipercolesterolanson dos factores de riesgo
cardiovascular (FRCV) claves, entendiendo comaatalella condicién individual
que aumenta la probabilidad de desarrollar unameftad cardiovascular.

En Espafia estos dos FRCV son los mas frecuentestalits en atencion
primaria y, segun datos de la Sociedad EspafiolaHgertension Arterial,
aproximadamente un 35% de la poblacion adulta etpdinayores de 18 afios)
padece hipertension (llega al 40% en edades meda@ 8% en los mayores de 60
afnos), afectando a unos 10 millones de sujetoscsd{Banegas et al., 2009). A nivel
mundial, en el afio 2000 la prevalencia aproximag#®@A en personas de mas de
20 afos fue del 26,4%, equivalente a 972 milloreepatsonas y la estimacion para
el afio 2025 es de 29,2% (Kearney et al., 2005).
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A principios de los afios noventa del siglo pasazo,los estudios en la
poblacion espafola entre 35 y 65 afios de edadyideneid que el 18,6% de los
varones y el 17,6% de las mujeres tenian valoresl@sterol igual o superior a 250
mg/dL y, cuando el limite erade 200 mg/dL, el porcentaje aumento hasta el 56,7%
y el 58,6%, respectivamente (Villar et al., 20@3tas cifras se han incrementado en
afos posteriores (Villar et al., 2007), hasta taitp que las concentraciones séricas
de colesterol y cLDL de la poblacion espafiola sonlares a las de otros paises de
nuestro entorno (Tolonen et al., 2005).

Debido a la escasa sintomatologia, tanto la HTAatanhipercolesterolemia
pueden permanecer silentes durante largos perasltismpo, de ahi la importancia
de su control en la prevencion de las distintas ECV

Teniendo en cuenta esta situacion y el hecho deugaede las lineas de
investigacion que se viene desarrollando en elrédboo de Farmacognosia y
Farmacologia de la Facultad de Farmacia de la tsided de Salamanca se centra
en el estudio de tratamientos antihipertensivosgi&lel proyecto del estudio con
pravastatina, la unica estatina hidrosoluble diggery que fue autorizada en Espafa
en 1991.

Las estatinas estan recibiendo en el momento acielatencion especial
porque, ademas de ser los farmacos mas usadosterapia de las dislipidemias
gracias a su poderoso efecto hipolipemiante, ld fmwrece una reduccion de la
mortalidad cardiovascular, muestran efectos ncci@tados con la reduccion del
colesterol (efectos pleiotropicos) que podrian iwonir a sus efectos beneficiosos.
Por ello, el objetivo fundamental que nos plantearhue estudiar los efectos de
pravastatina sobre diferentes parametros cardiolass independientemente de sus
propiedades hipocolesterolemiantes, para lo cuiitamhos como animales de
experimentacion ratas normotensas e hipertenses,spe hipercolesterolemia, con
las que se llevaron a cabo tanto los estuidi®$vo comoin vitro. Ademas, gracias a
la colaboracion con el Servicio de Cirugia Cardiad@l Hospital Clinico
Universitario de Salamanca, pudieron llevarse a alunos ensayos en arterias
humanas.
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Los objetivos planteados en este trabajo fueron:

1.- Estudiar los efectos del tratamiento crénice gavastatina sobre la
presion arterial en ratas, con hipertension inofgie(ratas genéticamente
hipertensas, SHR de 8 semanas), con hipertensiéemotnte establecida (SHR
de 24 semanas), y en ratas normotensas (ratas iysito, WKY).

2.- Investigar el efecto del tratamiento crénican goravastatina sobre la
reactividad vascular y el remodelado cardiovasootasionado por el proceso
hipertensivo.

3.- Estudiar el efecto de pravastatina sobre luitson endotelial y el estrés
oxidativo en arterias aisladas de rata.

4.- Investigar si pravastatina modifica la read@&d vascular de arterias
humanas procedentes de pacientes sometidos aacidegrevascularizacion
aorto coronariaklypass.
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1.- ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES Y FACTORES DE RIE SGO

Las ECV son la principal causa de muerte en todowldo. Se calcula que en
2005 murieron por esta causa 17,5 millones de passdo cual representa un 30%
de todas las muertes registradas en el mundo; #Wlénes de esas muertes se
debieron a la cardiopatia coronaria y 5,7 milloadss accidentes cerebrovasculares
(OMS, 2009).

Aunque la mortalidad cardiovascular global ha dmndo en las dltimas
décadas, principalmente a expensas de la redudeida incidencia de accidentes
cerebrovasculares, la de origen coronario pergisieticamente igual y aumenta
progresivamente la debida a la insuficiencia casd@ngestiva (OMS, 2009).

En Espafia, los ultimos datos del I.LN.E en 2009 esdbr estadistica de
defunciones segun la causa de muerte referido®a @N.E., 2009) muestran que
las enfermedades cardiovasculares ocupan el ppoesto como causa de muerte
(con un total de 124.126 defunciones, lo que supng2,2%), seguidas de los
tumores (26,8%) y las enfermedades del sistemaa&so (11,4%).

A nivel mas detallado, el patrén de mortalidad 6872fue similar al del afio
anterior, las enfermedades isquémicas del coranfartp, angina de pecho) y las
cerebrovasculares continuaron ocupando el prinseigyndo lugar, respectivamente,
en numero de muertes. Por su parte, la insufi@eoardiaca superd al cancer de
bronquios y pulmén como la tercera causa que drigias defunciones (Figura 1).

Si comparamos con nuestro entorno europeo, Espathaper debajo de la
media de la Union Europea en defunciones debidadeamedades isquémicas del
corazoén (Figura 2).
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Figura 1.- Defunciones en Espafia en 2007 segun la causaatteniiomada del
Boletin informativo de I.N.E., 2009).
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Figura 2.- Defunciones debidas a enfermedades isquémicamdedon en hombres
y mujeres de diferentes paises europeos (tomaHardstat, 2009).

Datos del 2008 a excepcion de Polonia, Italia, RiemaMalta, Reino Unido, Slovenia,
Bulgaria (2007), Dinamarca, Luxemburgo, Portugab@ y Bélgica (2004).
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El conocimiento de los principales FRCV es fundatales la hora de instaurar
una prevencion mas eficiente y reducir la incidende ECV. Predecir las
posibilidades que tiene una persona de padecevamnicecardiovascular es un reto
meédico que hasta ahora no ha sido solventado defoompleta (Masan2004). El
estudio de FRAMINGHAM, iniciado en 1948, quizas sta&studio epidemioldgico
mas importante que se ha realizado sobre ECV fYalisres de riesgo asociados a
ellas. Desde la primera publicaciéon basada en esttglio en 1951 hasta hoy el
namero de articulos publicados y referencias esrniet que hacen alusion a éste no
han dejado de aumentar (www.framinghamheartstugly.or

Este estudio ha sido de gran ayuda para la ideatibn de los FRCV mas
importantes como la hipertension, hipercolester@etabaco, diabetes mellitus, etc.
y ha aportado informacion valiosa sobre otros fastaelacionados con la edad,
sexo, disminucion de HDL-colesterol, o ciertos daes relacionados con el entorno.
En base a los factores de riesgo mas importantpsiesde calcular la probabilidad
que tiene una persona de sufrir un problema caadmuar.

Los datos del estudio de FRAMINGHAM pueden sobieest el riesgo
coronario en paises como Espafia con una baja muiédele mortalidad por
enfermedad coronaria (Figura 2), por lo que la ipabién de los resultados del
proyecto SCORE (Ridker et al., 2007) sobre morsalidardiovascular a los 10 afos,
ha permitido elaborar unas tablas basadas en datopeos, que son precisamente
las que el Comité Espafiol Interdisciplinario pasaprevencion cardiovascular
aconseja utilizar, si bien menciona otras altevagticomo son las tablas calibradas
de FRAMINGHAM, en funcién de los resultados que arayapareciendo en el
futuro.

La investigacion sobre el papel de los FRCV tantevos como algunos ya
mencionados continda. En este sentido los resultaéd estudio INTERHEART
(Yusuf et al., 2004) son interesantes, en espeaidb que se refiere a los factores
psicosociales. Este estudio permitio definir 9 alsles a las que atribuir el 90% del
riesgo de presentar un infarto de miocardio. Lahgnsion arterial, la diabetes, la
dislipidemia, el tabaquismo, la obesidad y el ssftéeron los factores de riesgo,
mientras que la ingesta de fruta y verdura, lavaletd fisica e incluso el consumo
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moderado de alcohol, eran factores protectoreobstante, otros factores de riesgo
cardiovascular enmarcados en el grupo de predispesiey acompafiantes
(malnutricion, niveles elevados de homocisteinasirfogeno, proteina C reactiva,
etc.) van adquiriendo progresivamente mayor impaoréa

En la dltima década se han definido nuevos parésietiicos y bioquimicos
asociados con inflamacién y trombogenecidad, geeeti relacidon con el riesgo
vascular. Sin embargo, cuando estos parametrostikearu para mejorar la
prediccion de eventos cardiovasculares basado®riattores cardiovasculares
mayores, no aportan una mejoria significativa. Asiun estudio reciente (Wang et
al., 2006), la incorporacion de hasta diez paramsebioquimicos a los factores
cardiovasculares mayores para calcular el riesgdiaseascular no mejoro la
prediccion basada solamente en éstos ultimos.

Un meta-analisis de 48 estudios transversaleszaeal en Espafia entre 1990
y 2003, analiza la prevalencia de los diferente€W¥Ren la poblacién espafiola
(Medrano et al., 2005). Del estudio destacan uria de datos reflejados en la tabla
1. Un elemento comun de estos factores de riesfgodesfuncion endotelial la cual
si no se corrige terminara en dafio vascular.

% Total % Hombres % Mujeres
HTA 33,9 34,8 33,0
Tabaquismo 32,7 41,1 24,3
Hipercolesterolemia 21,9 20,9 22,8
Obesidad 20,6 17,9 23,2
Diabetes 10,1 11,7 8,4

Tabla 1.- Factores de riesgo cardiovascular en la poblagspariola.
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En atencion primaria la HTA y las hiperlipidemiasnslos FRCV mas
frecuentes. Estos suelen tener un deficiente domwes, debido a su escasa
sintomatologia, permanecen silentes durante lgpgosdos de tiempo. Por ello el
adecuado control tanto de los niveles de presitriar como de los niveles de
lipidos plasmaticos son fundamentales en la predeme las distintas ECV.

Ademas, en la poblacion espafiola también esta daantenla prevalencia de
la diabetes, que ha pasado de un 5,6% a un 6,1% afos segun las encuestas
nacionales de salud en Espafia de los afios 20006y(@w.msc.es). Pero las cifras
oficiales estan infravaloradas debido a que, alaligque la HTA vy las
hiperlipidemias, cifras de glucosa por encima dé t®)/dL, consideradas como
hiperglucemia, no dan lugar a sintomas durante mtiempo, por lo que se estima
que realmente otro 2,5% de la poblacion desconoce da padece
(www.sanidad.jcyl.es).

La modificacion de los factores de riesgo puedetducie los episodios
cardiovasculares y la muerte prematura tanto epdesonas con ECV establecidas
como en aquellas con alto riesgo, debido a unoRRELYV, por ello son muchos los
esfuerzos que se estan llevado a cabo en estelsguur diferentes organismos
publicos y se han convertido en una prioridad ddtige sanitaria por sus
repercusiones economicas y sociales.
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2.- DISFUNCION ENDOTELIAL Y PATOLOGIAS CARDIOVASCUL ARES

Actualmente el endotelio se considera el principegano de regulacion
vascular con accién paracrina, autocrina y endaajure esta implicado en diversos
procesos vasoactivos, metabdlicos e inmunes (keledanhoutte, 2006). Para que
el endotelio pueda ejercer todas estas funcioneg@saria la integridad anatémica
y funcional del mismo.

El endotelio vascular esta situado en una posiamatomica estratégica entre
la sangre y la pared vascular que le permite actoaro receptor y transmisor de
sefales entre la sangre y el muasculo liso vascuks. células endoteliales son
capaces de detectar variaciones de tipo mecaroaom cambios hemodinamicos de
la presion o las fuerzas de cizallamiento de lagmuimico como la presion de
oxigeno, humorales como las modificaciones de dotofes circulantes o locales y
cambios en sus interacciones con las plaquetas telocitos. El endotelio va a
traducir dichas modificaciones respondiendo a elladiante la sintesis y liberacion
de numerosos factores biologicamente activos quneav&gular la angiogénesis, las
respuestas inflamatorias, la hemostasis, asi comoo@y la permeabilidad vascular
(Feletou y Vanhoutte, 2006) (Figura 3). Cuando é&pacidad reguladora del
endotelio se altera y se producen procesos comaglagacion plaquetaria,
trombosis, inflamacion, vasoconstriccion o el imce@to de la permeabilidad
vascular, hablamos dgisfuncion endotelial Esta puede definirse no solo por el
desequilibrio entre la sintesis, liberacion o efede los factores endoteliales
vasodilatadores y de los agentes vasoconstriciguespueden sintetizarse en las
células de este tejido, sino también por una ai@nadel estado redox en el que las
sustancias pro-oxidantes sobrepasan la capacidiaeidante del organismo.
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Figura 3.- Funciones biolégicas del endotelio vascular.

2.1.- Factores vasodilatadores derivados del endbite

En la actualidad, el término genérico de factoajesite derivado de endotelio
(EDRF) se asocia de forma general a los mediad&lagntes liberados por las
células endoteliales, y no a uno en particular cemba considerado histéricamente
al 6xido nitrico (NO). Asi, hay también que consitlederivados prostanoides como
la prostaciclina (PG) y el factor hiperpolarizante derivado del endotéEDHF),
cuya naturaleza es en la actualidad objeto deiesteidjura 4).

Oxido nitrico: es una molécula pequefia de naturaleza gaseosatgaeamo
mediador de numerosos procesos bioldgicos. Se pealpartir del grupo guanidino
de la L-arginina, siendo el otro coproducto de esscion bioldgica la L-citrulina.
El NO se sintetiza por la accion de la 6xido nitrgintasa (NOS) (Moncada et al.,
1991), hemoproteina que ademas del sustrato requirigeno molecular, la
presencia de calmodulina y cuatro cofactores: imaotida adenin dinucleétido
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fosfato forma reducida (NADPH), flavin adenin dilmétido, flavin mononucleotido
forma oxidada y tetrahidrobiopterina (BHStuehr, 1997).

En el hombre se han identificado tres isoformasladé&NOS presentes en
diferentes tipos celulares: endotelial (eNOS), gméss principalmente en las células
endoteliales; inducible (iNOS), presente en magada hepatocitos, células
musculares lisas (CML) y células mesangiales y oraalr (NnNOS) presente en el
tejido nervioso. Las isoformas eNOS y nNOS se esgreonstitutivamente mientras
que la INOS requiere, en la mayoria de los casoqrésencia de un estimulo
inflamatorio extracelular especifico para su exprey, en contraste con eNOS y
NNOS, no necesita un aumento de la concentracibacelular de calcio para ser
biologicamente activa. Las enzimas constitutivasegen pequefias cantidades de
NO que participan en procesos fisiologicos o redpies mientras que la actividad
INOS es aproximadamente 1000 veces mayor y el M@ado participa en procesos
inmunes o de lesion celular (Moncada et al., 1991).

En la membrana plasmatica la eNOS se encuentraa umidnas proteinas
llamadas caveolinas y esta union la mantiene endonactiva. Cuando un agonista
como la acetilcolina (ACh) acttia sobre su receptoel endotelio aumenta el Ca
intracelular, se forma el complejo C&almodulina que al unirse a la eNOS la libera
de su unién a la caveolina activandola. EI NO sirddo difunde a las CML donde
activa la guanilato ciclasa soluble (GCs), se imenetan los niveles de guanosina
monofosfato ciclico (GMPc) y se produce la rela@acivascular por diversos
mecanismos (Marin y Rodriguez, 1997). El NO sedilne las células endoteliales
en respuesta a numerosos factores tanto fisiceanfiento de la sangre, fuerza de
cizallamiento) (Rubanyi et al., 1986) como de tiponoral (Furchgott y Vanhoultte,
1989) y actuia como mediador local de los llamadasodilatadores endotelio-
dependientes, como la ACh y la bradicinina (BK)¢;amo mediador de la accion
vasodilatadora producida en procesos inflamata@iosespuesta a la histamina o la
BK. La liberacion de NO en respuesta a ciertas baas como la vasopresina y las
catecolaminas es responsable de la vasodilatawititida por estas hormonas sobre
zonas vasculares especificas, 0 modula la accigstrociora generalizada de éstas.
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El NO participa, junto con la Pglen el mantenimiento de la permeabilidad
vascular modulando la agregacion plaquetaria. Rtodwlerivados de los procesos
de coagulacion y agregacion plaquetaria, como eh@&ln difosfato, la trombina, la
serotonina y el factor de crecimiento derivado dequetas (PDGF), producen
liberacion de NO, lo que explica por qué la pregede endotelio vascular supone
una proteccion contra la agregacion y formaciértrdmbos (Cohen et al., 1983).
Ademas, el NO es capaz de inhibir la proliferagiéerecimiento de las células del
musculo liso (CML) (Garg y Hassid, 1989).

Agonistas

+)
; - I . @ 1
Célula endotelia Ca?*-caimodulina | EDHF
2+ mp
Ca (0[0) ¢ L-Arg
AA eNOs

\

U cazt

&
RELAJACION

Figura 4.- Liberacion de factores relajantes desde las cékmaoteliales y su
efecto sobre las células del musculo liso vascular.

Prostaciclina: PGl se sintetiza a partir del acido araquidénico paidn de la
enzima ciclooxigenasa (COX). Se sintetiza mayodataente en las células
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endoteliales pero también en la media y en la ddvanen respuesta al
cizallamiento, hipoxia y distintos mediadores. Beracion depende principalmente
de la salida de Gadesde los depésitos intracelulares (Parsaee ¢08P).

Presenta propiedades vasodilatadoras y antiagesgplatquetarias al activar la
adenilato ciclasa e incrementar la produccion denesin monofosfato ciclico
(AMPc) en las células musculares lisas y en plagueidemas actua regulando la
produccion de endotelina (ET-1) (Luscher et al93)9La PG/ se libera junto con el
NO como respuesta a la estimulacion de las céandsteliales por agonistas como
BK, ACh y trifosfato de adenosina (ATP) (Busseleti084). Parece ser que la RGI
juega un papel modulador del tono vascular, opadoge a la accidon
vasoconstrictora de otros derivados del acido alagico.

Factor hiperpolarizante derivado del endotelio:diversos estudios han puesto
de manifiesto la persistencia de relajacion a ld &6&tando inhibida la formacion de
PGk y de NO, confirmando la existencia de un tercetoiarelajante endotelial
(Rubanyi y Vanhoutte, 1987). Este factor produgeetpolarizacion de las células
del musculo liso, de donde deriva su nombre (Chah,e1988; Suzuki, 1988).

Se han propuesto diversas sustancias que podriaar ammo EDHF, entre
ellas, los acidos epoxieicosatrienoicos (Popp .e28D2), el peroxido de hidrogeno
(H20,) (Matoba et al., 2002), la anandamida (Randalalet 1996) o el péptido
natriurético tipo C (Chauhan et al., 2003). En guedr caso las respuestas mediadas
por el EDHF se inician con un incremento de la eatracién de G4 intracelular y
la subsiguiente activacion de canales ded<e da lugar a la hiperpolarizacion de las
células. Hay autores que implican en estas resmiesl EDHF a las uniones que
permiten la comunicacion entre célulga junction} (Busse et al., 2002; Griffith et
al., 2002).

Se ha demostrado la participacion conjunta del Nfel\EDHF en la relajacion
dependiente del endotelio en distintos tipos deriag (Nakashima et al., 1993;
Petersson et al., 1995). Ademas, parece que lacipadion del EDHF en la
relajacion endotelio-dependiente es mayor a medigadisminuye el tamafo del
vaso (Urakami et al., 1997). Asi, mientras que eteria aorta el principal
responsable de la relajacion es el NO, en pequafieasas como mesentéricas o
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cerebrales juega un papel importante el EDHF. Esbf® que en circunstancias
normales el NO y el EDHF actuen sinérgicamentdodaa que cada factor potencie
los efectos del otro (Wallerstedt et al., 1997), emnbargo, también se ha descrito
que la sintesis de NO inhibe la actividad vascd&rEDHF, por lo que es posible

que en diversas patologias en las que la sintesidN@ esté disminuida, la

produccion y los efectos del EDHF puedan incremeatpara paliar, en parte, la
carencia de NO (Nishikawa et al., 2000). En estso€ el EDHF contribuiria en

mayor medida a mantener la relajacion dependiegitertiotelio, adquiriendo mas

importancia en la homeostasia vascular.

2.2.- Factores contracturantes derivados del enddie

El tono aumentado en los vasos se puede produciin@oliberacion reducida,
por las células endoteliales, de factores relagamte particular NO, o por produccién
de sustancias vasoconstrictoras (Vanhoutte, 1998)ir@ 5). Entre estos factores se
encuentran el anién superoxido () que actia como secuestradores de NO
(Rubanyi y Vanhoutte, 1986a) y los derivados d€®X, como el endoperoxido
ciclico (PGH) y el tromboxano A(TXA>). Por ultimo, se encuentra el péptido ET,
que juega un papel mas importante en la regulatgbmono vascular a largo plazo,
gue en cambios inmediatos en el grado de contrad806hini y Vanhoutte, 1991;
Masaki et al., 1992).

Endotelina: en 1988, Yanagisawa y cols. aislaron, a partir demedio de
cultivo de células endoteliales de aorta porcimapéptido de 21 aminoacidos a que
llamaron ET, el cual se ha mostrado como el masnp®tvasoconstrictor enddégeno
in vivo ein vitro conocido hasta ahora. Es diez veces mas poteata @mgiotensina
(Ang 1), vasopresina y neuropéptido Y. El téermemaotelinas se refiere a la familia
de isopéptidos definida como ET-1, ET-2 y ET-3, gealiferencian en su secuencia
de aminoacidos. Las tres tienen actividad vasodotshf, siendo la ET-2 la de
mayor potencia (Jimenez et al., 1997a). La produccile endotelinas esta
primariamente regulada a nivel transcripcional, deueestar influenciada por
sustancias vasoactivas como Ang Il, vasopresineggdnenalina y trombina o por
factores de crecimiento, citoquinas, estrés e lgpflimenez et al., 1997b). Estos
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péptidos derivan de precursores con un numero iaper de aminoacidos,

denominados preproendotelinas (203 a 212 aminogcidpe se transformaran
posteriormente en endotelinas grandes (38 a 4loacioios). La proteolisis de las
endotelinas grandes a endotelinas pequefas, p@nzia convertidor de la

endotelina, es un paso necesario para que estbdgeepe transformen en moléculas
bioldgicamente activas de 21 aminoacidos.

En mamiferos se han identificado dos subtipos depteres de las endotelinas
denominados tipo A (Ed) y tipo B (ETg). El receptor EX es altamente especifico
para la ET-1 y estd ampliamente distribuido en datulas musculares lisas
vasculares (CMLV). La union de ET-1 al receptoraffoduce la mayoria de los
efectos vasoconstrictores de este péptido. A diteae del receptor Ei los
receptores EJ se encuentran principalmente en las células elmete donde
inducen la liberacidon de NO y P£lproduciendo relajacion vascular que podria
modular su accion vasoconstrictora (Masaki, 1995).

Las diversas acciones vasculares de las endotétidayen: vasoconstriccion
potente y aumento de las resistencias vasculaifestog presores, regulacion del
tono de los vasos linfaticos, aumento de la periéath vascular produciendo
edema intersticial. Este Gltimo efecto estariaipmente mediado o modulado por
la liberaciéon de TXA (Sirois et al., 1992; Zaugg et al., 1996). Estaplicadas,
también, en un aumento del hematocrito, ya quera@yeir vasoconstriccion se
produce una disminucion del volumen plasmatico  m@emoconcentracion (Lopez-
Farré et al.,, 1989). Entre las acciones no vasesildestacan: la activacion de la
mitogénesis de CMLV, fibroblastos, melanocitos, ileaps cerebrales y células
estrelladas hepaticas.

Factores derivados de ciclooxigenasda COX es una proteina integrante de
las membranas microsomales y de la membrana nucjaar participa de forma
activa en la sintesis de prostaglandinas. Las qmtastdinas de los mamiferos
derivan del acido araquidonico producido por acaéna fosfolipasa Asobre los
fosfolipidos de membrana.

La COX favorece la oxidacion del &cido araquidonitfmrmando un
endoperoxido ciclico, la prostaglandina, @el que deriva otro endoperoxido, la
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PGH. Este, por accion de la prostaciclina sintetasaramsforma en Pglque es un
poderoso antiagregante y vasodilatador y por acgeia tromboxano sintetasa en
TXA,, que es un poderoso agregante plaquetario y vaswimbor. Finalmente, la
PGH, por la accion de diferentes prostaglandinas sisést da origen a las P&gD
PGE y PGk, respectivamente (Samuelsson et al., 1978).

Inicialmente se pensd que sélo habia una COX (CDXéro Needleman
(1997) caracterizd una segunda isoforma que dero@dX-2. La COX-1 es una
enzima constitutiva con actividad permanente emddds células del organismo,
salvo en los hematies. La COX-1 es la responsablia ¢produccion continua de
PGk que mantiene la integridad vascular, muy espeeiaienen la mucosa del tracto
digestivo y es un poderoso antiagregante plagoetaa COX-2 es una enzima
inducida por estimulos inflamatorios.

En algunos lechos vasculares, la contraccion depeteddel endotelio puede
producirse por el acido araquidonico y preveniseiphibidores de la COX como la
indometacina. Estos datos apoyan el concepto dexistencia de mediadores
endoteliales vasoconstrictores procedentes delbwoletmo del acido araquidodnico,
como el TXA, la PGH o O, (Luscher et al., 1992). La produccién de metabslito
derivados de la COX se ha estudiado en numerosaelos experimentales. En
arterias de ratas SHR y en animales diabéticosa skeimostrado que la estimulacion
de receptores muscarinicos en el endotelio con pi©kioca un incremento de la
concentracién de Gaa nivel intracelular que tiene dos consecuengigmero, la
actividad de la eNOS se incrementa y el NO formadande a las CMLV
subyacentes y segundo, se estimula la producci@ dee fuentes no identificadas.
Dependiendo de la cantidad de NO que reaccioneQzonuna mayor 0 menor
cantidad de @ puede difundir fuera de la célula endotelial. ElI" @tracelular,
aungue también el extracelular, estimulan a la AOpara transformar el acido
araquidonico en endoperéxidos que difunden hacga GMLV provocando
contraccion (Rubanyi y Vanhoutte, 1986b).
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Figura 5.- Factores contracturantes derivados del endoteba gfecto sobre las
células del musculo liso vascular.

2.3.- Estrés oxidativo

La formacién de cierta tasa de radicales libresuesproceso normal e
inevitable (Slater, 1984), ya que son productordmitdad de reacciones quimicas
imprescindibles para la vida celular. Estas espdeie reactivas, muchas derivadas
del oxigeno, no causan dafio oxidativo en condisiam@males, debido a que la
célula esta provista de gran cantidad de mecanismiiexidantes, osea la tasa de
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formacion de agentes oxidantes esta equilibraddactasa de eliminacion (Ogita y
Liao, 2004; Paravicini y Touyz, 2006).

En la disfuncion endotelial se produce un desdadlien el estado redox en el
gue las sustancias pro-oxidantes sobrepasan laidagantioxidante del organismo,
lo que da lugar a un incremento en la cantidad speces reactivas de oxigeno
(ERO). A pesar del papel fisiologico que desempeaiignnas ERO en el sistema
vascular, también pueden dar lugar a reaccionexidacion indeseadas que pueden
afectar a diversas moléculas, alterando sus fuesifisiologicas y contribuyendo al
desarrollo de diversas enfermedades vasculares.

Asi pues, el estrés oxidativo puede originarseupoexceso de sustancias pro-
oxidantes, una deficiencia de agentes antioxidaotgsr ambos factores a la vez.
Muchas situaciones patolégicas como la hipercoldsimia, la diabetes y la
hipertension, patologias asociadas a la disfuranglotelial, incrementan las ERO en
la pared de los vasos (Figura 6).

La ERO mas importante en la pared vascular esefj@ puede inactivar el
NO vy asi alterar la relajacion. La dismutacion @gl por la superéxido dismutasa
(SOD) produce kD, una ERO mas estable que participa en procesesnatorios
y proliferativos en la células vasculares. Por giagte los @ pueden combinarse
con NO para formar peroxinitrito (ONOQ una molécula que por su fuerte
capacidad oxidante sobre proteinas, lipidos o sackcidos nucleicos causa dafio
celular (Beckman y Koppenol, 1996). El,‘Opuede inducir vasoconstriccion,
hipertrofia vascular y miocardica (de Andrade et 2002, Fortuiio et al., 2005),
disminucién de la funcion renal (Sedeek et al., 308 incrementar la actividad
simpatica del sistema nervioso central (Zanzing@o?).

Hay multiples fuentes celulares de formacion de BRillerentes enzimas que
las producen en funcion de diversas circunstandidsmas de la cadena respiratoria
en las mitocondrias, los radicales @ueden producirse por la COX y lipoxigenasa,
el citocromo Bsq la xantina-oxidasa (XO), la eNOS desacoplada WADPH-
oxidasa. Las tres ultimas son las principales mesgaes de la produccion de estos
radicales tanto en el endotelio como en las CML¥i (€ Harrison, 2000, Guzik y
Harrison, 2006) (Figura 6).
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Figura 6.- Mecanismos causantes de la disfuncion endotelducida por estrés
oxidativo en las enfermedades cardiovasculares.

NADPH-oxidasa: consta de varios componentes, entre los cualeseabs

existen dos proteinas de membrana y tres protait@sdlicas (Dahlgren et al.,
1999). ElI componente de membrana es un heterodifoerado por la proteina
gp9P¥"™*y la proteina p22°% ambas proteinas forman un complejo con flavimade
dinucleétido (FAD) dando lugar al denominado citmeo b558. Por otra parte, el
componente citoplasmatico esta formado por trestefras independientes
denominadas p&P* p47"*y p67"™ Ademas participa otra proteina de unioén de
nucledtidos de guanina, la GTPasa Rac (Brandeseyzér, 2005). En células en
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reposo, la oxidasa esta inactiva y sus compongr@eaanecen separados entre la
membrana y el citosol. Cuando se exponen a estdmapoopiados la NADPH-
oxidasa se activa por asociacion de estos compament la membrana plasmatica
produciendo @ (Figura 7).

La actividad y la expresion de la NADPH-oxidasaesigulada por citocinas,
hormonas y factores fisicos tradicionalmente ingulas en la patogénesis de la
enfermedad cardiovascular (Bedard y Krause, 2d7)particular, la Ang Il es un
importante activador de la NADPH-oxidasa vasclar las células del masculo liso
vascular, la activacion del receptor Adle Ang Il determina la fosforilacion de
residuos de serina en pA% Ademas de activar la NADPH-oxidasa, la Ang II
induce también un aumento en la expresion de domsnglades, tanto en células
endoteliales como musculares. Asi, mediante lssiéfucontinua de Ang Il en ratas,
se observa como la produccion vascular gdeyda actividad de la NADPH-oxidasa
se ven notablemente incrementadas (Rajagopalan £996).

La activacion de esta enzima produce gran cantigadefales intracelulares
que pueden desembocar en disfuncion endotelialifggexion de las CMLV,
expresion de genes pro-inflamatorios y sintesisadmatriz extracelular (Virdis et
al., 2004).

Xantina Oxidasa: es una oOxido-reductasa que cataliza la oxidacion de
hipoxantina a xantina durante el metabolismo deplaghas. Puede existir en dos
formas, como xantina-deshidrogenasa que puede wtwege facilimente, por
oxidacion de residuos sulfhidrilo o por proteoliga la forma xantina-oxidasa. Esta
altima reduce el oxigeno molecular para formaraaés Q" y H,O..

eNOS desacopladata eNOS puede generar Cen lugar de NO cuando hay
deficiencias en la concentracion de su sustratarginina, o de su cofactor, BH
Este cofactor es fundamental para la actividadadeNIOS pues estabiliza la enzima
en su forma dimérica y participa en los procesodrdesferencia de electrones
durante los procesos cataliticos. Su ausencia peocambios en la eNOS, se altera
su estructura como dimero y se favorece la gererae Q~ (Wever et al, 1997).
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Los radicales libres generados extracelularmenberderuzar la membrana
plasmatica antes de reaccionar con otros compaeatelares y, por tanto, pueden
iniciar reacciones toxicas en la misma. Estas reaes alteran las propiedades de las
membranas de tal modo que cambian su fluidez, aamela permeabilidad,
disminuyen el potencial de membrana, hacen permerfunciones secretoras e
inhiben los procesos metabdlicos celulares. Lodadcgrasos insaturados presentes
en la membrana y las proteinas transmembranaenentaminoacidos oxidables son
susceptibles de alterarse por los radicales ligeeserando productos secundarios
incluyendo aldehidos, como el malondealdehido (MD&tonas, etcEl MDA
presenta una elevada capacidad de reaccionar sopates de ADN, por lo que
puede causar lesiones mutagénicas que puedenreptmadas en la patogenia de
varias enfermedades (Freeman y Crapo, 1982; &pjtah01).
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Figura 7.- Representacion esquematica de la NADPH-oxidassstwlo de reposo
y activo.



Introduccioén 27

2.4.- Disfuncion endotelial en hipertension arteriby aterosclerosis

Existen numerosos FRCV en los que la disfuncionohidl esta presente,
tanto factores bien caracterizados como las coramobhes altas de LDL, el
tabaquismo, la diabetes y la HTA; como factores rgerdes como la
hiperhomocisteinemia, las infecciones, o el dééstrogénico (Drexler, 1997). Cabe
destacar que la disfuncion endotelial no es homemé@n sus caracteristicas y su
distribucion, varia en funcion de la patologia &mter, asi como con el lecho
vascular que se considere (Puddu et al.,, 2000; rhake al., 2003; Feletou y
Vanhoutte, 2006). Como hemos mencionado antesT R Hla hipercolesterolemia
figuran entre los FRCV mas frecuentes.

La disfuncion endotelial asociada a la HTA humaaalascribié por primera
vez en 1990 en los vasos del antebrazo (Panza.,el%80) y la pérdida de
vasodilatacion dependiente de endotelio en la H& Aa confirmado en numerosos
estudios realizados en diferentes lechos vasculBesk et al., 2001; Pompilio et al.,
2001).

La HTA tiene wuna influencia directa en la funciénaseular,
independientemente de otros FRCV. Ward y cols. 4pGstudiaron la presion
arterial ambulatoria durante 24 horas y la fundéhmusculo liso y del endotelio de
arterias braquiales de pacientes hipertensos yatensos y determinaron que estaba
inversamente relacionada con la respuesta vasadblat mediada por flujo.
Nishizaka y cols (2004) demostraron que la aldosgerpuede causar disfuncion
endotelial en pacientes con HTA resistente indepabteimente de los valores de
presion arterial. De hecho, la espironolactona auinia vasodilatacion mediada por
flujo a pesar de no reducir la presion arterial.

La HTA aumenta el trabajo que debe realizar elzorgoor 1o que éste tiene
que aumentar su masa muscular (hipertrofia) pamapeasar; al principio resulta
beneficioso, pero con el tiempo puede ocasionalfiziencia coronaria y angina de
pecho. Ademas, el aumento excesivo de su masaevakwmusculo cardiaco rigido
y, con frecuencia, se producen arritmias. La hip&&, la insuficiencia coronaria y
las arritmias pueden hacer fracasar la funcion alaba del corazén, con lo que
hablariamos de insuficiencia cardiaca.
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La HTA también afecta a las arterias dafiando swaotsras y facilitando la
arteriosclerosis y la trombosis oclusiva. En otmasasiones puede originar
degeneracion en las paredes de arterias importanotes la aorta, causando una
dilatacion localizada (aneurisma) que puede daarlagrotura brusca y provocar la
muerte. En el cerebro, las arterias se pueden wvotés rigidas y estrechas y, como
consecuencia, el riego de las zonas que dependerlla® es insuficiente,
produciéndose el infarto. También puede ocurrir hevaorragia cerebral cuando las
arterias lesionadas se rompen. En el rifion, lagiast se pueden dafiar, causando
falta de riego y conduciendo a una insuficienciaakeA nivel periférico pueden
ocasionar la denominada enfermedad arterial peaféue obliga a los pacientes a
detener la marcha por el dolor.

Por otra parte, la disfuncion endotelial es un ev@mportante y temprano en
la patogénesis de la aterosclerosis, que contribugeiniciacion y progresion de la
placa ateroscleroética, lo cual se asocia a cambioguimico-morfolégicos que
gradualmente transforman la estructura de la patedal. Hay numerosos datos que
apoyan la teoria que, en la evolucion de la atkyasis se produce un proceso
inflamatorio crénico arterial en el que estan imeoados factores locales y generales
(Ross, 1999a) de manera que los marcadores dadadtiinflamatoria como la
proteina C reactiva (PCR) son capaces de predegasgo cardiovascular, incluso
en personas aparentemente sanas (Woodward €1G8), 2

La aterosclerosis es una patologia multifactomgie se caracteriza por su
progresion lenta y silenciosa, hasta alcanzarrtalgde severidad que desencadena
un evento isquémico. Es la causa principal de todade miocardio y cerebrales,
siendo responsable de la mayoria de las muerteggtas patologias. Las arterias
afectadas por la aterosclerosis pierden su eldaticy, a medida que los ateromas
crecen, se hacen mas estrechas. Ademas, con glotiloa ateromas acumulan
depositos de calcio que pueden volverse fragilesnyperse, entonces, la sangre
puede entrar, aumentando su tamafo y disminuyertdwia mas la luz arterial. Un
ateroma roto puede derramar su contenido grasegndadenar la formacion de un
coagulo sanguineo (trombo) que estrecha aun nmartelda e incluso puede ocluirla
o bien se desprende y pasa a la sangre hastadlege arteria mas pequefia, donde
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causara una oclusion (embolia). La presion artatial, los niveles de colesterol y

triglicéridos elevados en la sangre, y el tabagaison factores que contribuyen a la
formacion de placa. En la fase final de la atemyssis se producen fenémenos de
fibrosis dando lugar a una placa fibrosa o fibn@atea, con abundante colageno que
se muestra como un relieve en la superficie insaviar, llegando a la obstruccion

de la luz de la arteria (Ernst, 1993).

La gravedad de la isquemia estéa relacionada dimectee con el lugar en el que
se produzca y el tiempo que tarde en revertir. Goida obstruccion afecta a las
arterias cerebrales puede aparecer desde atagusguéenia cerebral transitoria,
hasta accidentes cerebrovasculares agudos conlaseou@®s 0 menos permanentes.
Si la obstruccion se produce en las arterias coam@ueden aparecer angina de
pecho o infarto de miocardio. Y cuando afecta aaldsrias renales se facilita el
desarrollo de insuficiencia renal o la aparicionutketipo especial de hipertension
denominada renovascular. La obstruccion de lasrigstede las extremidades
inferiores puede dar lugar a un cuadro de claudinantermitente que se caracteriza
por la presencia de dolores musculares. Por Ultilmopresencia de lesiones
ateroscleroticas complicadas en la aorta favorkedesarrollo de aneurismas aorticos
(Figura 8).
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3.- ESTATINAS Y PATOLOGIAS CARDIOVASCULARES

Es un hecho conocido que la reduccion en los reyakesmaticos de colesterol,
en particular el unido a LDL, disminuye la morbinatidad por enfermedades
cardiovasculares y la mortalidad total. La biosiist@le colesterol tiene lugar en el
reticulo endoplasmico a partir de acetil-CoA, sertipaso limitante de la sintesis la
formacion de acido mevaldnico por accion de ladxanetil-glutarii CoA (HMG-
CoA) reductasa. Al principio de la década de los &0grupo del Dr. Kurota
comenzo la busqueda de inhibidores de esta enzumadp como resultado la
produccion de un compuesto activo producido Penicillium citrinum al que
denominaron mevastatina (Endo, 1992). A partirsereomento se han desarrollado
diversos compuestos que reciben el nombre genéei¢estatinas”, cuya utilizacion
en individuos con valores elevados de colestergidraitido importantes logros en
la prevencion primaria y secundaria de la enfermedaonaria.

En 1994 el Scandinavian Simvastatin Survival St(#)marco un punto de
inflexion en la historia del colesterol y las enfedades cardiovasculares, este
estudio demostré que el tratamiento con estatiedsce la mortalidad total, aiin en
sujetos con niveles basales de LDL colesterol demados como “normales”. El
Regression Growth Evaluation Statin Study (REGRE&Bkema et al., 1995),
también demostrd que el efecto de pravastatinadabesion arterial y la incidencia
de eventos clinicos no dependian de los nivelesldmsle colesterol unido a LDL.
Otro estudio con la misma estatina publicado er818BWest of Scotland Coronary
Prevention Study (WOSCOP), puso de manifiesto usmiducion del riesgo de
enfermedades cardiovasculares cercana al 35% denfesc con elevacion del
colesterol muy moderada. Posteriormente, en eldiestthe Cholesterol And
Recurrent Events (CARE) (Plehn et al., 1999) sead#rd una reduccion del riesgo
relativo del 32% en todos los eventos cerebro-Vaseside cualquier causa, lo cual
sugirio un efecto de la pravastatina mayor que eslddgminuir la concentracion
lipidica. Datos similares se han reportado en teidgs Long-Term Intervention with
Pravastatin in Ischaemic Disease (LIPID, 1998). Méelante el estudio Heart
Protection Study (HPS, 2002) comprob¢ la tesisxiseente de que la disminucion
de la concentracion de lipidos, por si sola, ndiexpa disminucion total del riesgo
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cardiovascular en el grupo tratado con estatinaas Mun, datos del estudio
Myocardial Ischemia Reduction with Aggressive Ctdesl Lowering (MIRACL)
(Schwartz et al., 2001), demostraron que, en timl®semanas de tratamiento con
atorvastatina, se produce una disminucion de leoéps de isquemia miocardica
recurrente en aquellos pacientes con antecedeatemgina inestable o de infarto
agudo de miocardio. Para que este efecto se logtanepoco tiempo, se sugiere la
existencia de otra accion, probablemente antiirdtani|, que posibilite una
estabilizacion de la placa aterosclerotica (Wageed., 2002).

Todas estas investigaciones sugieren la hipotesik aéxistencia de efectos
independientes de la bajada de los niveles plasosatie colesterol para las estatinas
y abren la posibilidad de extender el uso de daimsacos a sujetos con valores de
colesterol mas bajos, con objeto de prevenir dageenfermedades cardiovasculares,
en particular la enfermedad coronaria.

Como indicamos anteriormente, la via del mevaloestta ruta metabolica a
través de la cual se produce la biosintesis delstariol. Las estatinas, al inhibir la
HMG-CoA reductasa, impiden no solo la sintesis déesterol sino de otros
productos intermedios de gran importancia fisiatagfFigura 9). El mevalonato es
precursor de diversos isoprenoides, productos saprdibles en el funcionamiento
celular (Weisgraber et al., 1990). Uno de los proedsoprenoides de la via es el
isopentanil-pirofosfato (IPP), que a su vez es ymawr del farnesil-pirofosfato
(FPP). La condensacion de dos moléculas de FPP&oda lugar al colesterol. Por
otro lado, la condensacion del FPP con IPP da laiggeranilgeranilpirofosfato trans
(GGPPt) o geranilgeranilpirofosfato trans-cis (GEPEI GGPPc es el precursor del
dolicol, un isoprenoide de cadena larga que ppetien el proceso de la glicolisacion
de proteinas (Carroll et al.,, 1992). EI GGPPt yFBIP estan implicados en la
modificacion post-transcripcional de proteinas.sketi numerosas proteinas que han
de someterse a este proceso para ser funcionates,eflas estaproteinas G como
las Rho GTPasas (Van Aelst y D'Souza, 1997). Lags BMPasas son proteinas
monomericas que se caracterizan porque pueden eurhiidrolizar GTP. Los
diferentes miembros de la familia Rho (Rho, Rac¢42d etc.) tienen funciones
especificas relacionadas con la organizacion delesmueleto de actina, la
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transcripcion genética, transduccion de la sefiahfacmacion de la célula,
motilidad, secrecion, proliferacion y estabilidaal ARN mensajero (Figura 9).
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Figura 9.- Representacion esquematica de la inhibicion gatieas de la biosintesis
del colesterol y de diferentes isoprenoides impiicaen la sefalizacion celular a
través de proteinas de la familia Rho.
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Proteinas Rho

Las proteinas Rho estan reguladas por 3 protetraseajconocen por sus siglas
en inglés: GEF (Guanine nucleotide exchange factBAP (GTPase activation
protein) y GDI (Guanine nucleotide exchange inlibit En situacion de reposo la
mayoria de las proteinas Rho se encuentran distadien el citoplasma unidas a
GDI. Cuando se estimula la célula, Rho se separ@Dle requisito indispensable
para traslocarse a la membrana y activarse gradesccion de GEF, que favorece
el intercambio de GDP por GTP. Unido a GTP, Rhoagmz de interactuar con sus
efectores transmitiendo la sefal. Cuando interviédd® se pone en marcha la
actividad hidrolasa intrinseca de Rho, GTP se toams en GDP y se produce la
inactivacion. (Etiennes-Manneville y Hall, 2002)diira 10).
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Figura 10.- Ciclo de activacion e inactivacion de las protsiRdo y
Su accion sobre los procesos de contraccion yacada.
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RhoA es el miembro prototipo de la subfamilia de prwseique lleva su
nombre. Esta subfamilia la integran tres isofornRisoA, RhoB y RhoC, que se
encargan basicamente de la regulacion del citoktqug del ensamblaje de las
fibras de estrés de actina (Wheeler y Ridley, 200d)secuencia de aminoacidos es
altamente homologa y difieren principalmente eri@inal.

Un gran numero de evidencias han demostrado lartarpma de RhoA en la
fisiologia vascular. RhoA participa en la contracgila diferenciacion, la migracion
y la proliferaciéon de las CMLV. En la contraccidmy en dia se reconoce RhoA
como el principal regulador de la sensibilizacioh calcio de las proteinas
contractiles (Pfitzer, 2001), lo que permite regldacontraccion a través de una de
sus proteinas diana, la cinasa asociada a Rho (RORBICK es una proteina
efectora de RhoA a la cual se une para realizamadgoria de sus funciones
bioldgicas. El principal sustrato de ROCK es lafdtssa de la cadena ligera de
miosina (CLM), una enzima que en estado activodefida la CLM de forma que
inhibe la contraccion celular. Cuando RhoA activadX se produce la fosforilacion
de la fosfatasa de la CLM, su inactivacion y el teamiento de la contraccion
muscular.

A través de la inhibicion de la isoprenilacion deoRse inhibe la translocacion
de Rho a la membrana celular y la activacion de R&€reduce (Liao et al., 2005),
de hecho, los inhibidores de ROCK evitan el vasa&®p cerebral después de una
hemorragia subaracnoidea (Shibuya et al., 1992)vieade Rho/ROCK podria
también regular funciones celulares independiemémnedel efecto sobre el
citoesqueleto de la actina, por ejemplo, esta cagh en la angiogénesis, hipertrofia
cardiaca, fibrosis perivascular e hipertension muan (Higashi et al., 2003; Hyvelin
et al., 2005; Rikitake, 2005).

La actividad de ROCK esta a menudo elevada en s de trastornos del
sistema cardiovascular. La inhibicion de esta vigide el desarrollo de la
aterosclerosis (Mallat, 2003) y previene el remadelarterial después de lesiones
vasculares (Sawada et al., 2000). Fasudil, un ishnibselectivo ROCK, mejora la
funcién endotelial en pacientes con enfermedadesmada (Nohria et al., 2006).
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Rac-1es la isoforma mas estudiada de las proteinay Raenostrado jugar un
papel fundamental en una amplia variedad de preaedalares. Los efectos de Rac-
1 en las células cardiovasculares estan mediadosigaimente a través de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina y lavideid del complejo enzimatico
NADPH-oxidasa. Como hemos indicado anteriormerateadtivacion de Rac-1, al
producirse el intercambio de GDP por GTP, determmafosforilacion de la
subunidad p67°* de NADPH-oxidasa permitiendo la traslocacion, gtpdor unién,
de las subunidades del citosol con las de la mempractivando el sistema de
produccion de @. El desarrollo de animales deficientes en Racdk ynhibidores
especificos ha permitido un mayor conocimientopglel de estas GTP-asas en la
fisiopatologia cardiovascular. La activacion de Rage ha asociado con la
aterosclerosis, proliferacion de la neointima, hipéa cardiaca y disfuncion
endotelial (Sawada et al., 2000).

3.1.- Efectos pleiotropicos de las estatinas
Estatinas y funcion endotelial

La restauracion de la funcion endotelial por estatideriva, por un lado, de su
efecto hipolipemiante y, por otro, de su efectediv sobre la célula endotelial
(Wolfrum et al., 2003). En relacion a éste Ultinas, estatinas estimulan la expresion
de eNOS y bloguean la sintesis de ERO, los dostdsf@rimarios implicados en la
disfuncion endotelial. Mecanismos adicionales iel@dos o no con su efecto
hipolipemiante contribuirian a restablecer la pomibn endotelial de NO (Mason et
al., 2004). Numerosas evidencias experimentalasandjue las estatinas producen
una mejora significativa de la funcion endoteliaé@recede, incluso, a la reduccién
de los niveles séricos de colesterol (Omori e8i02).

La Tabla 2 resume los efectos de las estatina® dalbcélula endotelial, sus
mediadores bioquimicos y los beneficios fisiologiaberivados de tales efectos.
Como puede observarse, la totalidad de los efatdesritos implican la mediacion
de las proteinas de la familia Rho o de la poteimasa B (Akt).
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Las estatinas, al reducir la prenilacion de RhdRag disminuiran su actividad
alterando su anclaje a los compartimentos memboanes los que desarrollan su
actividad reguladora de mdltiples vias. De esta araninterfieren en la
biodisponibilidad de NO, la respuesta a mediada@vo ET-1 o Ang Il y los
procesos inflamatorios.

Efecto Mediador Beneficio
| Actividad de NADPH- Rac-1 | Estrés oxidativo
oxidasa
1 Actividad de eNOS RhoA, Akt 1 Funcion endotelial
| Sintesis ET-1 Rho 1 Funcion endotelial
| Expresion del receptor Rho 1 Funcién endotelial
AT,
1 Expresion activador Rho | Trombosis
tisular del plasmin6geno
| Expresion de PAI-1 Rho | Trombosis
| Expresién de moléculas Rho | Inflamacién
de adhesion

Tabla 2.- Efectos pleiotropicos de estatinas

Los niveles de NO se mejoran con estatinas debidpease produce un
incremento en la vida media del ARNm de la eNOShyaumento de su sintesis
(Wolfrum et al, 2003). Otro mecanismo por el que éstatinas pueden regular la
actividad de la eNOS es a través de la caveolingui@ 11). Como hemos
mencionado antes, la eNOS unida a caveolina seeetrauen un estado inactivo y
niveles altos de esta proteina se asocian con edeacion de la sintesis de NO.
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Atorvastatina ha demostrado mejorar la producc@®mM@® mediante una reduccion
de los niveles de caveolina-1 (Feron et al., 2001).

Las estatinas también activan la Akt al promoverfasforilacion por la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI13). Akt es una prioie reguladora del metabolismo
celular y de la apoptosis que afecta, entre oieasad, a la eNOS. La fosforilacion de
eNOS por esta cinasa aumenta su actividad e inatarfeeproduccion de NO en las
células endoteliales (Kureishi et al., 2000; Watirat al., 2003)Figura 11).

La reactividad vascular es compleja e involucrangrariedad de mediadores.
ET-1 es uno de estos mediadores que se sintetizasenélulas endoteliales y
contribuye a desérdenes vasculares, entre elldisfiancion endotelial (Zeiher et al.,
1995). Las estatinas podrian atenuar la sintesi€ETdé de forma indirecta al
incrementar la biodisponibilidad de NO. Ademashaealescrito que varias estatinas
reducen la expresion de ARNm de la pre-pro-end@dlierman et al., 1991; Lefer
et al., 1999). Posteriormente, se demostro queelsepcia de las proteinas Rho y su
geranilgeranilacion son esenciales para la expregdeste gen (Hernandez-Perera et
al., 2000). Esta evidencia sugiere que un posiafelpde las estatinas en la terapia
de las enfermedades cardiovasculares esta asootedel control de los niveles
elevados de ET-1.

Otro mecanismo por el cual las estatinas puedenrardp funcion endotelial
es por su capacidad para disminuir los nivelesRI® Ror distintas vias. Por un lado
inhiben la actividad de la NADPH-oxidasa mediada Rac-1, por otra parte al
reducir la expresion del receptor Afleducen la sintesis de radicales libres mediada
por Ang Il (Wassmann et al., 2001). Parte del efenitioxidante de las estatinas
podria deberse a la restauracion del acoplamienta dNOS, fuente importante de
superoxido en las condiciones desacoplantes dpédacblesterolemia, como hemos
sefalado previamente (Wolfrum et al., 2003) (Fidura

También se ha propuesto que ciertos metabolitoalglenas estatinas, como
atorvastatina y fluvastatina, podrian contribuguapoder antioxidante via captacion
directa de radicales libres. Hay que resaltar cuembyoria de estudios que
demuestran las propiedades antioxidantes direcakd estatinas, utilizan dosis
suprafarmacoldgicas de las mismas.
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Figura 11.-Vias de regulacion de la biodisponibilidad de N® gstatinas.

Estatinas e inflamacion

Altas concentraciones circulantes de algunas mialécumarcadoras de
inflamacion como el factor de necrosis tumoral &lfF-o), interleucina-6 (IL-6) o
PCR se han asociado al desarrollo de HTA, altemasi@en el metabolismo de lipidos
y glucosa, asi como a la disfuncién endotelial pwimacion vascular (Nawrocki y
Scherer, 2004; Pi-Sunyer, 2006; Greenberg y Olfia6P La inflamacion vascular
podria desempefiar un papel relevante en el initaopyogresion de la hipertension.
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Aunque los mecanismos generales que explican edrimento de marcadores de la
inflamacion en la HTA son controvertidos, de manemas especifica se ha
observado que la Ang Il puede inducir la liberacdm citocinas, a través de la
activacion del factor de transcripcion NFkB en tdulas vasculares (Li, 2006;
Savoia y Schiffrin, 2007). Este factor esta relaamo con la formacion de la placa
de ateroma y la aterosclerosis y ambos procesodesorigen inflamatorio (Ross R.,
1999b). Los aspectos moleculares relacionados coliFkB incluyen mecanismos
de transcripcion sensibles al estado oxidativoe Eattor activa la expresion de
genes implicados en respuestas inmunes e inflamstdales como moléculas de
adhesion, moléculas quimiotacticas, como la pratejnimiotactica de monocitos
(MCP-1) y la interleucina-8 (IL-8), enzimas proanfhiatorias como la COX-2 y
proteinas protromboéticas como el factor tisularlyindibidor del activador del
plasminégeno (PAI-1) (Barnes y Karin, 1997; Egitiale 2000).

En los ultimos afios se han puesto de manifiesteratifes efectos
antiinflamatorios de las estatinas debidos targo eapacidad hipolipemiante como a
sus efectos pleiotropicos. Las estatinas interfiemn las moléculas proinflamatorias
que participan en el desarrollo de la placa deoatarde una manera independiente
de su accion hipolipemiante. Diversos trabajos éstudiado la influencia de las
estatinas sobre NFkB observando que producen wmairdicion de su actividad.
Esto se ha relacionado por un lado con la via de Rhplicada en la activacion
NFkB, pero también con una accién directa de lsatieas sobre la expresion de
factores como el Kruppel-like factor (KLF) y el ibidor Kappa cinasa beta (IKKB)
que controlan la actividad de NFkB (Parmar et2dlQ5; Alvarez et al., 2006).

Las estatinas pueden disminuir los niveles de RsIfe, marcador importante
de actividad inflamatoria, tanto en pacientes lupkessterolémicos, como indican los
resultados del estudio ATOMIX realizado con atotatisa en pacientes con
hiperlipidemia (Gomez-Gerique et al., 2002), como mormocolesterolémicos
(Nawawi et al., 2003; Ridker, 2003; Sugiyama et2005). Otras evidencias de las
acciones antiinflamatorias de las estatinas apuatgne estos farmacos atenuan la
expresion de P-selectina y la adhesion de leusciem los animales
normocolesterolémicos mediado por un incremento laenproducciéon de NO
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endotelial (Lefer et al., 1999; Scalia et al., 200Este efecto colesterol-
independiente de las estatinas estuvo ausentdamesacon deficiencia de eNOS, lo
que sugiere que los efectos protectores vascudartss estatinas estan mediados por
esta enzima (Stalker et al., 2001). En conclusiifierentes estudios, tanio vitro
comoin vivo, han puesto de manifiesto la capacidad antiinftarreade las estatinas.
Estos resultados nos indican que los inhibidorela d¢MG-CoA reductasa pueden
contribuir, a través de diferentes acciones, afabdizacion de la placa de ateroma
y, asi, reducir el nUmero de eventos cardiovasesilar

Estatinas e hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca es un fenOmeno adaptative se observa tanto en
condiciones fisiologicas como patologicas. Duragiterecimiento, las células del
corazén sufren procesos hipertréficos hasta que @sanza su tamafio adulto.
También en el caso de los atletas, el ejercicidimaado induce un crecimiento
adaptativo en el miocardio, necesario para sadsfé& demanda de oxigeno del
organismo. En ambas situaciones la hipertrofiaiaeaddesarrollada se caracteriza
por un crecimiento uniforme de las paredes venaies y del septo, unido a un
incremento en el tamafio de las camaras. En camabida hipertrofia patolégica
predomina la hipertrofia concéntrica, en la quetadas paredes del ventriculo
izquierdo como del septo se engrosan y se redutarmefio de las camaras. Los
cambios observados se deben, en su mayonim incremento en el tamafio de los
cardiomiocitos, aungque no se pueden descartar faictres como un incremento en
el numero de células cardiacas o en la matriz etuar (Heineke y Molkentin,
2006).

La hipertrofia cardiaca es una respuesta adaptdélaorazén a la sobrecarga
de presion, siendo una manifestacion clinica btstemmun en la hipertension, el
infarto de miocardio y la insuficiencia cardiacariMs estudios han demostrado que
la hipertrofia ventricular izquierda (HVI), inclusen ausencia de hipertension
arterial, es un factor de riesgo importante pamedecir la posible presencia de
enfermedades cardiacas mas severas. La HVI se incimalmente como un
proceso adaptativo beneficioso, sin embargo a raeglig progresa la patologia en
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respuesta a distintos estimulos, entre ellos leesabga de presion, debemos tener en
cuenta no solamente los cambios observados en @itmi sino también los
producidos en el espacio intersticial. La matriztraelular esta constituida
principalmente por colageno tipo I, principal deterante de la resistencia pasiva
del tejido. Los mecanismos moleculares implicadosaerespuesta hipertrofica del
miocito determinan también un incremento en la diggan de colageno con un
aumento de la rigidez del tejido (Sadoshima etl@b3; Pérez et al., 2002).

La respuesta a la sobrecarga de presion lleva ldodeacion, secrecion y
produccion de péptidos vasoactivos, como la Ang HT-1, que desempefian un
papel importante en la induccion de respuestasthifieas (Kobayashi et al., 1999;
Kim e Iwao., 2000; Varagic y Frohlich, 2002) med&aita modulacion de diversas
vias de sefalizacion intracelular, como la activaae protein@inasas (la proteina
cinasa activada por mitogenos (MAPK) y la PI3) @ paquefias proteinas de unién a
GTP.

La Ang Il juega un papel importante en la proliteém de fibroblastos y la
sintesis de colageno, lo que determina un incremelet la fibrosis cardiaca
(Sadoshima et al., 1993). Este efecto profibrogmeede estar mediado por la
estimulacion de la expresion de PAI-1 y/o del facte crecimiento transformante
(TGF). El primero promueve la fibrosis al inhibir lagtaloproteinasas encargadas
de la degradacion de la matriz extracelular (Brostnal., 2000) y el segundo,
estimula la diferenciacion y sintesis del colaggndibronectina asi como la
formacion de miofibroblastos (Kawano et al., 2000).

La produccion de radicales libres es otro factqrartante en el desarrollo de la
hipertrofia cardiaca y sabemos que Ang Il particgrala producciéon de dichos
radicales en el miocardio a través de la activad&ila NADPH-oxidasa (Bendall et
al., 2002).

La ET-1 es un potente vasoconstrictor que tambjémes un efecto tréfico y
profibrético sobre el corazon. Recientemente seohservado que existe una
implicaciéon del sistema RhoA/ROCK en el desarrdiohipertrofia mediada por ET-
1 en cultivos de cardiomiocitos (Hunter, 2009). lprecesos fibréticos mediados,
por este péptido, se han relacionado con un inerenae factores de crecimiento
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como el factor de crecimiento de tejido conectieb,factor de crecimiento de
endotelio vascular o el factor de crecimiento dettv de plaquetas que regulan la
acumulacion de matriz extracelular (Kemp, 2004; dRec et al., 2009). Ademas
podemos establecer una relacion entre ET-1 y Amudéls se ha descrito que esta
altima incrementa la expresion del gen de pre-motatina en fibroblastos (Reddy
el al., 2005).

Las estatinas pueden mejorar las alteraciones gicaki en el corazon
actuando a diferentes niveles. Como hemos comensadmg Il juega un papel
fundamental en los procesos de remodelado cardgg@mejendo su accion mediante
la estimulacion del receptor ATy las estatinas disminuyen la expresion de dicho
receptor. Por otra parte, estudios tanteitro comoin vivo sugieren que las estatinas
reducen los niveles de PAI-1 (Swiatkowska et ad02 Mukai et al., 2007) y
modulan el efecto de ET-1 (Hernandez-Perera e2@00Q). Ademas disminuyen la
produccion de ERO por su interferencia con la NAB#®tlasa (Takemoto et al.,
2001; Maack et al., 2003) y mejoran la biodispdidad de NO (Nakagami et al.,
2003).

Estatinas y remodelado vascular

La pared vascular es capaz de cambiar su estruattnavés de un proceso
denominado “remodelado”, es un proceso adaptatieosg produce como respuesta
a los cambios, a largo plazo, en las condicionesodeamicas. Estos cambios se
pueden producir durante el desarrollo o el envajerito y sobre todo pueden
formar parte en la fisiopatologia de determinadafereedades cardiovasculares,
como la hipertension y la diabetes.

El concepto de remodelado vascular se ha definmmocun mecanismo
complejo en el que se encuentran involucrados poscde crecimiento y atrofia. En
este sentido, el remodelado puede conllevar uemnento en la cantidad de material
del vaso, o sea, la capa media crece invadienlz ka dando lugar a un incremento
del area de la pared y de la proporcién paredfemmddelado hipertréfico), o una
reorganizacion de los distintos componentes deatadovascular sin cambio en la
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cantidad de material, los diametros externo e notestan reducidos, el area de la
capa media no esta afectada y la relacion parediloenta (remodelado eutrofico)
(Mulvany et al., 1996; Mulvany, 2002a; Mulvany, 20).

Los procesos involucrados en el remodelado vascstar el crecimiento
alterado de las CMLYV, el incremento de la matrizracelular y de moléculas de
adhesion local, la apoptosis, la fibrosis, la imi#cion con el aumento de genes
proinflamatorios sensible al estado redox (Gibbpobgzau, 1994).

La Ang Il contribuye al remodelado vascular mediala activacion de las
cascadas de transduccidon que promueven la vasaocoidst, el crecimiento celular
y la inflamacién. El citoesqueleto participa endaspuestas adaptativas estructurales
de los vasos, los filamentos del citoesqueleto ameths respuestas vasoactivas y
transducen tanto estimulos mecanicos como sefat@adoldgicas. Algunos de los
cambios que ocurren en el remodelado vascularciésaenente en las CMLV, son
inducidos por la Ang Il que activa la via transdaoal Rho/Rhocinasa y regula el
citoesqueleto (Wesselmam y De Mey, 2002). De hedtinp se ha asociado
directamente con el remodelado vascular patologico.

El NO también desempefia un papel importante ermbdelado vascular.
Ademas de regular el tono vascular e inhibir laegacion plaquetaria, se ha
demostrado que participa en la degradacion de laizmextracelular y en la
migracion de células endoteliales, procesos crgidurante el remodelado vascular
(Wiest y Croszman, 2002). Por otra parte, gl, @berado por el NADPH-oxidasa,
participa en el remodelado estimulando el creciiiele las CMLV y provocando la
hipertrofia de la capa media (Zafari et al., 1998).

Durante los procesos de remodelado se produce sequiébrio entre el
crecimiento y la apoptosis de las CMLV y las estj mediante la inhibicion de la
sintesis de moléculas de naturaleza isoprenoidacea la migracion y proliferacion
de estas células e inducen su apoptosis, restahdeciasi el equilibrio (Veillard y
March, 2002). Por otro lado, las estatinas puedejonar la funcion endotelial al
recuperar el balance entre NO y @ disminuir los efectos de Ang IlI, por ultimo
podrian mantener la capacidad de respuesta norendhsd CMLV mediante la
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estabilizacién de la membrana de las células, jarfaede la homeostasis del Cg
la inhibicién de la contraccion CMLV (Ge et al.,03).

3.2.- Pravastatina

Figura 12.- Estructura quimica del inhibidor de la enzima HMGA reductasa,
pravastatina.

Como hemos indicado previamente, desde el descaitionde los primeros
inhibidores de la HMG-CoA reductasa, la investigaci farmacéutica ha
evolucionado produciendo diferentes compuestosastatina, lovastatina (producto
natural), simvastatina (derivado semisintético devastatina), pravastatina
(bioderivado de la mevastatina), fluvastatina, \astatina, cerivastatina y
rosuvastatina (todas de origen sintético). Tod#éasesstatinas producen un efecto
cualitativamente similar en el perfil lipidico, emtun 25 y 55% de reduccion del
cLDL a las dosis maximas recomendadas, pero Idlgo la atencion es que, con
esas estatinas podria estar sucediendo lo mismbajoeurrido con la Aspirina, un
medicamento pensado para el tratamiento de unamalna por ser particularmente
eficaz en la cura de otros. Se ha demostrado guestatinas son utiles en pacientes
con colesterol normal y sin enfermedad coronana, eolesterol alto y enfermedad
coronaria estable, y con colesterol normal o alenfermedad coronaria inestable
(LIPID, 1998; Ridcker et al., 2008).
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Entre las estatinas, la pravastatina ha demostragdetidamente producir
beneficios clinicos y mejorar la supervivencia eavpncion primaria (WOSCOPS)
y secundaria (CARE), pero con el descubrimientoukvas estatinas y la necesidad
de investigarlas, disminuy0 el interés de pravamstaén la investigacion. En la
altima década, pravastatina ha vuelto a protagordes paginas de las revistas
meédicas, por sus supuestas nuevas propiedadesiellaa mas impactantes seria su
capacidad para prevenir las enfermedades cardioleass por su efecto
antiinflamatorio. Un estudio de la Universidad dest®n, dirigido por Dr. Cannon
concluyo, después de analizar los casos de maf@@ gacientes con sindrome
coronario agudo, que el tratamiento con pravastae asocia con reduccion de la
PCR a corto plazo y con efectos beneficiosos d olirdco independientemente de
su efecto hipolipemiante (Ray y Cannon, 2005).

No menos sorprendente son los resultados obteeidaxras investigaciones
que tienen que ver con la prevencion de las enfdades cardiovasculares. Un
estudio realizado por Karatzis et cols. ha relaailanel consumo de este farmaco con
una disminucion del estrés oxidativo independiestam de la bajada del nivel
plasmatico del colesterol (Karatzis et al.,, 201@tro trabajo, publicado
recientemente, sostiene que pravastatina inhibkiéanta NADPH-oxidasa (Alvarez
et al., 2010).

En las paginas de las revistas cientificas, se destrito otras singulares
aplicaciones: una de ellas le hizo ocupar lugarilpgiado en la revista American
Journal of Physiology-Heart and Circulation Physgyl tiene que ver con su efecto
beneficioso sobre el oxido nitrico (Harris et 2004).

En base a estos antecedentes y por ser una désasxmensamente estudiadas
por la medicina clinica (Shepherd et al.,, 1995gi@hos la pravastatina para este
trabajo. Ademas al ser soluble en agua permitediairastracion en el agua de
bebida de los animales durante el tratamiento codwifacilita la realizacion de
estudiosin vitro. Con este estudio pretendemos contribuir a un mayeocimiento
de la pravastatina en el campo de la hipertensgiusycomplicaciones.
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TRATAMIENTO CRONICO CON PRAVASTATINA
1.- DISENO EXPERIMENTAL

Los experimentos se han realizado teniendo en @lastdisposiciones legales
existentes referidas a la proteccion de los ansnatiéizados para experimentacion y
otros fines cientificos:

a)Directiva 2003/65/CE del Parlamento Europeo y deisejo por la que se
modifica la directiva 86/609/CEE (Diario oficial tkeUnidn Europea).

b)Real decreto 1201/2005. BOE 21 de octubre de 2005.

La justificacion por la cual se han utilizado rajzera llevar a cabo esta
investigacion es por su gran similitud con la empbomana en la patologia que se
estudia en este trabajo, por su uso estandarizadaseinvestigaciones y en la
bibliografia internacional, asi como por el heclkeagde en nuestro laboratorio exista
una gran experiencia en su manejo, su coste ecoagnsu facil manipulacion. En
concreto, se han utilizado machos pertenecientles aepas diferentes:

a) Ratas SHR, éste es un modelo de hipertensi@mrdiado en 1963, a partir
de ratas Wistar Kyoto, por medio de la selecci@anugce de machos de hipertension
moderada y hembras con hipertension establecidasossidera un modelo de
hipertension donde se ha seleccionado el fenolips.animales tienen la presion
arterial elevada y presentan el fenotipo de daf@arganos similar al observado en la
hipertension esencial en humanos, incluyendo hgfextdel ventriculo izquierdo,
ataque al corazon y fallo renal (McBride et al Q20

b) Ratas WKY, es la cepa utilizada como controhmaienso de las ratas SHR.
A las diez semanas de edad presentan unos vabmesion arterial sistélica (PAS)
gue oscilan entre 120-140 mmHg, que se mantieratigaénente toda su vida, por lo
que son utiles para establecer y evaluar las diée&as que puedan producirse como
consecuencia del estado hipertensivo y del tratamien ratas SHR.

Ambas especies se suministraron por el laborattaiwier (Francia) a traves
del Servicio de Experimentacion Animal de la Unsigad de Salamanca (Registro
N-SA001 P.A.E.). Los animales se comenzaron a glamtidos semanas antes de
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empezar el estudio, cuando las ratas SHR teniaBBsgmanas de edad y las ratas
WKY 12 semanas se inicié el tratamiento que seopg®d durante 4 semanas. Los
animales de cada lote se distribuyeron en distigtapos en funcién de su peso
corporal (PC) y sus valores de PAS, de tal forma gu todo momento hubiera el
mismo numero de animales de cada grupo y asi elsaposibles variaciones
estacionales o de otro origen que pudieran inflmitos resultados.

Los animales se mantuvieron en el estabulario eeliGo de Experimentacion
Animal de la Universidad de Salamanca, alojadogaglas a una temperatura de
22+1 °C, con una humedad ambiental del 60% y cotemmpo de luz regulado con
un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Los animsdedistribuyeron en un maximo
de tres animales por jaula con acceso libre a cr(@lobal Diet, 2014, Harlan,
Francia) y bebida.

Como hemos mencionado anteriormente, utilizamasr8HR de diferentes
edades (8 y 20 semanas) y ratas WKY (12 semanasy Uin periodo de
monitorizacion sin tratamiento, cada uno de logpgsuse divide a su vez en grupo
control (C) que recibe agua y grupo tratado comg(Kg/dia de pravastatina (P-20).
El esquema siguiente muestra la distribucion dgiopos:

Ratas
s
SHR WKY
20 semanas 8 semanas 12 semanas
% - - e
- = —
SHR 24 semanas SHR 12 semanas WKY 16 semanas

C(n=9) P-20(n=9) C(n=12) P-20 (n=12) C(n=8)  P-20(n=8)



Metodologia y resultados 51

El farmaco, suministrado por los laboratorios A. ndeni Industrie
Farmaceutiche Riunite Srl (Florencia, Italia), sknaistré disuelto en el agua de
bebida, ajustando la concentracion semanalmentaneion del peso corporal y el
consumo diario de agua. Durante el periodo dentiat&to se realizaron medidas
periodicas de la PAS. Al final del estudio se resogiuestras de orina y sangre. A
continuacion se sacrifican los animales y se emtrd®ersos tejidos para la
realizacion de estudios de reactividad vasculatphiigicos, western blotting, etc.
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2.- ESTUDIOSin vivo
Control de la presion arterial sistolica

La PAS se determina mediante el método incruenimefdida en la cola. Este
método tiene la ventaja de ser simple, reproducitderaumatico y ademas permite
trabajar con el animal despierto. Para obtener daigasultados es conveniente
habituar el animal a este tipo de manipulacion sarde realizar las medidas
definitivas, para lo cual a los animales se lesentadPAS al menos una semana antes
del inicio de los tratamientos con el fin de quefasailiaricen con el proceso y el
manejo al que se someten. Las medidas se realilmmema hora y siempre en
lugar con temperatura, ruido y limpieza adecua@dna pl bienestar de los animales.

Las ratas se sitian en un cepo, de manera qudalajgede libre para poder
colocar el manguito y el transductor. Para captajomla sefial, se procede a la
dilatacion de la arteria caudal mediante la apit@cade calor durante un periodo de
unos cinco minutos. Se utiliza un equipo NIPREM %@thertec S.A, Espafna) que
mediante un software y un equipo informatico addougsistema Computerizado
PowerLab/800 para Windows, AD Instruments, Reinoiddn permite la
monitorizacion y obtencion de los valores de PA§UFfa 13). El fundamento de la
medida consiste en comprimir el tejido alrededodadarteria caudal, mediante un
manguito neumatico, hasta la oclusion completa alearteria, un detector de
infrarrojos colocado en la cola transforma la se@ainica en eléctrica que se
monitoriza por medio de un ordenador. Segun seredsen la figura 13, la
desaparicion de la sefial (a) permite afirmar qubaaseroducido la oclusion de la
arteria. La disminucion controlada de la presion eermanguito neumatico, se
acompafa de la aparicion de la onda de pulso épresion neumatica medida en
ese punto es igual a la PAS en la arteria (c)egktro de la onda pulsatil permite
medir simultaneamente la frecuencia cardiaca, ésapiones por minuto (ppm) a
partir de este registro (d).

El criterio de validez de las medidas se basa avbiancion de seis valores
consecutivos que no difieran en mas de 10 mmHg aitrestableciendo el valor de
la PAS como la media de esos seis valores. Sentiateel valor de la PAS antes de
comenzar el tratamiento y a las 1, 2, 3 y 4 semdesigués del comienzo del mismo.
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Figura 13.- Sistema de medida de la presion arterial y freciaetardiaca y
detalle de un registro original en la arteria chdeearata.
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Expresion y analisis de los resultados

Todos los resultados se expresan como media aicameel error estandar de
la media (EEM) de un minimo de ocho animales. Ramaparar los valores
obtenidos entre los grupos tratados con pravaatgtsus correspondientes controles
se realiza el analisis ANOVA de dos vias y el ANOWA una via para evaluar la
progresion de los valores de presion a lo largotidelipo en un mismo grupo. En
ambos casos Bonferroni se utiliza como prueba esst-considerandose diferencias
significativas cuando p<0,05.

Resultados

En la figura 14 podemos observar la evoluciéon deA& durante el estudio en
ratas SHR y WKY. En los animales hipertensos loforea de presion se
incrementan de manera muy importante, pasando &€l ¥f6mHg a las 8 semanas a
21142 mmHg a las 24 semanas. La PAS de las ratas WHKivasguvo constante en
el periodo estudiado (en torno a 140 mmHg).

El tratamiento de las ratas SHR con pravastatinedypo diferencias
estadisticamente significativas entre animales rabnt tratados, tanto si este
tratamiento se iniciaba a las 20 semanas (Figueg &¢6mo si lo hacia a las 8
semanas (Figura 15b). En este primer caso, adeshasrvamos un ligero efecto
hipotensor, con valores significativamente mas péqgs en el grupo tratado al final
del estudio si se comparan con los valores inigiale

La pravastatina no modifico en ningin momento &Rk las ratas WKY
(Figura 15c).

Estas diferencias entre SHR y WKY no se observannel caso de la
frecuencia cardiaca ni se modificaron con el tré&ain.
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Figura 14.- Evolucion de lapresion arterial sistélica (PAS, mmHg) a lo larga d
estudio en ratas genéticamente hipertensas (SH&ay normotensas Wistar Kyoto
(WKY). *p<0,05 frente a los valores iniciales.
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Figura 15.- Evolucion de la presion arterial sistolica (PAS, Hgh a lo largo del
estudio en ratas genéticamente hipertensas (SHR) demana&), 8 semanaf) y
ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 12 semdnpscontrol (C) y tratadas
con 20 mg/Kg/dia de pravastatina (P-20) duranterdasas.p<0,05 frente al grupo
control, *p<0,05 frente a los valores iniciales.
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3.- NIVELES DE COLESTEROL

Para determinar los valores plasmaticos del colesterol se utiliz&itun
comercial (Colesterol, BioSystem, Espafa). Como se muestra en el esgliema,
colesterol esterificado se transforma en colesterol libre por la accidncdéesterol
esterasa. A continuacion, el colesterol se oxida por la colesterol aXmasando
colestenona y peroxido de hidrogeno, el cual, con fenol y 4-amipoarai(4-AAP)
en presencia de peroxidasa, forma un compuesto coloreado (quinonaingnsg qu
cuantifica por espectrofotometria.

Colesterol esterasa P
Colesterol + Acido graso

Colestero esterificado + H,0O

Colesterol + 20, + H,0 Colesterol _oxidasa Colestenona + H,0,

2H,0, + 4-AAP + Fenol Peroxidasa > Quinonaimina + 4H,0

Una alictota de 10 pL de plasma se mezcla, en la cubeta del espéctedfof
con 1 mL del reactivo del kit que contiene la mezcla de enzirtras 0 minutos de
incubacién a temperatura ambiente se mide la absorbancia a 500 nmsnio
procedimiento se realiza con un patrén de colesterol (200 mg/dlgohcentracion
de colesterol en la muestra se expresa en mg/dL y se calcula a partirgieelstes
formula:

ADS muestra

Colestero,, esira = ADS oo
patron

X Colesteroyayen

Expresion y analisis de los resultados

Todos los resultados se expresan como media aritmética + EEMrdanumo
de 5 animales. Para comparar las diferencias entre grupos control ystisgaddiza
la prueba t’ de Student para datos no pareados, considerandose diferencias
significativas cuando p<0,05.



58 Metodologia y resultados

Resultados

Los niveles de colesterol plasmatico determinados al final del doerie
estudio fueron similares en ratas WKY y SHR. La edad de éstas utama®co
afectd a este pardmetro. En la figura 16 podemos observar que el tratarorento
pravastatina no modifico los niveles de colesterol en ningunosdieds grupos de
ratas.

SHR 24 semanas a

[
o N
L2

o]
o
r r
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2

Colesterol (mg/dL)
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s

SHR 12 semanas b

Colesterol (mg/dL)

i

WKY 16 semanas C

100+
801
601
401
201

Colesterol (mg/dL)

C P-20

Figura 16.- Niveles de colesterol total en plasma de ratas genéticamente hipertensas
(SHR) de 24 semanda), 12 semanaf) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY)

de 16 semanag), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de pravastatina (P-20)
durante 4 semanas.
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4 .- ESTUDIOSIn vitro

Finalizados los tratamientos, las ratas se anastesin pentobarbital sédico a
la dosis de 60 mg/Kg por via intraperitoneal. A towmacion se canula la arteria
cardtida, con un catéter (PE-50, Intramedic®, BecRickinson, EE.UU.) para
recoger muestras de sangre, seguidamente se pradedextraccion de la arteria
aorta, del arbol vascular mesentérico, y a la @adh del rifidn izquierdo, para la
realizacion de estudios de funcionalidad. Tambemxdraen el corazon y el rifion
derecho, que se pesan y se congelan a -80 °C p@manihaciones posteriores o se
procesan para estudios histolégicos.

4.1.- Estudios de funcionalidad: arteria aorta

Se utiliza un sistema de bafios de 6rgano aislaano &l que se presenta en la
figura 17, que poseen una doble pared de vidrionidtl@hdo una cadmara, que a su
vez se encuentra conectada a un circuito cerradocyyo interior circula agua
mantenida a una temperatura constante de 37 °Gamedina bomba termostéatica
(TECTRON 4373200 Selecta, Espafia), que actia ahontteempo como bomba,
elemento calefactor y termostato. La parte infedielrbafio tiene un orificio a través
del cual se hace llegar de manera controlada lade@indeseada de carbégeno (95%
O, y 5% CQ, Air Liquide, Espafna). El interior del bafio congeuna cantidad
conocida de liquido nutricio que asegura la innderstompleta del tejido. Este
liguido se elimina por una salida situada en latepanferior de la copa e
inmediatamente se rellena con solucién nutriciavaug 37°C, de forma que los
cambios de temperatura sean minimos.

Una vez extraida la arteria aorta se procede alitainacion del tejido
conectivo y graso que la rodea, cortandola en seg®ade 3 mm mediante un
sistema de cuchillas ideado en nuestro laboratAricavés de la luz de los anillos se
introducen dos alambres finos de acero inoxidab&e yolocan en los bafios que
contienen 5 mL de solucién Krebs a 37 °C gaseadaadogeno (NaCl 118,7 mM;
KCI 4,7 mM; CaC} 2,5 mM; KH,PO, 1,2 mM; NaHCQ 25,0 mM; MgSQ 1,2 mM,;
glucosa 11,1 mM). Uno de los alambres se fija d@obde O6rganos y el otro se
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conecta al transductor isométrico (UF-1, Harvardpd@yatus Inc., EE.UU.). Los
cambios de tension se registran mediante un sist@enadquisicion de datos
PowerLab/800 (AD Instruments, Reino Unido).

Agua 37 =0

ad ‘\Curbﬁgeﬂo
Crenaje

Figura 17.- Bafio de érganos y transductor isométrico.

Todos los anillos se someten a una tensién de 2sg gejan estabilizar 60
minutos renovando la solucion nutricia cada 30 meisuSi es necesario, la tension
se reajusta a 2 g. La funcionalidad del tejido emprueba afiadiendo al bafio
fenilefrina (FE, 10 M), una vez alcanzada una meseta de contracciéfiaie ACh
(10° M), cuya respuesta relajante nos indica el esfadoional del endotelio. A
continuacion se lavan repetidamente los anillas, 30 minutos (tiempo aproximado
que tarda el anillo en recuperar la tension basafenueva la solucion, se reajusta la
tensidn si es necesario y se deja estabilizardpgvacion durante 30 minutos mas.
En este momento se procede a la realizacion dgdagentes experimentos:
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Curvas concentracion-respuesta a agentes relajantes

Previa contraccién de los anillos con FE {I¥) y una vez alcanzada una
meseta de contraccion estable, como se ha menocigmavyiamente, se realizan
curvas acumulativas concentracion-respuesta desifpsentes agentes relajantes:
ACh (108-3x10° M), cuya accién relajante es endotelio dependifigura 18) y
nitroprusiato sédico (NTP, 183x10° M), cuya accion relajante es independiente de
la presencia del endotelio.

Curva concentracién-respuesta

FE 10°M

2000 / Wl\w
1000 \w

MWMMWW

t

Contraccion (mg)

2:21:40 2:30:00 2:38:20
Tiempo de experimento

Figura 18.- Registro original de una curva de relajacion a AGharteria

aorta de rata.

Las curvas a ACh se repiten tras la incubacionamter 30 minutos, con
indometacina (5xI® M), con el fin de estudiar la participacion de iaedres
producidos por la COX en la respuesta relajante, apocinina (18 M), para
evaluar el efecto de la inhibiciébn de la NADPH-@gd en la respuesta relajante y
con N(G)monometil-L-arginina (L-NAME) (IbM) para evaluar el efecto de la
inhibicién de la eNOS.
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Curvas concentracién-respuesta a agentes contractmtes

Se afiaden al bafo, de forma acumulativa, concemtes: crecientes de FE
(10%-3x10° M) o de un andlogo de TX%AU46619, 13*10° M) esperando, antes
de afiadir la siguiente concentracion, el tiempacwgufte para obtener una meseta
estable de contraccion, como se muestra en laafip@ir

Curva concentracion-respuesta

—

E 5000 i
1 1 1
S L
S L
§ 3000 : : :
— | | |
C | | |
Q L
O 1000 ! ! !
O 1 1 1

3:03:20 3:20:00 3:36:40 3:53:20

Tiempo de experimento

Figura 19.- Registro original de una curva de contraccién a&RfE

arteria aorta de rata.

Expresion y analisis de los resultados

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa comideX%elajacion frente a
la respuesta contractil obtenida con FE. La respued$-E y U46619 se expresa en
mg de contraccion.

En todas las curvas concentracion-respuesta senebtl valor de efecto
maximo Emax) Y PD2 (logaritmo cambiado de signo de la concentracidragenista
que produce el 50% del efecto maximo). Este Ultpacmetro se obtiene mediante
el ajuste de las curvas a un modelo logistico meali utilizando el programa Graph
Pad Prism version 4.0 (GraphPad software Inc., BB.U
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Los resultados se expresan como la media aritm#tifaM de un minimo de 5
experimentos. Para comparar los valores obtenidoe és grupos tratados y sus
correspondientes controles se utiliza la pru¢bade student para datos no pareados.
Para comparar las curvas dosis respuesta en @emliés grupos, se utiliza la prueba
F de Snedecor. Los diferentes grupos control se acanputilizando el analisis de la
varianza (ANOVA) de una via seguida de Bonferrdan todos los casos, se
consideran diferencias significativas cuando p<0,05
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Resultados
Estudios de funcionalidad: arteria aorta
Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina

Como podemos observar en la figura 20 y en losreslde Eax recogidos en
la tabla 3A, la relajacion producida por ACh erasa¥WKY fue significativamente
superior a la observada en las ratas SHR. Del misimdo comprobamos que la
pérdida de la funcion endotelial era mayor cuantyon era la edad de las ratas
SHR, lo que corresponde con valores mas elevadB#de

El tratamiento durante 4 semanas con pravastditsdaa la respuesta de ACh
en ratas de 12 semanas produciendo una mejorificatima de la relajacion (Figura
20b). Cuando el mismo tratamiento se aplicé a desnentre las 20 y las 24
semanas de edad no se modificé la respuesta respéas animales control (Figura
20a). Tampoco observamos cambios en la respuedi&ha por efecto de la
pravastatina en ratas WKY, con funcion endotel@aimal (Figura 20c). Los valores
de pD» fueron semejantes en animales normotensos e dmgsed y no se
modificaron ni con la edad, ni con el tratamierftalfla 3A)

Curvas concentracion-respuesta a nitroprusiato sodo

Los tres grupos controles mostraron diferencianifstgtivas en la respuesta
maxima obtenida con NTP. La relajacion alcanzé reslaercanos al 100% en las
ratas WKY y fue mayor en las ratas SHR de 12 semguna en las de 24 semanas.
En el grupo de las ratas SHR de 24 semanas, 12nasnyalas ratas WKY de 16
semanas no se observaron diferencias en las cdevasajacion obtenidas con NTP
entre los grupos controles y tratados ni en lauesia maxima ni en el pFigura
21, Tabla 3B).

Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina

La figura 22a muestra las curvas concentraciénuestp de FE en el grupo de
ratas SHR de 24 semanas, podemos observar que /R@/dig de pravastatina no
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modifico la respuesta contracturante. Al analinar parametros obtenidos mediante
un ajuste no lineal de los datos experimentalasyddores de gy pD. para ambos
grupos fueron similares (Tabla 3C). Tampoco seuwfiston diferencias en ratas
SHR de 12 semanas (Figura 22b, Tabla 3C).

El tratamiento de las ratas WKY durante 4 semabaspcavastatina modifico
los valores de gkix (Tabla 3C). En la figura 22c se ve que los anitlesaorta del
grupo tratado respondieron menos a FE que losrdpbgsontrol.

Curvas complementarias concentracion-respuesta

Como solamente se modificaba la respuesta relagemendiente del endotelio
en las ratas SHR de 12 semanas, planteamos unagoensomplementarios con
estas arterias. En algunos anillos las curvas db € repitieron después de un
periodo de incubacion con apocinina, indometacina-NAME. Después de la
incubacién con apocinina se mejoro la relajacidriataen el grupo control como en
el grupo tratado. La relajacion maxima en los asillel grupo control incubados con
apocinina alcanzaron los valores del grupo trateslo pravastatina (Figura 23a,
Tabla 4).

La incubacion con indometacina mejoré la relaja@dnlos grupos control y
tratado, el incremento de la relajacién fue mayoelegrupo tratado (40%) que en el
control (23%) (Figura 23b, Tabla 4).

Después de la incubacion con L-NAME la respuestetada con ACh fue
una respuesta contracturante significativamenteoman los animales control
(Figura 24), la respuesta maxima fue de 1727+22C%mel grupo control frente a
1058+181 mg en el grupo tratado (p< 0,05).

También hemos realizado curvas concentracion respaé analogo del TXA
(U46619). Como se puede observar en la figura 2omdéraccion producida por este
agente fue significativamente superior en los asilcontrol que en los anillos
tratados.
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Figura 20.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (AOR-3x10° M) en
arteria aorta precontraida con fenilefrina (FE;° 1) de ratas genéticamente
hipertensas (SHR) de 24 semalfas 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar
Kyoto (WKY) de 16 semanagc), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de
pravastatina (P-20) durante 4 semanas0,05 frente al grupo control.
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Figura 21.- Curvas concentracion-respuesta a nitroprusiatwsdNTP, 10°>-3x10°

M) en arteria aorta precontraida con fenilefring,(E0° M) de ratas genéticamente
hipertensas (SHR) de 24 semaKals 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar
Kyoto (WKY) de 16 semanagc), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de
pravastatina (P-20) durante 4 semanas.
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Figura 22.- Curvas concentracién-respuesta a fenilefrina (FE-3x10° M) en
arteria aorta de ratas genéticamente hipertendd®)($le 24 semana&), 12
semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 sessér) control (C)
y tratadas con 20 mg/Kg/dia de pravastatina (PeROante 4 semanasp<0,05
frente al grupo control.
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Figura 23.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (AOR-3x10° M) en
arteria aorta precontraida con fenilefrina (FE;° 1) de ratas genéticamente
hipertensas (SHR) de 12 semanas, control (C) wadast con 20 mg/Kg/dia de
pravastatina (P-20) durante 4 semanas. Respudajante a ACh en ausencia y en
presencia de apocinina (Apo, 30M) (a) o indometacina (Indo, 5xT0M) (b).
*p<0,05 comparando curvas en ausencia y en presgmeaipocinina o indometacina.
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Figura 24.- Curvas concentracion-respuesta a acetilcolina (AITH-10* M) en
arteria aorta de ratas genéticamente hipertenddR)(8e 12 semanas e incubada
durante 30 minutos con L-NAME (faMl), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia
de pravastatina (P-20) durante 4 semama%,05 frente al grupo control.
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Figura 25.- Curvas concentracién-respuesta a U46619%10° M) en arteria aorta
de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 12hasmeontrol (C) y tratadas con
20 mg/Kg/dia de pravastatina (P-20) durante 4 semap<0,05 frente al grupo
control.
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Acetilcolina C P-20

A Emax (%) pD2 Emax (%) pD2

SHR 24 semanas (n=5) |37,4+2,8" | 7,2:0,1 36,0¢2,1 | 7,2%0,2

SHR 12 semanas (n=5-6)| 45,5+2,8 7,610,2 58,1+3,2 7,410,1

WKY 16 semanas (n=4) 70,7+1,2 7,310,1 | 70,3t1,8 7,1+0,1

Nitroprusiato sodico C P-20

B Emax (%0) pD Emax (%0) pD,

SHR 24 semanas (n=5) 76,021,7" 6,9+0,1 79,3+2,1 | 7,1+0,1

SHR 12 semanas (n=5-6)| 86,4+3,4 7,310,1 87,5¢3,0 | 7,4+0,1

WKY 16 semanas (n=4) 95,6+1,6 6,7+0,1 | 97,5t1,7 7,0£0,1

Fenilefrina C P-20
C Emax (MQ) pD; Emax (MQ) pD;
SHR 24 semanas (n=7) |2605:120" | 6,7+0,1 | 2791+126|  7,020,1

SHR 12 semanas (n=5-6)| 2147+152 7,240,2 2041+171| 7,1+0,2

WKY 16 semanas (n=4) 3184+163 6,9+0,2 | 2555+219 6,8+0,3

Tabla 3.- Valores de respuesta maximan{t y pD. de las curvas concentracion
respuesta a acetilcolirfd), nitroprusiato sédic¢B) y fenilefrina(C) en arteria aorta
de ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24em2anas y ratas normotensas
Wistar Kyoto (WKY) de 16 semanas, control (C) ytadas con 20 mg/Kg/dia de
pravastatina (P-20) durante 4 seman@s0,05 frente al grupo controtp<0,05
frente al grupo control WKY’, p<0,05 frente al grupo control SHR de 12 semanas.
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SHR 12 semanas (n=6)

Acetilcolina

Emax (%)

C 42,5+2,6 P-20 58,1+3,2

C Apo 55,1+¢3,7 | P-20 Apo | 71.8+2,8

C Indo 68.4+4 4 | P-20Indo | 90.9+2 f

Tabla 4.- Valores de respuesta maxima,{f. de las curvas concentracion respuesta
a acetilcolina en arteria aorta de ratas genétintamhbipertensas (SHR) de 12
semanas antes y después de incubar durante 30osicart apocinina (Apo) y con
indometacina (Indo), control (C) y tratadas com#f)Kg/dia de pravastatina (P-20)
durante 4 semanadp<0,05 comparando curvas en ausencia y en preselecia
apocinina o indometacina.
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4.2.- Western blotting

El método del western blotting se basa en la sejgerale proteinas de una
muestra por electroforesis, su transferencia ameabrana y la utilizacion de un
anticuerpo especifico frente a la proteina que eseal identificar, denominado
anticuerpo primario. Posteriormente se utiliza aticaerpo secundario conjugado
con peroxidasa de rabano (HRP) que reacciona coprimlario. La HRP del
complejo, al reaccionar con un determinado sustrgt@duce una reaccion
facilmente detectable y proporcional a la cantidiedproteina estudiada. Hemos
utilizado esta técnica para analizar si el tratatoiecon pravastatina modifica la
expresion de las proteinas COX-2 y eNOS en aorta.

Para la extraccion y la cuantificacion de proteinas aortas se homogenizan
en tubos (Gente Macs, Alemania) durante 30 seguad@®0 r.p.m en buffer RIPA
suplementado con inhibidores de proteasas y fastatélris-HCI 10 mM, pH 8;
NaCl 150 mM; EDTA 50 mM; aprotinina 1 pg/mL; PMSFmMM; ortovanadato
sédico 0,2 mM; NaF 1 mM B-glicerolfosfato 1 mM) utilizando el sistema
Dispomix System (Medic Tools, Suiza). Los deseclwetulares se eliminan
mediante centrifugacion a 18.000 x g durante 10utog a 4°C y se recupera el
sobrenadante. En una alicuota de éste, se detdlaripacentracion de proteinas por
espectrofotometria usando el metodo de BradfordfuBoion de la cantidad de
proteinas se afiade la cantidad necesaria de tadg@arga (Tris 500 mM; 40%
glicerol; 8% SDS; 4%B-mercaptoetanol; 0,5% azul de bromofenol) y sevkier
durante 5 minutos. Las proteinas se separan erlutiegpoliacrilamida (10%) con
condiciones desnaturalizantes reductoras usana@ételdo de Laemmli a un voltaje
constante de 130 V (Laemmli, 1970).

A continuacion, las proteinas se transfieren ameabrana de nitrocelulosa
(Whatman, Protran, Millipore, Alemania) con un ema de transferencia humedo.
La cubeta se rellena con tampdn de transferericidfiris 20 mM; glicina 190 mM y
20% metanol) y se aplica una corriente eléctricastamte de 220 mA durante 90
minutos.

Las membranas se bloquean con de leche en polvatdds al 5% en tampon
de lavado (TBS-T: Tris-HCI 20 mM; NaCl 137 mM; Twe0 0,1%; pH 7,5) y se
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incuban durante 60 minutos a temperatura ambiBegpués del bloqueo se procede
a la incubacion con anticuerpo primario duranterB@utos a temperatura ambiente
en el caso de COX-2 o a°€ durante toda la noche en el caso de eNOS y de la
tubulina (que se utiliza como control de cargaaterhuestras). A continuacion, la
membrana se lava tres veces durante 7 minutos B&TTy se incuba durante 30
minutos con anticuerpo secundario. Al terminarnleubacioén se lava 3 veces con
TBS-T.

Las bandas se identifican con un sistema de détet@sado en el luminol y
potenciado con p-iodofenol (Ausubsl al., 1987). La emision de luz debida a la
reaccion con la HRP conjugada con el anticuerpargtrio se detecta mediante la
exposicion de una pelicula de autorradiografiaiblEna la luz (super RX X-Ray
Film, Fujifilm, India). La cuantificacion de las hdas se hizo por densitometria
usando el programa (Scion Image) y se expresaromidades arbitrarias respecto al
control.

Expresion y analisis de los resultados

Todos los resultados se expresan como media agcan€EEM de un minimo
de 5 muestras. Para comparar las diferencias gntpms se utiliza la pruebd’ ‘de
Student para datos no pareados, considerandosentifgs significativas cuando
p<0,05.

Resultados

Como se puede observar en la figura 26 las aortaeegentes de animales de
12 semanas tratados con pravastatina presentaiooremento en la expresion de la
proteina eNOS respecto a sus controles (Figura. Z8a)este mismo tejido la
expresion de COX-2 fue significativamente menor agmmales tratados que en
animales control (Figura 26b). En ambas casospeesion dex-tubulina no mostro
diferencias.



Metodologia y resultados 75

SHR 12 semanas a

C P-20
eNOS wwess smmm® 144 kDa
a-tubuling — e 55 kKD

N
al
]

*

H H N
o ¢ o
1 1 1

Expresion eNOS
(unidades arbitrarias)
o
g

o
o
1

SHR 12 semanas b

C P-20
COX-2untgs w72 kDa
o-tubUliNG — —— 55 kKD a

Expresién COX-2
o =
€ by

(unidades arbitrarias)
o
il

©
w
N

o
o
1

Figura 26.- Blots representativos y cuantificacion densitonsétde la expresion de
eNOS(a) y COX-2(b) en arteria aorta de ratas genéticamente hipert¢8sH) de
12 semanas control (C) y tratadas con 20 mg/Kgldipravastatina (P-20) durante 4
semanas.p<0,05 frente al grupo control.
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4.3.- Estudios de funcionalidad: arterias mesentéras

Para los estudios de funcionalidad en arterias mbé&seas se utilizé un
miografo de alambre (Multiwire Myograph System, DMModelo 610M,
Dinamarca) (Figura 27). Después de extraer el nieserse localiza la tercera rama
del arbol vascular mesentérico y se procede airfaneicion del tejido conectivo y
graso que rodea esta arteria y, a continuacioorsa en anillos de aproximadamente
2 mm de longitud. A través de la luz de cada seg¢pnsmintroducen dos alambres de
acero inoxidable de 40 um de diametro, uno se aolen la parte fija o
correspondiente al transductor, mientras que els#rune a la parte movil, que a su
vez esta unida a un tornillo micrométrico. Una gee los anillos estdn montados en
los bafios, con solucion Krebs a7y aireados con carbdgeno, se deja un periodo
de estabilizacion y posteriormente, se normalizas &nillos a una tension
equivalente a 90 mmHg segun la técnica descritdjudvany (Mulvany y Halpern,
1977).

Figura 27.- Aislamiento y montaje de anillos de la terceraaam

de las arterias mesentéricas.
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Después de 30 minutos de estabilizacion se inigmatocolo del ensayo. La
funcionalidad del tejido se comprueba afiadiendbadio FE (18 M) y una vez
alcanzada una meseta de contraccién estable se Afdd(10° M) cuya respuesta
relajante nos indica el estado funcional del eraotdosteriormente se lavan
repetidamente los anillos, se dejan estabilizaarter 30 minutos para que el anillo
recupere la tension basal, se renueva la solucr@bsKy se dejan estabilizar 15
minutos méas. Pasado este periodo se analizan stapuelajantes a ACh (10
3x10° M) y NTP (10°-3x10° M).

Expresion y analisis de los resultados

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa comieX%elajacion frente a
la respuesta contractil obtenida con FE. En cada de experimentos, los resultados
se expresan como la media aritmética + EEM de uminmoi de 5 experimentos. El
analisis estadistico se realiza como se indicd epagtado 4.1.

Resultados

La relajacion maxima a ACh fue ligeramente menofasnratas SHR control
de 24 y 12 semanas comparando con las ratas WKyuauestas diferencias no
alcanzaron significacion esatadistica (Tabla 5A).trBtamiento con pravastatina
produjo una significativa mejoria en la capacideldjante dependiente del endotelio
solo en el grupo de ratas de 24 semanas (Figura 28)

Todos los grupos control respondieron de manerdasian NTP, como puede
observarse en las curvas dosis respuesta (Figyrg @9 los parametros obtenidos
del andlisis de esas curvas (Tabla 5B). El tratatmieon pravastatina no modifico
ninguno de estos parametros.
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Figura 28.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (AOR-3x10° M) en
arterias mesentéricas precontraidas con fenilefrff&, 10° M) de ratas
genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semémgsl?2 semanagb) y ratas
normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 sema(@scontrol (C) y tratadas con 20
mg/Kg/dia de pravastatina (P-20) durante 4 semap<8,05 frente al grupo control.
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Figura 29.- Curvas concentracion-respuesta a hitroprusiatwsdNTP, 10°>-3x10°
M) en arterias mesentéricas precontraidas conefenié (FE, 10 M) de ratas
genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semé&pd?2 semanagb) y ratas
normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 sema(@scontrol (C) y tratadas con 20
mg/Kg/dia de pravastatina (P-20) durante 4 semanas.
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Acetilcolina C P-20

A Emax (%) pD2 Emax (%) pD2

SHR 24 semanas (n=9-6)| 71,9+2,3 7,3+0,1 86,1+2,4| 7,4%0,1

SHR 12 semanas (n=6-8)| 68,415,8 7,3£0,1 66,418,8 7,7£0,3

WKY 16 semanas (n=4) | 77,722 6,9+0,1 77,8429 7,1+0,1

Nitroprusiato sodico C P-20

B Emax (%0) pD Emax (%0) pD:

SHR 24 semanas (n=6) 79,3t2,4 7,2+0,0 78,6+3,4 6,9+0,1

SHR 12 semanas (n=6-8)| 82,5+1,3 7,2+0,0 83,3%1,3 7,1+0,1

WKY 16 semanas (n=4) | 79,7+2,3 7,4+0,2 78,3%+2,4 7,2+0,2

Tabla 5.- Valores de relajacion maxima (& y pD. de las curvas concentracion-
respuesta a acetilcolin@) y nitruprusiato sédicgB) en arterias mesentéricas de
ratas genéticamente hipertensas (SHR) de 24, 1@nseny ratas normotensas Wistar
Kyoto (WKY) de 16 semanas, control (C) y tratadasn 20 mg/Kg/dia de
pravastatina (P-20) durante 4 semanas0,05 frente al grupo control.
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4.4.- Estudios de funcionalidad: rifion perfundido

Como indicamos anteriormente, una vez sacrificatcaremal, el rifidn
izquierdo se canula cuidadosamente por la uniore datarteria renal y la aorta
abdominal. El catéter (PE-50, Intramedic® Benctackdson, EE.UU.) introducido
en la arteria renal se conecta simultdneamenteantecduna llave de tres vias, con el
transductor de presion (Transpac® IV, modelo L9%88hot Critical Care Systems,
Irlanda), que permite registrar los cambios enr&sipn basal de perfusion, y una
bomba de perfusién (Masterflex L/S, Cole-Palmédt,URJ.) que asegura un flujo
contsante (Figura 30).

La perfusion se realiza con solucion Krebs gaseama carbdégeno a una
temperatura de 37 °C y a un flujo constante de 3mr. Los cambios de presion
detectados por el transductor se registran mediahtesistema informatico
PowerLab/800 para Windows.

Después de 15 minutos de estabilizacion, se cotbarlee funcionalidad del
tejido con KCI (80 mM) en el liquido de perfusioashka alcanzar una meseta de
contraccion estable. A continuacion se cambia kdup®n de KCI por solucion
Krebs para recuperar la presion basal.

Tras otros 15 minutos de estabilizacion perfundieldcebs, se realizan curvas
concentracién-respuesta a ACh en preparacionesniraédas con FE (10M). Para
ello se va perfundiendo sucesivamente disoluciodesFE a las que se ha
incorporado concentraciones crecientes de ACH-(If M). Después de un periodo
de estabilizacion de 30 minutos, se repite el mipnotocolo para realizar una curva
concentracion respuesta a NTP{D* M), y al final, después de un nuevo periodo
de estabilizacién se realiza una curva de FE-R0.0°M).

Expresion y analisis de los resultados

La presion de perfusion basal y las respuestas layKEE se expresan en
mmHg. La relajacion provocada por ACh y NTP se esarcomo % de relajacion
frente a la respuesta contractil obtenida con FEtddas las curvas concentracion-
respuesta se obtuvo el valaggky pD. como se indicé anteriormente.
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Los resultados se expresan como media aritmétieeM de un minimo de 4
experimentos. El analisis estadistico se obtiemeocee indic6 en el apartado 4.1.

Curvas concentracion respuesta

—— ———
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Figura 30.- Sistema de perfusion y registro original de unaawosis respuesta a
ACh en lecho vascular renal.
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Resultados

Los valores de presion basal de perfusion en kas I3HR de 12 semanas y
WKY fueron similares mientras que en las ratas StHR 24 semanas fueron
inferiores. La respuesta a KCI (80 mM) y a FE'{2®) se incrementé con la edad,
las ratas WKY respondieron mucho menos a estostegyeontracturantes que las
ratas SHR de 12 semanas. Estas, a su vez, resmondienos que las ratas SHR de
24 semanas (Tabla 6).

Como se puede observar en la figura 31a, tras tndoede 4 semanas de
tratamiento con pravastatina, en las ratas SHRIdz@anas se ven diferencias en la
relajacion a ACh entre el grupo control y el grupatado, donde la respuesta
vasodilatadora fue significativamente mayor endesrias renales procedentes de
ratas tratadas, indicativo de una mejor funciomalidndotelial.

La relajacion maxima de este lecho vascular errdtes de 12 semanas fue
superior a la respuesta maxima en las ratas dedads(Tabla 7A). En este grupo de
ratas mas jovenes el tratamiento con pravastat@jarintambién la respuesta a ACh
(Figura 31b). En ambos grupos de SHR las rataadmatalcanzaron los valores de
Emax de las ratas WKY (Tabla 7A). En la figura 31c aliaenos que el tratamiento
con pravastatina no modificé la respuesta relajam®€h en las ratas WKY.

Los resultados obtenidos con NTP indican que nda diferencias en la
capacidad relajante del musculo liso vascular eSifR y WKY (Tabla 7B).
Tampoco se observaron diferencias entre los anintedados y sin tratar (Figura
32).

Los ensayos llevados a cabo con FE muestran reapusmtracturantes muy
similares en todos los grupos estudiados (Figuya 33
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Pp (MMHQ) | Kgo (MmHg) | FE (10° M, mmHg)

SHR 24 semanas (n=6-8)28,1+1,8"* | 235,5+10,7* 243,6+9,3*

SHR 12 semanas (n=4-6) 49,0+2,3 | 183,619%5 206,9+14.%

WKY 16 semanas (n=4)| 42,4+9,7 134,6+8,7 149,2+25,7

Tabla 6.- Valores de presion basal de perfusids),(Respuesta a KCI @, 80 mM) y

a fenilefrina (FE, 18 M) en rifiones perfundidos de ratas genéticameipertensas
(SHR) de 24, 12 semanas Yy ratas normotensas Wigtdo (WKY) de 16 semanas.
*p<0,05 frente al grupo control WKY,p<0,05 frente al grupo SHR de 12 semanas.
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Figura 31.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (AITH-10* M) en
rifion perfundido y precontraido con fenilefrina (AB°® M) de ratas genéticamente
hipertensas (SHR) de 24 semaKals 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar
Kyoto (WKY) de 16 semanagc), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de
pravastatina (P-20) durante 4 semanas0,05 frente al grupo control.
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Figura 32.- Curvas concentracién-respuesta a nitroprusiaticeTP, 10°-10*
M) en rifion perfundido y precontraido con feniledi (FE, 1 M) de ratas
genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semémgsl2 semanagb) y ratas
normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 sema(@scontrol (C) y tratadas con 20
mg/Kg/dia de pravastatina (P-20) durante 4 semanas.
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Figura 33.- Curvas concentracién-respuesta a fenilefrina (FE-3x10° M) en
rinon perfundido de ratas genéticamente hiperte(SH&) de 24 semanda), 12
semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 seas#a0), control
(C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de pravastatinaQPdurante 4 semanas.
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Acetilcolina C P-20
A Emax (%) pD2 Emax (%) pD>
SHR 24 semanas (n=6-8)| 48,8+5,8" | 6,7+0.3 | 74,9+4,3| 7,0+3,1
SHR 12 semanas (n=4-6)| 69,2+7,2 | 7,2+0,2 | 85,1+3,8| 7,1+0,1
WKY 16 semanas (n=4) 75,8+4,8 7,7+0,2 72,7+5,8 7,6+0,2
Nitroprusiato sodico C P-20
B Emax (%) pD2 Emax (%0) pD2
SHR 24 semanas (n=7-9)| 75,945,6 6,7+0,2 77,2+£3,4 6,6+0,2
SHR 12 semanas (n=4-7)| 79,6+3,0 6,9+0,2 80,9+5,3 6,7+0,1
WKY 16 semanas (n=4) 79,0+5,4 6,1+0,2 78,3+2,9 6,2+0,2
Fenilefrina C P-20
C Emax(MmHg) | pD2 | Enad(mmHg) pD>
SHR 24 semanas (n=7-8)| 237,8+23,8 6,4+0,1 | 255,0+12,9 6,6+0,1
SHR 12 semanas (n=4-7)| 232,7+11,4, 6,5+0,1 | 240,5+8,8 6,5+0,1
WKY 16 semanas (n=4) | 226,0+1,7| 6,5+0,1| 220,0+7,2 6,5+0,0

Tabla 7.- Valores de respuesta maximan{t y pD. de las curvas concentracion
respuesta acetilcolingA), nitroprusiato sodicoB) y fenilefrina (C) en rifidn
perfundido de ratas genéticamente hipertensas (¥¢R24, 12 semanas y ratas
normotensas Wistar Kyoto (WKY), control (C) y trdés con 20 mg/Kg/dia de
pravastatina (P-20) durante 4 semanps0,05 frente al grupo controtp<0,05
frente al grupo control WKY’, p<0,05 frente al grupo control SHR de 12 semanas.
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5.- ESTUDIOS MORFO-HISTOLOGICOS EN CORAZON
5.1.- Hipertrofia

Cuando finaliza el tratamiento, los corazones, aédtrs inmediatamente
después del sacrificio, se colocan en Krebs a teatyra ambiente, aireado con
carbogeno. Se eliminan cuidadosamente los restdsjide graso, se separan las
auriculas, se diseccionan el ventriculo derechd izqrierdo dejando el septum
intraventricular como parte del ventriculo izquerdsobre un papel de filtro se
elimina el exceso de liquido y se pesa. La rela@otre el peso del ventriculo
izquierdo y el peso corporal se utiliza como indleehipertrofia cardiaca.

5.2.- Area cardiomiocitos y fibrosis

Una seccion transversal del corazén se fija en dortamponado al 4%.
Posteriormente, se realiza la inclusién en paradingtica mediante el uso de un
procesador automatico de tejidos (Shandon-Elliotdeteo Bench SCE 0400,
EE.UU.), con un programa de cambio de alcoholes spieefectia de manera
automatica. Una vez concluido este proceso sermtibloques a partir de los cuales
se cortan secciones de 4-5 um que se tifien comsir@oEstos cortes se observan al
microscopio optico (Olympus BX50, Japon) y las ierdes se captan mediante una
camara de alta resolucion (Olympus DP50, Japory.ilrdgenes tomadas con un
objetivo de 20X se utilizan para la determinaciéhtdmarno de los cardiomiocitos y
con un objetivo 40X para la determinacion de leofis intersticial.

El area de cada cardiomiocito se mide utilizandsoftware Scion Image 4.2
para Windows (desarrollado por US Nacional Instgubf Health y disponible en
http://rbs.info.nih.gov/nih-image/ Se toman nueve secciones diferentes del
ventriculo izquierdo, calculando el area como unmdio de 30 miocitos de cada
corazon. El area de cada cardiomiocito se expregare

En los cortes tefiidos con rojo sirio el colagenarape de color rojo. Para
determinar el colageno interticial utilizamos ebgmama Adobe Photoshop CS2
(Microsoft). Se contabilizan los pixeles que ocaparea de fibrosis y los que ocupa
la imagen completa de un minimo de 8 imagenesqrte.c
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Ademas, en muestras de corazon, congeladas a -88e°@etermina por
western blotting algunas proteinas relacionadas lasrprocesos fibroticos como
colageno-l, fibronectina y PAI-1. El procedimienés similar al indicado en el
apartado 4.2. con ligeras modificaciones. Pararaamsferencia se utiliza una
membrana de PVDF (BioTrace PVDF 0,45 um; Pall GaelniE.UU.), el bloqueo
de las membranas se hace con BSA (1-3%) en tampdevddo (0,1% Tween-20;
NaCl 150 mM; Tris 20 mM, pH 7,5) y la incubaciorefde 90 minutos a temperatura
ambiente. La deteccion de las bandas proteicasegtsuacion cuantitativa se realiza
por densitometria segun los métodos especificadi@sla determinacion de la eNOS
y COX-2.

Expresion y analisis de los resultados

Los resultados se expresan como la media aritme&taM de un minimo de 3
muestras. Para comparar las diferencias entre grapoutilizé la pruebéa” de
Student para datos no pareados o el ANOVA de uaaseguido de Bonferroni,
considerandose diferencias significativas cuandh(&=
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Resultados

En la figura 34 se observa que tras un periodoadantiento de 4 semanas con
pravastatina se redujo de forma significativa lpehrofia cardiaca, tanto en ratas
SHR de 24 semanas como en las de 12 semanas,asiqof en las ratas WKY no
hubo diferencia significativa entre el grupo cohyrel grupo tratado.

Comparando los dos grupos control de ratas SHRosgue en las mas viejas
el indice de hipertrofia era ligeramente supe2or4+0,05 frente a 2,70+0,03 mg/g),
aunque la diferencia no era significativa. Si seseolkaron diferencias entre
cualquiera de estos grupos hipertensos y el grulky @bntrol que mostré un indice
significativamente menor (1,77+0,04 mg/g).

En las figuras 35 y 37 podemos observar las ditgaenen la cantidad de
colageno entre los diferentes grupos del estudias €l periodo de tratamiento, la
cuantificacion de la fibrosis a nivel intersticiaostro una reduccion en las ratas
tratadas con pravastatina en todos los grupos.

El analisis del tamafio de los cardiomiocitos nodiciim un incremento
significativo del area de estas células en lasr&dR respeto a las ratas WKY.
Ademas, la edad de las ratas SHR también resultactor implicado en el grado de
hipertrofia, pues observamos un valor significatieate mayor en el area de los
cardiomiocitos de los corazones de ratas SHR daér@4 semanas que en el de los
animales de 12 semanas (Figura 36). El tratamiemopravastatina redujo el area
de los cardiomiocitos de ratas SHR tanto en la@4deomo en las de 12 semanas
(Figura 36a y 36b), pero no modificé este paramertas ratas WKY (Figura 36c).

Como se puede ver en las figuras 38, 39 y 40 laesign de colageno-l,
fibronectina y PAI-1 se redujo en las ratas trasg8ldlR de 12 semanas, mientras que
en las ratas SHR de 24 semanas el efecto sélessevllpara el colageno-1y PAI-1.
El tratamiento no modificé ninguno de estos paréosetn las ratas WKY. En todos
los casos la expresion deiubulina no mostroé diferencias.
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Figura 34.- indice de hipertrofia cardiaca (HVI) en ratas gaaéhente hipertensas
(SHR) de 24 seman4a), 12 semanaf) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY)
de 16 semanag), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de praatasg (P-20)

durante 4 semanag<0,05 frente al grupo contrdip<0,05 frente al grupo control

WKY.
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Figura 35.- Porcentaje de fibrosis intersticial en ventricudgguierdo de ratas
genéticamente hipertensas (SHR) de 24 semémgsl?2 semanagb) y ratas
normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 sema(@scontrol (C) y tratadas con 20
mg/Kg/dia de pravastatina (P-20) durante 4 semama8,05 frente al grupo control,
*p<0,05 frente al grupo control WKY,p<0,05 frente al grupo control SHR de 12
semanas.
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Figura 36.- Area de los cardiomiocitos de corazones de ra@®étgamente
hipertensas (SHR) de 24 semaKals 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar
Kyoto (WKY) de 16 semanagc), control (C) y tratadas com 20 mg/Kg/dia de
pravastatina (P-20) durante 4 seman@s0,05 frente al grupo controlp<0,05
frente al grupo control WKY’, p<0,05 frente al grupo control SHR 12 semanas.
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Figura 37.- Imagenes representativas de cortes histolégiedglds con rojo sirio,
de ventriculo izquierdo de ratas genéticamenterteipsas (SHR) de 24 semartajp
12 semanagb) y ratas Wistar Kyoto (WKY) de 16 seman@y, control (C) y
tratadas con 20 mg/Kg/dia de pravastatina (P-2@nde 4 semanas.
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Figura 38.- Blots representativos y cuantificacion densitonsétde la expresion de
colageno-I en el ventriculo izquierdo de ratas teasente hipertensas (SHR) de 24
semanaga), 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16
semanagb), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de preataga (P-20) durante

4 semanasp<0,05 frente al grupo control.
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Figura 39.- Blots representativos y cuantificacion densitonsétde la expresion de
fibronectina en el ventriculo izquierdo de ratasgeamente hipertensas (SHR) de
24 semanaga), 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16
semanagb), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de preataga (P-20) durante
4 semanasp<0,05 frente al grupo control.
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Figura 40.- Blots representativos y cuantificacion densitonsétde la expresion de
PAI-1 en el ventriculo izquierdo de ratas genétieat® hipertensas (SHR) de 24
semanaga), 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16
semanagb), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de preataga (P-20) durante
4 semanasp<0,05 frente al grupo control.
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6.- ESTUDIOS MORFO-HISTOLOGICOS EN ARTERIAS

El estudio se realiza con arterias de conductgacida) y de resistencia (lecho
vascular renal). Las muestras, un anillo de aorta ynitad del riidbn derecho
seccionado longitudinalmente en su eje dorso-viersteafijan en formol tamponado
al 4%. Posteriormente, ambas muestras se procesarigpobtencion de los cortes
segun el protocolo mencionado en el apartado 5.

Una vez realizada la tincidn, los cortes se obsemamicroscopio 6ptico
(Olympus BX50, Japén), ajustando el objetivo paadacmuestra de modo que se
obtenga una vision completa de los anillos de apda las secciones transversales
de las arterias renales. En este caso, se eliggternas intrarrenales de entre 20 y
50 um de diametro externo. Las imagenes se captatacayuda de una camara de
alta resolucion (Olympus DP50, Japon) adaptadaisténsa y posteriormente,
utilizando el software Scion Image 4.2 se midersigsientes parametros:

Pi: perimetro interno que delimita el lumen del vaso

Pe: perimetro externo que delimita el margen extatela capa media
Ai: area interna, area del lumen del vaso

Ae area externa, area delimitada por el margen exteei la capa media

Cada medida se realiza por duplicado por un misbsemwador, dando como
valor de medida la media de ambos valores. A padetiestos valores se calculan los
siguientes parametros morfométricos:

Ri: radio internoPi=2INR;

Re: radio externoPe=a1R.

CSA: area seccional de la capa me@8A,=(AcAi)
L: lumen del vasd.=(2xR;)

W grosor de la capa med.=(Re-R))

W/L: relacidon entre el grosor de la capa media y eklunel vaso
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Expresion y analisis de los resultados

Los resultados se expresan como la media aritmétiEEM de 60 arterias
captadas de 3 rifiones para las arterias intragelyalle secciones de 4-6 aortas. Los
resultados para el lumen y el grosor de la capaarsexpresan en um y para el
area seccional de la capa media en’nem las aortas y en |fren las arterias
intrarrenales. Para comparar las diferencias eutrgos se utilizo la pruebd de
Student para datos no pareados, o el ANOVA de anseguido de Bonferroni,
considerandose diferencias significativas cuandh(&=

Resultados
Morfometria de arteria aorta

Como puede observarse en la tabla 8 y la figuraed2as ratas SHR de 24
semanas el grosor de la pared y el area de lanceg&a eran mas grandes que en las
ratas SHR de 12 semanas. En las ratas normoteingasser de la pared era aun
menor.

En las ratas de 24 semanas tratadas con pravastséinprodujo una
disminucidn significativa del grosor de la paredey area seccional de la capa media
sin que existieran diferencias en el lumen del vdso la figura 41la podemos
apreciar que todos estos cambios dieron como aekultuna disminucion
significativa de la relacion W/L. Algo similar ocir en las ratas de 12 semanas
tratadas aunque en este grupo también se produjoctemento significativo del
lumen (Figura 41b, Tabla 8).

El tratamiento con pravastatina no provocO camkiosestos parametros en
ratas WKY (Figura 41c, Tabla 8).

Morfometria de arterias intrarrenales

La edad de las ratas SHR no afect6 de forma sigtifa a los diferentes
parametros evaluados en estas arterias de resst&icencontramos diferencias
entre ratas WKY y ratas SHR en el lumen y el grasola pared pero no en el area
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seccional de la capa media (Tabla 9). El tratarnigrdremento significativamente el
lumen y disminuyd significativamente el \Wy el CSA en las ratas SHR de 24
semanas pero no modific6 ninguno de estos parasneir@en ratas SHR de 12
semanas ni en las ratas WKY (Figura 44).

En la figura 43 podemos observar la relacion Wéte éndice, que era mayor
en SHR que en WKY, disminuyo6 de forma significativacamente cuando las ratas
SHR tenian mas edad.
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L (um) W (um) CSA (mm?)
SHR 24 semanas
C (n=6) 1700+ 7* 157,6+4,2* 0,92+0,02*
P-20 (n=6) 1687+18 135,942, 0,78+0,01
SHR 12 semanas
C (n=6) 1419+8 119,8+2,4 0,61+0,02
P-20  (n=6) 1553+8 93,4+1,5 0,50+0,01
WKY 16 semanas
C (n=4) 1560+38 104,6%1,2 0,57+0,02
P-20 (n=4) 1670+42 105,5+2,5 0,56+0,01

Tabla 8.- Parametros morfométricos de arteria aorta de rg&séticamente
hipertensas (SHR) de 24, 12 semanas, y ratas nemsad Wistar Kyoto (WKY) de
16 semanas, control (C) y tratadas con pravastatnang/Kg/dia (P-20) durante 4
semanaslL = lumen,W=grosor de la capa mediaGSA= area seccional de la capa
media. 'P<0,05 frente al grupo controtp<0,05 frente al grupo control WKY,
*p<0,05 frente al grupo control SHR 12 semanas.
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Figura 41.- Relacion entre el grosor de la capa media (W)lyreén del vaso (L) en
arteria aorta de ratas genéticamente hipertenst®)(@ 24 semanda) 12 semanas
(b) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 semsgn), control (C) y

tratadas con 20 mg/Kg/dia de pravastatina (P-2f3nde 4 semanas<0,05 frente

al grupo control,*p<0,05 frente al grupo control WKY,p<0,05 frente al grupo
SHR 12 semanas.
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SHR 24 semanas
a

SHR 12 semanas
b

WKY 16 semana
C

Figura 42.- Imagenes representativas de cortes histolégiedglds con rojo sirio,
de secciones transversales de arteria aorta degetetticamente hipertensas (SHR)
de 24 semana®), 12 semanagb) y ratas normotensas (WKY) de 16 semafts
control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de pravastdP-20) durante 4 semanas.
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L (um) W (um) CSA (un1)
SHR 24 semanas
C (n=3) 12,9+0,4 11,2+0,2 734,4+29,6
P-20 (n=3) 20,2+0,5 7,6+0,2 613,7+25,9
SHR 12 semanas
C (n=3) 13,3+0,4 11,3+0,2 748,6%30,5
P-20 (n=3) 12,60,4 11,6+0,2 784,8+29,5
WKY 16 semanas
C (n=3) 16,2+0.1 9,3+0,2 676,2+28,9
P-20 (n=3) 15,1+0.5 9,840,3 704,5+24.4

Tabla 9.- Parametros morfométricos de arterias intrarrenddesatas genéticamente
hipertensas (SHR) de 24 y 12 semanas y ratas nemsad Wistar Kyoto (WKY) de
16 semanas, control (C) y tratadas con 20 mg/Kgldipravastatina (P-20) durante 4
semanasW=grosor de la capa medi@SA= area seccional de la capa media=y
lumen. p<0,05 frente al grupo contrdip<0,05 frente al grupo control WKY.
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Figura 43.- Relacion entre el grosor de la capa media (W)lyraen del vaso (L) en
arterias intrarrenales de ratas genéticamentetaisas (SHR) de 24 semaifay 12
semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 seas#an), control
(C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de pravastatindQ)Pdurante 4 semanap<0,05
frente al grupo controlp<0,05 frente al grupo control WKY.
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SHR 24 semanas

SHR 12 semanas

| - -
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Figura 44.- Imagenes representativas de cortes histolégiedglds con rojo sirio,
de secciones transversalde riflones de ratas genéticamente hipertensas (8¢1R3
semanag(a), 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16
semanagc), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de priatasa (P-20) durante
4 semanas. Las flechas indican las arterias iptrates.
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7.- DETERMINACION DEL ANION SUPEROXIDO

El anion superoxido se puede cuantificar mediantienigluminiscencia con
lucigenina (Luc), este método se basa en la fodnade un catidén de lucigenina
(Luc’) en presencia de,Q a partir del cual se forma un dioxetano de |utiige
(LCO,) también en presencia dep©posteriormente para estabilizar la lucigenina,
el dioxetano cede su energia en forma de ondasrategnéticas que pueden
medirse por un fotoamplificador y un fotodetectde acuerdo a las siguientes
reacciones:

O, +LC? S LCT+ 0O,
LC*+ O, — LCO,

LCO, — 2-N metilacridona +h

La principal fuente de produccion de 'Gen el sistema cardiovascular es la
NADPH-oxidasa. Con el fin de determinar el efeatd tdatamiento con pravastatina
sobre la actividad de este enzima se llevo a cabensayo en anillos de aorta. Los
anillos se incuban en una solucion tampon KrebsHESRuya composicion es la
siguiente: NaCl 119 mM; HEPES 20 mM; Mgs0,0 mM; NaHPO, 0,15 mM;
KH,PO, 0,4 mM; NaHCQ 5,0 mM; CaC] 1,2 mM; glucosa 5,5mM, pH 7,4. La
incubacion se lleva a cabo a 37 °C, durante 30 tmsncon aireacion continua y en
presencia de dietilditiocarbamato de amonio (DDG, M) para inhibir la SOD. A
continuacion los anillos se colocan en un tubo @apegara lumindbmetro que
contiene tampon con lucigenina (5 uM) y se leaihaihiscencia en un luminémetro
(LB-9507 LUMAT, Berthold Technologies, Alemania)ada valor es el promedio
de 10 medidas realizadas durante 30 segundos.

Se realizaron medidas de produccion det@nto en condiciones basales como
estimuladas mediante la adicion de NADPH (100 udha sustrato de la NADPH-
oxidasa. Una vez realizada la lectura se afiadelidi@roxi-1,3-benceno acido
disulfénico (tiron, 1 M), que es capaz de elimir, con el fin de realizar una



Metodologia y resultados 109

segunda lectura y obtener por diferencia las umeslaglativas de luminiscencia
(URL) especificas de £O. Terminado el experimento los anillos de aortaes=an y
se pesan para posteriormente expresar los ressiltamino URL por unidad de
tiempo con respecto al peso seco de los anillog(dR/mg).

Expresion y analisis de los resultados

Los resultados se expresan como media aritmétieeM de un minimo de 5
experimentos. Para comparar las diferencias entgog se utilizé la pruebdd de
Student para datos no pareados o el ANOVA de unseguido de Bonferroni,
considerandose diferencias significativas cuandh(&=

Resultados

La produccion basal de,Ofue similar en los tres grupos control y no se vio
afectada por el tratamiento con pravastatina (TaB)a Cuando NADPH (100 puM)
estaba presente en el medio la produccién des®©incremento 30 veces respeto a la
produccion basal. La figura 45a muestra que enalas de 24 semanas tratadas con
pravastatina la produccion de 'Gse redujo de manera significativa frente al grupo
control. Resultados similares se encontraron tamtigndo tratamos ratas SHR de
12 semanas (Figura 45b). El tratamiento de ratasYWi§ produjo reduccion
significativa de la produccién de;Q(Figura 45c).
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02" (URL/min/mg)
C P-20
SHR 24 semanas (n=7-11) 53,915,1 45,3+1,7
SHR 12 semanas (n=7-8) 49,31+4,6 39,5%4,2
WKY 16 semanas (n=4) 76,4+9,8 61,1+12,9

Tabla 10.- Produccién basal de anion superédxido,JOen aorta de ratas
genéticamente hipertensas (SHR) de 24 y 12 senyama#as normotensas (WKY) de

16 semanas, control (C) y tratadas con 20 mg/Kgldipravastatina (P-20) durante 4
semanas.
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Figura 45.- Produccion de anion superéxido,(Pestimulada con NADPH (100
HM) en aorta de ratas genéticamente hipertensaR)(Sld 24 semana&), 12
semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16 seas#a), control
(C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de pravastatin@Qelurante 4 semana<0,05
frente al grupo control.
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8.- PEROXIDACION LIPIDICA

En el organismo, como consecuencia del metabolisehalar, se producen
radicales libres que pueden interaccionar con fpsdds séricos y tisulares
provocando su peroxidacion. La determinacion deelaxidacion lipidica se puede
llevar a cabo por la medida de los aldehidos nezxtiformados por la
descomposicion de los peroxidos lipidicos. EI MDAet aldehido mas importante
obtenido en dicha degradacion, éste puede reaccepal acido y alta temperatura,
con el acido tiobarbitdrico (TBA) dando un productmoreado que se cuantifica
espectrofotométricamente.

Con el fin de determinar si el tratamiento con psdatina modifica el grado de
peroxidacion lipidica en las ratas, medimos la pcon de MDA en plasma
siguiendo el método de Ohkawa y cols. (Ohkawa t1879). El procedimiento
consiste en mezclar 50QL de plasma con 50QL de suero fisiolégico. A
continuacion se afiaden 2 mL de una solucion qugetenacido tricloroacético al
15%, TBA al 0,37% Yy acido clorhidrico 0,25 N. Deépule incubar 30 minutos a 90
°C, se ponen las muestras en hielo durante 10 osimdra parar la reaccion, se
centrifuga a 3000 r.p.m. durante 25 minutos y smge el sobrenadante para,
finalmente, leer la absorbancia a 535 nm. El MDAIs& como patrén. Para calcular
la concentracion plasmatica de MDA se utiliza sefictente de extincion molar
(1,56x1GM™x cm™).

Expresion y analisis de los resultados

La concentracion plasmatica de MDA se expresa enol/mth de plasma.
Todos los resultados se expresan como media acaneEEM de un minimo de 5
experimentos. Para comparar las diferencias entigog se utilizé la pruebd’” de
Student para datos no pareados o el ANOVA de unseguido de Bonferroni,
considerandose diferencias significativas cuandh(&=
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Resultados

Como se puede observar en la figura 46 el tratamen pravastatina durante
4 semanas redujo los niveles de MDA en plasmag tantratas SHR de 24 y 12
semanas como en ratas WKY de 16 semanas.

SHR 24 semanas a

MDA (nmol/mL)
e v n @ £ 9

SHR 12 semanas b

N W b~ oO
h 1 1 ]

MDA (nmol/mL)

[N
1

o
1

WKY 16 semanas C
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» @ £ 9

=
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Figura 46.- Niveles de malondialdehido (MDA) en plasma desa@anéticamente
hipertensas (SHR) de 24 semaKals 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar
Kyoto (WKY) de 16 semanagc), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de
pravastatina durante 4 semanas (P-213)0,05 frente al grupo control.
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9.- NIVELES DE NITRITOS EN ORINA

Para obtener las muestras de orina, los animala@®jseon de forma individual
durante 3 dias en jaulas metabdlicas, que pors&iidipermiten recolectar la orina
de forma independiente de las heces. Las muesrescegen sobre glicerina para
evitar la perdida por evaporacién y azida s6dick' () para evitar el crecimiento
bacteriano. EI NO tiene una vida media muy cor@ndformandose en sus
metabolitos estables: nitritos y nitratos. Una farimdirecta de medir la produccién
de NO es mediante la cuantificacion de estos mktadoNosotros hemos utilizado
el método de Griess para cuantificar los nitritosodna recogida durante 24 horas.
El reactivo de Griess esta compuesto por dos swiasi

A- Hidrocloruro de n-(1-natftil) etilen-diamina
B- Sulfanilamida y HPO, al 5%.

Estas soluciones se mezclan a partes iguales, @gmiagiar la determinacion y
100 pL se mezclan con 100 pL de muestra. Despué&® denutos de incubacion a
temperatura ambiente se mide la absorbancia a4 @an concentracion de nitritos
se determina a partir de una curva patron demgntlico.

Expresion y analisis de los resultados

Todos los resultados se expresan en UM como méthizética + EEM de un
minimo de 5 determinaciones. Para comparar lasediféas entre grupos se utilizé la
prueba“‘t” de Student para datos no pareados o el ANOVA deiairseguido de
Bonferroni, considerandose diferencias signifiagicuando p<0,05.

Resultados

Comparando los grupos controles entre ratas SHRIgel2 semanas frente al
grupo WKY control, se observa que el nivel de tafiera mas alto en las ultimas. El
tratamiento con pravastatina aumento los nivelesitdéos tanto en ratas SHR de 24
semanas como en ratas SHR de 12 semanas. EndasW&i las diferencias no
llegaron a ser significativa (Figura 47).
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Figura 47.- Niveles de nitritos en orina de ratas genéticambigertensas (SHR) de
24 semanaga), 12 semanagb) y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 16
semanagc), control (C) y tratadas con 20 mg/Kg/dia de pratasa (P-20) durante
4 semanasp<0,05 frente al grupo contrdph<0,05 frente al grupo control WKY.
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VALORACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
PRAVASTATINA

Teniendo en cuenta diversos indicios acerca dadaaidad antioxidante de las
estatinas descritos en la bibliografia y los reslds obtenidos en este trabajo
después del tratamiento cronico con pravastatieeidonos evaluar esta capacidad
antioxidante realizando una serie de ensayw@gro con anillos de aorta.

Hemos utilizado ratas SHR, que presentan una rstpuelajante vascular a
ACh reducida debido al dafio o disfuncion endotelraucido por el estado
hipertensivo. También hemos llevado a cabo ensayogatas Wistar, en este caso
podemos provocar, de manera experimental, unaeilder en los niveles de,Oque
modifique la respuesta vascular y estudiar asajecidad y el mecanismo de accion
de pravastatina para neutralizar ese efecto.

1.- EFECTO SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR

1.1.- Estudios en ratas SHR

Se utilizan anillos de aorta de ratas SHR (400-§D0La preparacion y el
montaje en bafio de 6rganos se realizan segun telcpto explicado en el apartado
4.1. Los anillos se incuban con pravastatina® (0 P-5 o 10* M, P-4) durante 2
horas sin tension, cambiando la solucion Krebs &&dainutos, pasado este tiempo
los anillos se someten a una tension de 2 g y jg@ @stabilizar 60 minutos mas
reajustando la tensidn si fuera necesario. A coatin se hacen curvas
concentracién respuesta a ACh#1810° M) en anillos precontraidos con FE €10
M). En otros anillos la pravastatina se retirardetiio 30 minutos antes de realizar la
curva. Los experimentos con la dosis mas alta aeagtatina se repiten en presencia
del &cido mevalénico (IObM, P-4+Mev). Se realizan experimentos adicionales
incubando con pravastatina durante un tiempo abetd0 minutos, justo antes de
hacer la curva.
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1.2.- Estudios en ratas Wistar

Segun describen Tarpey y col. (Tarpey et al., 198&®)centraciones elevadas
de lucigenina pueden dar lugar a procesos de aridlaccion que favorecen la
formacion de @ y provocan una pérdida de la relajacion depenelidetendotelio
en anillos de aortén vitro. Se utilizan aortas de ratas Wistar (350-400 gp pa
evaluar si pravastatina es capaz de mejorar el gasvmcado por la incubacion con
lucigenina. Como compuesto de referencia se utBZD. La preparacion y el
montaje de los anillos de aorta se realizan sedUpratocolo explicado en el
apartado 4.1. Tras el montaje y el periodo de ditation la funcionalidad del
tejido se comprueba afiadiendo al bafio FE® (), una vez alcanzada una meseta
de contraccién se afiade ACh {181, cuya respuesta relajante nos indica el estado
funcional del endotelio. Los anillos que muestraa welajacion menor del 60% se
descartan. A continuacion se lavan repetidamerstehillos y se dejan estabilizar
durante 1 hora. Posteriormente, se afiade al baémédeos lucigenina (250 uM), se
incuban los anillos durante 1 hora y se hacen suttearelajaciéon a ACh (Fe3x10°
M) o NTP (10™°-10° M) en anillos previamente contraidos con FE%M). Durante
el tiempo de incubaciéon con lucigenina, en alguraf®s se afiade simultdneamente
pravastatina (I M, P-4) y en otros SOD (200 U/mL). Los experimentos can |
dosis mas alta de pravastatina se repiten en miasgel acido mevalénico (T0v,
P-4+Mev).

Para estudiar si pravastatina séla posee algutoefebre la respuesta relajante
de ACh o NTP, algunos anillos se incuban durartiera con pravastatina (1ov)
en ausencia de lucigenina. Las curvas de ACh tandgiéealizan después de incubar
con SOD en ausencia de lucigenina.

2.- EFECTO SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO

La produccion de @ se determina en aorta de ratas Wistar mediante
quimioluminiscencia, utilizando lucigenina. EI méto utilizado presenta ligeras
modificaciones respecto al descrito en el aparfado
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En una primera serie de experimentos se mide ldupoion basal de O
después de un periodo de incubacion con dosis d#éakicigenina. Los anillos
control se mantienen en Krebs-HEPES a 37 °C duBhtainutos y el resto de los
anillos se incuban con lucigenina (250 uM). A couadicion los anillos se transfieren
a un tubo especial para luminémetro que contiempda HEPES con lucigenina (5
HM) y se mide la sefial luminiscente como se des@ibel apartado 7.

Durante este periodo de incubacion ademas de hiogeen anillos diferentes,
también estan presentes pravastatind' () o pravastatina mas acido mevalénico
(10* M). Como en los estudios de reactividad vascuitilizamos como referencia
anillos incubados con SOD (200 U/mL) en preseneitudigenina.

La presencia de NADPH (TOM) nos permite valorar, en anillos control, la
produccion de @ después de la estimulacién de la NADPH-oxidasaigdubacion
previa con diferentes dosis de pravastatin& ({1 10* M) el efecto de ésta sobre
dicha produccion estimulada.

Expresion y analisis estadistico de los resultados

El efecto provocado por ACh y NTP se expresa comieX%elajacion frente a
la respuesta contractil obtenida con FE. Los radak se expresan como la media
aritmética £+ EEM de un minimo de 6 experimentogaRamparar las curvas se
utiliza la pruebaF de Snedecor, considerdndose diferencias sigivMasattuando
p<0,05. Para la comparacién entre grupos se uBAI@VA de una via seguido del
test de Bonferroni, cuando fue necesario, considese diferencias significativas
cuando p<0,05.

Resultados

Los resultados que se muestran en la tabla 11 nibsan que la respuesta
maxima a ACh en anillos control de ratas SHR nara6 en ningun caso el 40% de
relajacion, lo que nos indica una pérdida impogaid la relajacion dependiente de
endotelio. La incubacion con pravastatina duranteofas mejoré de forma dosis
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dependiente la respuesta a ACh (Figura 48a). Remdt similares, pero mas
discretos, se obtuvieron cuando la incubacion e&lla cabo también durante 3
horas pero los ultimos 30 minutos la pravastatieesro del medio (Figura 48c).

Las curvas dosis respuesta a ACh se repitieron resepcia del acido
mevalonico usando la concentracion mas alta deaptatina. Mientras la respuesta a
ACh se revirtio alrededor del 50% cuando la praatast estaba presente en el medio
(Figura 48b) esta reversion fue casi total cuaadordvastatina se retir6 30 minutos
antes de realizar la curva (Figura 48d). Ademasemtamos que la presencia de
pravastatina en el bafio durante un periodo comonfinutos) también mejoraba
ligeramente la respuesta a ACh (Figura 49). Eab&atll se recogen las variaciones
en la respuesta maxima después de los difereatasiientos.

En los experimentos llevados a cabo en anillos aita ale ratas Wistar se
observé que después de la incubacién con una dibside lucigenina (250 uM), se
produjo una importante pérdida de la respuestgargiaa ACh (84,3+2,3% frente a
21,7£2,8%, p<0,05). Como cabia esperar, la incabasimultanea con SOD evitd
de manera significativa la perdida de la relaja¢kigura 50), un efecto muy similar
se observo tras la incubacion con pravastatinau(&i®l). Cuando los anillos se
incubaron so6lo con SOD o sélo con pravastatinaenalt®ro la respuesta a ACh
respeto al grupo control (Figura 50 y Figura 51dm@ muestra la figura 52 la
incubacién con acido mevalénico fue incapaz dertead efecto de la pravastatina.

En los anillos incubados con lucigenina, las cuv&$TP, se desplazaron a la
derecha. Este efecto de lucigenina se elimind dssple la incubacion con
pravastatina y, como el caso de las curvas a A@hintubacion con acido
mevalonico no pudo revertir el efecto de la praatash. Tampoco la presencia de
pravastatina sola modificé la respuesta a NTP tespks controles (Figura 53)

En los ensayos de quimioluminiscencia observamedayjaefial basal aumento
considerablemente después de la incubacion cos dtisis de lucigenina (798
RLU/min/mg frente a 1337+259 RLU/min/mg, p<0,05asmllos control o incubados
con lucigenina 250 uM respectivamente). La preseeai el medio de incubacion
junto a la lucigenina, de un captador de radic&gs como SOD impidi6 este
aumento de la sefal, algo similar ocurrié cuandmselpuesto presente en el medio,
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era pravastatina. El &cido mevaldnico no fue cajarevertir este efecto observado
con pravastatina (Figura 54).

Cuando la produccion de radicales @ estimulé con NADPH, la presencia
de pravastatina determind una disminucion dosisemdipnte de la sefal
luminiscente. El efecto de pravastatina no se tiévpor la presencia de diferentes
dosis de acido mevalénico (Figura 55).
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Figura 48.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (A0R-3x10° M) en
anillos de arteria aorta precontraidos con fenilafr(FE, 1 M) de ratas
genéticamente hipertensas. Contf®), (ncubados con pravastatina 1@, P-5, 10*
M, P-4) o pravastatina IOM mas &acido mevaldnico (fOM) (P-4+Mev-4). Los
anillos se incubaron durante tres horas en preselecpravastating, b) o ausencia
del medio 30 minutos antes de realizar la cuiyad). p<0,05 frente al grupo
control
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Figura 49.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolind-@.0° M) en anillos
de arteria aorta precontraidos con fenilefrina (EE°M) de ratas genéticamente
hipertensas. ControlC) o incubados con pravastatina (1M, P-4) durante 10
minutos. p<0,05 frente al grupo control

ACh (Emax %)

C P-5 P-4

3h 39,2+3,4 55,1+5.0 62,3+3,4

2hy30min| 39,8+2,4 50,8+1,2 57,1+1,6

10 min 33,3+0,6 - 47 5+3,5

Tabla 11.- Valores de relajacibn maxima ) de las curvas concentracion
respuesta a acetilcolina en arteria aorta de geaéticamente hipertensas. Control
(C), incubados con pravastatina €, P-5, 10* M, P-4). Los anillos se incubaron

con pravastatina durant8 f, 2h y 30 min,o 10 min) antes de realizar la curva.

"p<0,05 frente al grupo conttol
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Figura 50.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (AOR-3x10° M) en
anillos de arteria aorta precontraidos con fenilaf(FE, 16 M) de ratas Wistar.
Control ), incubados con lucigenina (2%M, Luc), SOD (200 U/mL,SOD), o
lucigenina y SOD Luc+SOD). 'p<0,05 frente al grupo incubado sélo con
lucigenina
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Figura 51.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (AOR-3x10° M) en
anillos de arteria aorta precontraidos con fenilaf(FE, 16 M) de ratas Wistar.
Control C), incubados con lucigenina (25, Luc), pravastatina (IOM, P-4), o
lucigenina y pravastatina_ic+P-4). 'p<0,05 frente al grupo incubado sélo con
lucigenina
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Figura 52.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (AOR-3x10° M) en
anillos de arteria aorta precontraidos con ferilef(FE, 10 M) de ratas Wistar.
Incubados con lucigenina (2%M, Luc), lucigenina y pravastatina (fQM, Luc +
P-4) o lucigenina, pravastatina y acido mevalénico(2) (Luc+P-4+Mev-4).
"p<0,05 frente al grupo incubado sélo con lucigenina

A Luc o Lyc+P-4* Luc+P-4+Mev-4 *
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Figura 53.- Curvas concentracién-respuesta a nitruprosiatcsqTP, 10°-10°
M) en anillos de arteria aorta precontraidos coildina (FE, 1 M) de ratas
Wistar. Control ), incubados con lucigenina (2, Luc), pravastatina (IHM,
P-4), lucigenina y pravastatinaLic+P-4) o lucigenina, pravastatina y acido
mevalénico (1F M) (Luc+P-4+Mev-4). "p<0,05 frente al grupo incubado sélo con
lucigenina.
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Figura 54.- Incremento en los niveles de anién superoxidg)(@rovocado por
incubacion con lucigenina (250M) en anillos de arteria aorta de ratas Wistar.
Efecto de pravastatina, SOD y &cido meval6nico esaicho incremento.p<0,05
frente al grupo incubado sélo con lucigenina.
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Figura 55.- Niveles de anién superoxido {p medidos en anillos de arteria aorta de
ratas Wistar después de la estimulacién con NADP®f () en ausencia o en
presencia de pravastatina y acido mevaléniee0,05 frente al grupo incubado solo
con NADPH.
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ENSAYOS EN ARTERIAS HUMANAS

En el estudio se han utilizados arterias radialesaynarias procedentes de
pacientes sometidos a cirugia lgpassentre los afios 2007-2009. Las muestras
fueron suministradas por el Servicio de Cirugiad@ma del Hospital Clinico
Universitario de Salamanca. Los estudios se haade a cabo de acuerdo con la
declaracién de Helsinki (Asociacion Médica Mundie®64, enmendada en octubre
de 2008).

1.- EFECTO SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR

En un trabajo previo se pusieron a punto las camtis experimentales para la
realizacion curvas dosis-respuesta en anillos deri@as humanas. Se valoro la
capacidad de respuesta tanto de agentes contrgesii@mo relajantes en arterias
radiales y mamarias (Kassan, 2007).

Los segmentos de arterias sobrantes de la intedrequirdrgica se recogen en
solucion Krebs mantenida a 4 °C y se trasladandratemente al laboratorio. Alli se
limpian, eliminando el tejido graso y conectivo gias rodean y se cortan en
segmentos de 3-4 mm. Los anillos se montan de f@imdar a la descrita en el
apartado 4.1 y se evalla el efecto que provogelébacion con pravastatina sobre la
reactividad vascular. Los anillos se incuban eremacisa (C) o en presencia de
pravastatina (10 M, P-5) durante 2 horas en bafios para érgano aislad@stn
momento se aplica a todos los anillos una tens@@ d y se espera una hora mas
reajustando la tension si fuera necesario A coatiiim se construyen curvas dosis
respuesta a agente contracturantes y relajan@s &6 y 57).

Se afiade al bafio de forma acumulativa, concenmtexicrecientes de los
siguientes agentes: FE (38x10* M) y un analogo de tromboxano (U46619;30
3x10%. En el caso de U46619, las curvas se repitierorpresencia del acido
mevalénico (13 M). Previa contraccién de los anillos con FE°1d, y una vez
alcanzada una meseta estable, se realizan curwasukativas concentracion-
respuesta a ACh (FaB3x10° M) y NTP (10%-3x10° M). Las curvas a ACh se
repitieron en presencia del acido mevalénico® ().
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Figura 56.- Registro original de una curva de contraccion 8819 en arteria
radial humana en ausenca& { en presenciab] de pravastatina.
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Figura 57.- Registro original de una curva de relajacion atil@oiina en
arteria radial humana en ausenapyen presencia] de pravastatina.
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Expresion y analisis de los resultados

Las respuestas a los agentes contracturantes san@n mg de contraccion y
a los agentes relajantes se expresan como % dacréiafrente a la respuesta
contractil obtenida con FE.

En cada serie de experimentos, los resultados pesan como la media
aritmética + EEM. Para comparar las curvas sezatila prueba de Snedecor
considerando diferencias significativas cuando @0,

Resultados

Las muestras se obtuvieron de 70 pacientes sorsetalocirugia de
revascularizacion miocéardica. La mayoria de las stnage resultaron viables (62
pacientes) y, de éstas un 67% correspondieronllasade arterias mamarias y un
33% a anillos de arterias radiales.

En los anillos de arteria mamaria se han ensayd@®619, FE, ACh y NTP. En
los anillos de arterias radiales, debido al menonero de muestras disponibles, solo
pudimos realizar curvas dosis-respuestas a AChosagL

Independientemente del tipo de arteria, la incuraccon pravastatina
incrementd la respuesta a ACh. Como se puede abservia figura 58, el efecto
beneficioso de pravastatina fue mayor en arteddsales que en mamarias y se
revirtié solo parcialmente en presencia del aciévatonico (Tabla 12A).

La relajacion a NTP en arterias mamarias fue sim#la ausencia o en
presencia de pravastatina alcanzandose una resppedxima al 100%. La
incubacion no modificd ni la sensibilidad ni lapassta maxima (Figura 59).

La respuesta contracturante a U46619 fue mayorrtenies radiales que en
mamarias, y como se puede observar en la figuda 6@ubacién con pravastatina
fue capaz de reducir la respuesta contracturantsemos tipos de arterias. La
incubacion con acido mevaldnico revirtio completateeel efecto de pravastatina
(Tabla 12B).
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La accion contracturante de FE en arterias mamaoae modificO después de
incubar con pravastatina (Figura 61).

Arteria mamaria a 01 " C
A P5*
e P5+Mev4

Relajacion (%)
a1
<

100-

ACh (log M)

Arteria radial b 01 " C
s pP5*
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Figura 58.- Curvas concentracién-respuesta a acetilcolina (AOR-3x10° M) en
anillos de arteria mamar{a) y radial(b) precontraidos con fenilefrina (FE, 1®),
en ausenciad), o en presencia de pravastatina{M), P-5) o pravastatina y acido
mevalénico (1¢ M) (P-5+Mev-4) durante tres horasp<0,05 frente al grupo
control.
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Figura 59.- Curvas concentracion-respuesta a nhitroprusiatwsdNTP, 10°>-3x10°
M) en anillos de arteria mamaria precontraidos familefrina (FE, 10 M), en
ausenciaC) o en presencia de pravastatina{M; P-5) durante tres horas.



Metodologia y resultados 135

Arteria mamaria a

4900+

g
w
(o]
o
o

1

2900+

1900+

Contraccién (mg)

900+

-100-

43 42 -1 10 -9 -8 -7
U46619 (Log M)

Arteria radial b = C
A p5*

1900071 o p.5+Mev-4

140004
90004

40001

Contraccién (mg)

-1000-

-£3 -12 -il -iO -9 -8 -7 -6
U46619 (Log M)

Figura 60.- Curvas concentracion-respuesta a U46619%3810% M) en anillos de
arteria mamariga) y a U46619 (18%-3x10° M) en anillos de arteria radiéb), en
ausencia €), o presencia de pravastatina {1M; P-5) o pravastatina y &cido
mevalénico 1d M (P-5+Mev-4) durante tres horap<0,05 frente al grupo control.
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Figura.61.- Curvas concentracién-respuesta a fenilefrina (FE:3x10* M) en
anillos de arteria mamaria, en ausen€ii@ en presencia de pravastatina {\;

P-5) durante tres horas.
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Acetilcolina Arteria mamaria Arteria radial
A Emax (%) Emax (%)
C 51,8+4,3 A47,7+4,4
C+P-5 63,7£3,5 77,1458
C+P-5+Mev-4 56,9+3,6 57,1+3,2
U46619 Arteria mamaria Arteria radial
B Emax (MQ) Emax (MQ)
C 38441567 13873+473
C+P-5 1892+496 10032+772
C+P-5+Mev-4 4004+385 14201408

Tabla 12.- Valores maximos (& de relajacion a acetilcolina (A) y de
contraccion a U46619 (B) en anillos de arteria nréanaradial, en ausenci&)

0 en presencia de pravastatina{10; P-5) o pravastatina y acido mevalénico
(10* M) (P-5+Mev-4). p<0,05 frente al grupo control.
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2.- PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO

Se determind la produccion basal dg” @ediante quimioluminiscencia en
anillos de arteria mamaria como describimos pregram en el apartado 7. Los
anillos se incuban en Krebs-HEPES durante 30 msnait®7° C en ausencia (C) o en
presencia de pravastatina €BI; P-5). A continuacion los anillos se trasladan a un
tubo especial para luminémetro que contiene tan®RES con lucigenina (@M)

y se lee la luminiscencia en presencia o auserecmalastatina.

Expresion y analisis de los datos

La produccion de,” se expresa como URL/min/mg de tejido. Los resokad
se expresan como media aritmética £ EEM de un noirden 7 experimentos. Para
comparar las diferencias entre grupos se utilizotest de “t” de Student,
considerandose diferencias significativas cuandh(&=

Resultados

Como se puede observar en la figura 62, la incobamn pravastatina redujo
la intensidad de la sefial en un 60% frente al gogmirol.

450+
3004

1504

O,
(RLU/min/mg)

Cc P-5

Figura 62.- Efecto de pravastatina sobre la produccion basanidones superoxido

(0, en arteria mamarig<0,05 frente al grupo control.
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DISCUSION
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Las enfermedades cardiovasculares constituyenreem@m causa de morbilidad
y mortalidad del mundo desarrollado, con la isq@eoairdiaca como responsable de
la mayoria de las muertes. Segun los ultimos dptddicados por el Instituto
Nacional de Estadistica referentes a 2007, la pialriaespafiola también se ajusta a
este patrén (1.N.E. 2009).

Varios ensayos clinicos a gran escala como CARE,SGQPS, LIPID,
ASCOT-LLA, entre otros, han demostrado los efetteseficiosos de las estatinas
en la prevencion de la enfermedad cardiovascula-RAMINGHAM HEART
STYDY (www.framinghamheartstudy.org) demostré qos hiveles elevados de
colesterol es un importante factor de riesgo pataseenfermedades y que la
reduccion del colesterol y, mas concretamenteedmacion de LDL-colesterol se
asocia con un beneficio clinico mayor (Cannon et2@D4). Las estatinas se han
convertido en uno de los grupos de farmacos méscit@s en el mundo en el
tratamiento de las dislipidemia y para prevenir ¢asnplicaciones derivadas del
proceso aterosclerdtico. Al inhibir la enzima HM®ACreductasa, que cataliza la
sintesis hepatica del colesterol, da lugar a uthaceon en la sintesis y secreciéon de
lipoproteinas por el higado y a un incremento enrkceptores de LDL en los
hepatocitos, que determina un incremento en laptacén de LDL con la
consiguiente reduccién en plasma tanto de estarlypeina como de colesterol. El
potente efecto de las estatinas en el metabolissthaalesterol y la bien conocida
relaciéon entre colesterol y aterosclerosis corapaugiere que la reducciéon de la
mortalidad por estos farmacos podria explicarse l@areduccion de lipidos, sin
embargo, cada vez son mas las evidencias que apamgae otros efectos de las
estatinas (efectos pleiotropicos) pueden contriaisus efectos beneficiosos a nivel
cardiovascular (Halcox y Deanfield, 2004; Wang let 2008). Al inhibir la HMG-
CoA reductasa las estatinas también interfierenlaersintesis de isoprenoides
intermediarios, como el farnesil y geranil-pirofatsef, que intervienen la
translocacion de una variedad de proteinas, inobltydas GTPasas pequefias como
Rho, Rac y Ras, que tienen un papel importanteosmtocesos de sefalizacion
celular. Por tanto, las estatinas reducen los esatdrdiovasculares no solamente en
pacientes hipercolesterolémicos, sino también aiepgs normocolesterolémicos
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con enfermedad coronaria o0 con otros factoresedgoi cardiovascular. Entre estos
factores de riesgo tiene especial relevancia la HTA estado patologico
caracterizado por un aumento cronico de la presiderial por encima de los
considerados “valores normales” (< 90/140 mmHg sipn diastolica y sistolica
respectivamente). También es conocida como lal“sagésina” o la “asesina
silenciosa”, ya que durante la mayor parte de slue\dn no presenta sintomas, pero
si no se trata puede originar graves complicaciamaediovasculares, como son el
infarto del miocardio y la enfermedad cerebrovamciEn Espafia, segun datos de la
Sociedad Espafiola de Hipertension Arterial, apragiamente un 35% de la
poblacion adulta (>18 afios) padece hipertensiodjepdo llegar al 68% en los
mayores de 60 afos, afectando a unos 10 millonsesjd®s adulto@Banegas et al.,
2009).

Con estos antecedentes nos planteamos este estudipravastatina con el
objetivo de investigar sus efectos, independiedi®da reduccion del colesterol,
sobre las alteraciones estructurales y funcionalesultantes del proceso
hipertensivo. Para ello utilizamos un modelo destignsion genética, las ratas SHR
que tratamos de forma cronica con pravastatina.

Las SHR son un modelo de hipertension desarrol@@oOkamoto y Oaki
(Okamoto y Aoki 1963) mediante meticulosos crucas dieron lugar a que un
100% de la progenie desarrollase hipertension. tatss SHR se utilizan
ampliamente en investigacion porque presentan nsusinailitudes con la HTA en
humanos y porque es un buen modelo para estudiacdmplicaciones de la
hipertension (Lerman et al., 2005). En estos amm& hipertension se desarrolla
gradualmente hasta alcanzar unos niveles elevagadiade las 12 semanas de edad
(Badyal et al., 2003).

En este estudio pudimos comprobar ese desarraidugt, donde los valores
de PAS se incrementaron desde los 158+1 mmHg eratas de 8 semanas a los
211+2 mmHg en las ratas de 24 semanas. Por ebciontios niveles de PAS en sus
congéneres normotensas (ratas WKY) se mantuviemmstantes en valores
proximos a 140 mmHg.
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Para el estudio se utilizaron ratas SHR de 20 sasndas cuales presentan una
hipertension bien establecida, de 8 semanas, caripertension incipiente y ratas
WKY. El tratamiento se llevo a cabo durante 4 seasaoon una dosis de 20
mg/Kg/dia de pravastatina y los resultados dehtngnto se compararon con los
obtenidos en animales de la misma cepa y edadatadtrs (control). Ademas, las
ratas SHR se compararon con ratas WKY, lo que ines gara evaluar el papel que
juega la HTA en el desarrollo de lesiones cardicwiases.

Con la dosis de pravastatina ensayada los nivédssnaticos de colesterol no
se modificaron. Este resultado y el hecho qued&smo son un buen modelo para el
desarrollo de placas de ateroma hacen que estowlasi sean adecuados para
estudiar posibles efectos pleiotropicos de pratiasta

En las ratas WKY, que mantuvieron una presion &stabrante el estudio, el
tratamiento con pravastatina no ejercid6 ningun tefeapreciable sobre este
parametro. Por el contrario, la administracion davastatina en las ratas SHR
impidié la subida de la PAS que observamos en amhgmos de edad durante las 4
semanas del estudio. Podemos considerar por lo tar@ pravastatina no tiene un
efecto antihipertensivo propiamente dicho.

Uno de los objetivos principales de nuestro estuslia@ determinar si el
tratamiento con pravastatina podria mejorar lasradtones en la funcionalidad
vascular, ya que estas alteraciones son fundamasenth el desarrollo y el
mantenimiento de las enfermedades cardiovascujagesregresion es hoy en dia
uno de los objetivos de la terapéutica.

Se sabe que el NO juega un papel importante emeiemimiento de la presion
arterial, pues el tratamiento con L-NAME, un indii de la NOS, produce
hipertension (Rees et al.,, 1989a). En estados ukrtansion establecida, tanto en
humanos como en distintos modelos de hipertensiGmmad (genético y
experimental), las relajaciones endotelio depenegse encuentran disminuidas con
respeto a sus controles normotensos (Nava y Lust®@b; Takase et al., 1996).

En los estudios llevados a cabo en arteria aorsershmos diferencias
apreciables en la respuesta maxima a ACh entrgrlgsos controles hipertenso y
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normotenso, diferencias que se agudizaron con & €d0,7+1,2% en las ratas
WKY, 45,5£2,6% en las ratas SHR de 12 semanas4#36% en las ratas SHR de
24 semanas). Estos resultados nos confirman uniidpéte funcion endotelial por
una elevacion sostenida de la presion arterial.

Cuando analizamos la respuesta a ACh en aortagdeotes de animales
tratados observamos que solo se mejoro la relajaamdlas SHR de 12 semanas.
Como hemos indicado anteriormente, la arteria adetdas ratas WKY control
conserva intacta su capacidad relajante en regp@esiCh por lo que no nos
sorprendié que las ratas tratadas no mostrarareddi@s en esta respuesta respeto a
sus controles. Si resulté mas extrafio observaalta dle efecto en las ratas de mas
edad, en las que incluso pudimos observar un ligégoto hipotensor al medir la
PAS. Nuestra experiencia en este tipo de tratansegtie apenas modifican los
valores de PAS (GOmez-Roso, 2008; Ardanaz-Marti2@@3), nos hace pensar que
quizas con un periodo de tratamiento mas largoigours haber observado effectos
a este nivel.

Varios estudios se han centrado en investigar paacidad del endotelio para
generar NO en este modelo de hipertensién artefaleste respecto, se ha
demostrado la existencia de una alteracion ennes$ de NO, probablemente
secundaria a una disminucion de la actividad deN®S o a un aumento del
catabolismo del NO inducido por radicales libresakégeno. En este grupo de
animales la mejoria en la relajacion endotelio ddmnte se acompafid de un
incremento en la expresion de eNOS en aorta y oreato de los niveles de nitritos
en orina. Estos datos estan en concordancia ctoabeajo del grupo de Wassmann
que demostré que 4 semanas de tratamiento coraatatva mejora la relajacion
endotelio dependiente y aumenta la expresion deSeM aortas de ratas SHR
(Wassmann et al., 2001). La capacidad de las masapiara estabilizar el ARNm de
la eNOS podria explicar este efecto.

No podemos descartar un efecto directo de pravestabbre las caveolinas,
pues otro estudio muestra la capacidad de lasrestatara reducir la expresion de la
caveolina-1 (Brouet et al., 2001). Cuando la eNG@ asociada a las caveolinas,
proteinas estructurales de las caveolas, es inatdimovilizacion de Gapromueve
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que la calmodulina se una a la eNOS y se disocia @aveolina produciendo la

activacion de la enzima, por tanto, la caveoliriacamo la calmodulina modulan la

actividad catalitica de eNOS regulando la produtcié NO. Todos estos resultados
apuntan a un efecto beneficioso de pravastatine salproduccion de NO.

Las prostaglandinas son mediadores importantesaeredulacion de las
funciones cardiovasculares. En vasos sanguineoss,sda mayoria de los
prostanoides se sintetizan por la isoforma constitue la ciclooxigenasa (COX-1).
No obstante, estos mediadores también puedenizamget por la isoforma inducible
de la enzima (COX-2), que puede inducirse por dob®r agentes como
lipopolisacéaridos o citocinas (Vagnoni et al, 1998rnanz et al, 2003). En los
altimos afos, se ha hecho evidente que la produc®drostanoides por parte de la
COX-2 esté relacionada con la modulacion de lgsuestas vasculares (Henrion et
al., 1997; Garcia-Cohen et al., 2000; Adeagbo.e2@05).

La hipertension, considerada actualmente como aferreedad crdnica con
elevado nivel de citocinas proinflamatorias envasos sanguineos (Pauletto et al,
2006), y con una expresion de COX-2 incrementaniael vascular, se ha asociado
con cambios en las respuestas vasculares comotaiiode de las respuestas
vasodilatadoras endotelio dependiente o el incremmede las respuestas
vasoconstrictoras a diferentes agonistas (GarcieiCet al., 2000; Hernanz et al.,
2003).

La administracion de inhibidores de la ciclooxigemaestituye la capacidad
vasodilatadora dependiente del endotelio en ratd®, Sugiriendo que la alteracion
en la relajacién se debe en parte a la liberacoitamitante de vasoconstrictores.
La inhibiciéon de eNOS y el uso de ACh inducen uoat@ccion dependiente del
endotelio en arterias aisladas de muchas espeao@gyendo la rata (Rees et al
1989b), el conejo (Palmer et al., 1987), el peKatysic et al, 1990) o el hombre
(Yang et al, 1991), indicando que la ACh podriged#s factores contracturantes
derivados de la via de la ciclooxigenasa. Nuestessltados indican que la ACh
produjo una respuesta contracturante en anilleoda de ratas SHR de 12 semanas
previamente incubadas con L-NAME que fue menor krgrapo que recibio
pravastatina. Para comprobar si esa diferenciaebéada una disminucion en la
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produccion de isoprenoides mediante una altera@dnla expresion COX-2,
analizamos esta enzima mediante western blottingmerestras de aorta y
observamos que la intensidad de la banda de 72 dddeespondiente a la proteina
COX-2, era superior en el grupo control respectoadéhdo. Otro dato a favor de esta
hipotesis es que la respuesta relajante a AChemepecia de indometacina se mejoro
como consecuencia del tratamiento.

Los prostanoides liberados por la via de la cidlgexasa pueden producir
efectos contracturantes mediante la activaciorratsptor de tromboxano (TP). En
las curvas concentracion respuesta con un anaklgimothboxano (U46619) hemos
visto que la respuesta contractil era menor enrgba tratado que en el grupo
control. Si tenemos en cuenta que los mecanismaefikdizacion implicados en la
respuesta a este agonista necesitan de la activaei®ho cinasa podremos explicar
el efecto de pravastatina a este nivel.

Estos resultados pueden explicar los efectos povescde la pravastatina en la
disfuncion endotelial de la hipertension. Otrosuésts en los que se usaron otras
estatinas demostraron hallazgos similares a lostroge En el estudio de Sotomayor
(de Sotomayor et al., 2005) se demostré que elniianto cronico de ratas Wistar
con simvastatina redujo la expresion de COX-2 perdiferencia de nuestros
resultados no encontraron una alteracion de lauestp mediada por el receptor TP,
estas diferencias podrian deberse bien a la pegédina o al modelo experimental
utilizado. En otro estudio en conejos dislipidémicmatados con atorvastatina
durante 14 semanas, se muestra una reduccionrdsplaesta contracturante a ACh
en anillos incubados con L-NAME (Maeso et al.,, 2000ambién, en células
endoteliales humanas, la incubacion con simvastatimtorvastatina provoco una
reduccion de la expresion de COX-2 atribuida dtkracion de la actividad de Rho
que producen las estatinas (Massaro et al., 2010).

En arteria aorta, la vasodilatacion independierdk ethdotelio inducida por
nitroprusiato sodico no se vio afectada por pratest en ninguno de los tres
grupos, indicando que la disfuncion endotelial yrejoria por pravastatina se debe
a cambios en la biodisponibilidad de NO, mas qearabios en la sensibilidad del
musculo liso vascular a NO. Aqui cabe destacarlguelajacion a NTP fue mayor
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en WKY que en SHR y también fue mayor en las ratesmenos edad, indicando
que la hipertension también produce alteraciondase@MLV.

Es bien conocido que en arterias de conductancialdgacion a ACh esta
mediada mayoritariamente por la accion del NO, tésnque en arterias de
resistencia, como son las renales o las meserggkiceelajacion inducida por ACh 'y
agentes relacionados depende, ademas, de otrasefactlajantes derivados del
endotelio (Cohen, 1995; Pieper, 1998). Aunque be sme la ACh es un potente
vasodilatador a nivel renal (Lerman y RodriguezeBlpr2001), los mecanismos
implicados en la respuesta aun no estan clarardefitedos.

En los experimentos realizados con rifiones perflaslipudimos constatar que
el proceso hipertensivo afecta negativamente auteidn endotelial ya que la
relajacion a ACh fue mayor en las ratas normotegeasen las hipertensas, ademas
esa disfuncion se agrava a medida que progrespdadnsion. Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con pravastatina mégofdncién endotelial en arterias
renales de ratas SHR de 12 y 24 semanas. En éssn@atmotensas el tratamiento no
afectd a la respuesta endotelio dependiente. Tamnglogervamos diferencias en las
respuestas a NTP y a FE entre los diferentes gapestudio.

Las respuestas relajantes se estudiaron tambiéani#ios de arterias de
resistencia pertenecientes a la tercera rama deb le#ascular mesentérico. El
tratamiento mejoro significativamente la respuest&Ch solamente en las ratas de
24 semanas. A diferencia de los ensayos llevadcaba en arteria aorta, en este
lecho vascular no evaluamos la expresion de COMN®@X pero en un trabajo
reciente se ha descrito una sobreexpresion de C@3-2omo la participacion de
prostanoides contracturantes en la disfuncion etidbtobservada en arterias
mesentéricas de ratas SHR. Los autores indicarelquatamiento con atorvastatina
mejora la relajacion dependiente del endotelio awés de una reduccion en la
expresion de COX-2. También pudieron demostraippionera vez que esta estatina
puede inducir la via Akt-eNOS en arterias meseardérimecanismo por lo cual las
estatinas podrian recuperar la biodisponibilidatl aedo nitrico en arterias de
resistencia (Virdis et al., 2009).
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Otro de los objetivos de este trabajo era detemsinia administracién cronica
de pravastatina influia sobre los procesos de reladd cardiovascular propios de la
HTA. Estd demostrado que la hipertension es ebfatioldgico mas importante en
la aparicion de infarto y que la hipertrofia dehtréculo izquierdo es el principal
factor de riesgo de ésta y otras patologias caadmuares (Kannel et al., 1987). La
hipertrofia ventricular, mediada principalmente pohipertrofia de los miocitos, se
desarrolla de forma progresiva en las ratas SHRt& a&sociada a la acumulacion
patolégica de tejido fibrético en el intersticioradiaco (Brilla, 2000). La presion
arterial elevada es un elemento clave en el ddgade la hipertrofia cardiaca, sin
embargo la HTA no siempre explica el incremento lalemasa del ventriculo
izquierdo, puesto que se ha observado hipertrofiainglividuos normotensos
(Rowlands et al., 1982; Dunn et al., 1990).

En nuestros experimentos pudimos comprobar quépkxtiofia del corazén,
valorada como HVI, de las ratas hipertensas erafisigtivamente mayor que la de
las ratas WKY y que se acompafiaba de un tamaforrdayos cardiomiocitos y de
una deposicidn mayor de colageno. Pravastatinaimis la hipertrofia ventricular
de manera significativa en las ratas SHR, mienfj@s en las ratas WKY, que
presentan un indice de hipertrofia bajo, no se ctiet@ingin cambio con el
tratamiento. La reduccion del indice de hipertragaacompafné de reduccion en el
area de los cardiomiocitos y del porcentaje deoéisr intersticial. Algunos
mediadores peptidicos como Ang Il y ET-1, produsidmcalmente en exceso en
hipertension, estan implicados en la respuestathifiea del corazon. Lee y col.
demostraron una reduccion de la hipertrofia decdasliomiocitos en ratas SHR
tratadas con pravastatina, que atribuyen a unacenude la expresion del ARNm
de ET-1 (Lee et al., 2005). Tanto Ang Il como Epdeden ejercer sus efectos
troficos a través de vias de sefializacion que utvah a Rho cinasa (Kuwahara et
al., 1999; Higashi et al., 2003; Hunter et al.,, 200Las estatinas mediante la
inhibicion de la sintesis de los isoprenoides @odelterar la respuesta inducida por
estos agonistas.

Es bien sabido que la hipertrofia acompafiada pmodis es una causa
importante de disfuncion cardiaca, por lo que na®@d interesante cuantificar la



Discusion 149

fibrosis intersticial. Para ello realizamos cotésoldgicos que después tefiimos con
rojo sirio, observando una gran diferencia en #&didn de volumen del colageno
entre las ratas SHR y WKY. El tratamiento redujo rdanera significativa este

parametro en ambos grupos de animales. Para pp@mneh los mecanismos de

accion por los cuales la pravastatina podria ejezste efecto hemos determinado
mediante western blot algunos factores implicadoslgroceso fibrotico. Nuestros

resultados mostraron que pravastatina reduce dexpaesion de colageno-l y

fibronectina.

El desarrollo de la fibrosis y el remodelado cardiasta relacionado con un
“turnover” alterado de la matriz extracelular. PAEs un importante regulador del
metabolismo del colageno, puesto que es capaz tdeirinas metaloproteinasas
encargadas de su degradacion. Se ha observadatpnes deficientes en PAI-1
muestran una menor formacion de tejido fibroticchy@ng-Tsai et al., 2003).
Ademas diversas estatinas, entre ellas la prawsstatan mostrado buena capacidad
para disminuir la expresion de PAI-1 en diferergissemasn vitro (Lopez et al.,
2000; Mussoni et al., 2000; Ishibashi et al., 20B®&jatkowska et al., 2002). PAI-1
se expresa en diversos tejidos (aorta, rifion, coragtc) y de forma mas importante
en SHR que en WKY (Chen et al., 2000; Naito e2803). Cuando cuantificamos
este factor en tejido cardiaco pudimos comprobardiéerencias entre animales
control normotensos e hipertensos. Estos resultad@stran un paralelismo con los
observados en los cortes histologicos tefildos o gsirio. La disminucion de la
expresion de PAI-1 observada en las ratas SHR dsspel tratamiento con
pravastatina podria ser la responsable de los canobiservados en la deposicion de
colageno.

La hipertension también causa un proceso de relaejue, en vasos de
conductancia como la aorta, da lugar a un engresamide la pared que puede ir
acompafado o no de un incremento en el lumen, rageque en la mayoria de los
lechos vasculares de resistencia se observa unand@on de la luz vascular
(Galderisi y de Divitiis, 2008). Sabemos que e#iexracion no se debe Unicamente al
crecimiento vascular, sino que puede estar imphictmmbién el denominado
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“remodelado eutrofico”, proceso en el que tieneatugn reordenamiento de la
misma cantidad del material (Mulvany, 2005).

Cuando analizamos los cambios morfoldgicos prodisceh los vasos de los
grupos de animales control utilizados en este jimalbhservamos como las aortas de
ratas SHR experimentan un remodelado hipertréfasmahfuera, lo cual conlleva un
ligero incremento en el lumen y un incremento digativo en el W,y en el CSA en
las SHR de 24 y 12 semanas. El tratamiento redsiasealteraciones en ambos
grupos llegando en el caso de las ratas mas jovenedores similares a las de
WKY. En el caso de las ratas con mas edad eso tracdgo en una mejoria en la
reactividad de este lecho vascular. Segun nuespreriencia, no siempre la mejoria
de los parametros morfométricos va acompafiada @engjoria en la funcionalidad
vascular y viceversa. En este sentido, despuésnd#atamiento de 8 semanas
llevado a cabo con astaxantina en SHR pudo observara reduccion del grosor de
la pared sin que existiera una mejoria en la d@fumendotelial (Monroy, 2008),
mientras que otro tratamiento similar con zoferdoprostr6 una mejoria en la
disfuncion endotelial sin que existiera una redtale las alteraciones debidas al
remodelado vascular (Gomez-Roso et al., 2009).

En este trabajo, al igual que en trabajos preveoauestro grupgGuerrero et
al., 2006) las arterias intrarrenales de ratas $t¢Rentaron una reduccion del lumen
y un incremento del grosor de la paredpecto a las ratas WKY, lo que indica un
proceso de remodelado. El tratamiento con prawaatagvirtio parcialmente este
proceso al incrementar la luz de los vasos y reducgrosor en las ratas SHR de 24
semanas.

Las enfermedades cardiovasculares son patologiasaquenudo se asocian
con el estrés oxidativo que da lugar a un dafiémisb generado por los radicales
libres en diferentes tejidos (corazén, vasos sae@si rifion,...). La enzima
NADPH-oxidasa se considera la fuente mas importa@até en la pared vascular y
Su expresion y actividad estan reguladas al alza&stados que implican riesgo
cardiovascular como la hipertension o la hiperdeletemia (Selemidis et al., 2008).

En ratas SHR se manifiesta un incremento en largeid@ del @~ mediado
por NADPH-oxidasa en arterias de resistencia, vedeasonductancia y rifién (Zalba
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et al., 2000). Un exceso en la generacion de este ae relaciona de forma crucial
con la disminucion de NO asociado a la disfunciddogelial en hipertension clinica
y experimental.

Al determinar los niveles basales dg @n arteria aorta de ratas SHR no
encontramos diferencias en los grupos tratadogef@eBus respectivos controles pero
cuando la produccién de estos radicales se estioomld&NADPH observamos que el
tratamiento disminuia significativamente la sefiamihiscente. Cuando estos
experimentos se llevaron a cabo con aortas de M€Y no se observaron
diferencias con el tratamiento, ni en los nivelasdbes ni tras la estimulacion con
NADPH. Nos llamo la atencion que los valores de ihisgencia no mostraran
diferencias entre SHR y WKY, hecho puesto de mestii en numerosos trabajos
(Alvarez et al., 2008; Sanchez et al., 2006; Zalbal., 2000). Nosotros pensamos
que esto se debe a que los ensayos no pudier@mséea cabo simultdneamente y
nuestra experiencia nos demuestra que éste es aor femportante dada la
variabilidad del método, por ello los ensayos eotrgtroles y tratados los realizamos
siempre a la vez.

Como hemos mencionado antes, las estatinas intalentesis de isoprenoides
que sirven de anclaje lipidico para GTPasas como, Beoteina clave para la
activacion de NADPH-oxidasa (Rinckel et al., 1993ta enzima esta formada por
diferentes subunidades cataliticas, unas en la magaby otras en el citosol y es
necesaria la participacion de Rac para la trasiéoate las unidades citosélicas a la
membrana y la activacion de la enzima (Sarfsteal. e2004; Selemidis et al., 2008).
En este sentido, creemos que pravastatina podeaeejparte de su accion
antioxidante al interferir con Rac, sin embargopodemos descartar una alteracion
en la expresion de algunas subunidades como Noxtryoe autores han observado
con otras estatinas (Wassmann et al., 2002; Ruedsscet al., 2001).

Otro indicador del estrés oxidativo es la peroxigladipidica que se produce
cuando los radicales libres atacan a los lipidodadmembrana y causan dafios
celulares. El MDA es el aldehido mas importanteoioo tras la descomposicion de
los peroxidos lipidicos. En nuestro estudio hemloseovado una reducciéon de los
niveles de MDA en todos los animales tratados.dehb de que el tratamiento con
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pravastatina disminuya los niveles de MDA apoyaglacaracter antioxidante
atribuido a esta estatina.

Los estudios para valorar el efecto de la pravastatespués de una
administracion cronica mostraron efectos muy isi@nées en arterias que nos
hicieron pensar que podrian estar relacionadossaotapacidad antioxidante. Para
estudiar de forma directa esta capacidad disefiamoserie de ensayos vitro en
arteria aorta.

El O," y otros oxidantes participan de manera importantel mantenimiento
de la homeostasis y el dafio vascular. Como ya hemwoentado, la sefalizacion
celular dependiente de NO, incluida la relajaciamdatelio dependiente, esta
regulada por @ y por la familia de enzimas SOD encargadas delizataa
formacion de HO, y oxigeno molecular a partir del;O(Lynch et al., 1997). La
produccion de @ inducida por incubacion con NADPH, medida por
quimioluminiscencia, mostr6 una reduccion significa dosis-dependiente en
anillos de aorta incubados previamente con prawvaaialo que nos muestra la
capacidad de esta estatina para actuar como capladadicales libres.

Se sabe que la NADPH-oxidasa es la principal enpiroductora de radicales
libres a nivel vascular y que se sobreexpresatas 8HR (Guzik et al., 2000; Zalba
et al., 2000; Lassegue y Clempus, 2003). Teniemdouenta que el £ reacciona
rapidamente con el NO, un exceso de produccion agdicales podria ser la
responsable de la disminucion en la capacidadareg®jde la ACh observado en
anillos de ratas SHR (Beckman et al., 1990). Naosstesultados indican que la
incubacion con pravastatina mejora la disfunciédogglial observada en SHR con
cualquiera de los protocolos de incubacion. Estetefpodria deberse a la inhibicion
de la HMG-CoA reductasa, la enzima que regulantesis del acido mevaldnico. Al
inhibir este paso limitante de la biosintesis d#ksterol, la pravastatina también
impide la sintesis de intermediarios isoprenoigeeduciendo la inhibicion de la
geranilgeranilacion de Rac 1 y haciendo imposibtiesplazamiento de esta GTPasa
pequefia a la membrana celular (Nakagami et al3)2Q@ inhibicion de Racl en la
membrana celular evitaria la activacion de la NAB#itlasa (Wassmann et al.,
2002). A fin de verificar este punto, se repitietos experimentos en presencia del
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acido mevaldnico y se observo una inhibicion pardel efecto de pravastatina
cuando ésta estaba presente en el medio. Sin empbewgndo se retird la
pravastatina media hora antes de realizar la cdevACh el acido mevaldnico fue
capaz de revertir totalmente el efecto. Teniend@wanta estos resultados, parece
que la pravastatina puede actuar en parte por nsetas independientes de la
inhibicion de la HMG-CoA reductasa. Como hemos n@rado anteriormente, en
SHR hay una alta produccion de Qor lo que pensamos que pravastatina puede
actuar como un captador de radicales libres n&dralo una parte de los,O
responsables de la disfuncion endotelial. El hetdhgue la pravastatina redujera la
produccion de @ estimulada por NADPH y medido por quimioluminiscenapoya
nuestra hipétesis. Ademas, el acido mevaldnicdusaca altas concentraciones, no
pudo inhibir este efecto.

Aunque las propiedades antioxidantes de las easatestan ampliamente
descritas (Shishehbor et al., 2003; Briones et28l09; Kassan et al., 2009) hay
pocos trabajos que estudian el efecto scavengéasdmismas (Yamamoto et al.,
1998; Franzoni et al., 2003). Por ello realizamoa serie de experimentos que nos
permitieran determinar si pravastatina poseiaagiadad.

Como describen Tarpey y col (Tarpey et al., 1988as dosis de lucigenina
causan un proceso de oxido-reduccion que condiecéamacion de @ in vitro y,
como consecuencia la pérdida de la relajacion dbpete del endotelio. Utilizando
anillos de aorta de ratas Wistar incubadas con280de lucigenina, observamos
una pérdida del 75% en la relajacion a ACh si caarpas con la respuesta que se
produce en anillos control, lo cual estd de acueddolo anteriormente descrito por
estos autores. Ademas, la presencia de SOD redtaugspuesta a ACh, lo que
confirma que lucigenina incrementa la produccioscudar de @". Pravastatina dio
lugar a una respuesta muy similar a la obtenidpresencia de SOD, lo que apoya
nuestra hipétesis de una accion “scavenger”.

Las estatinas regulan la expresion de eNOS y pgaloa vida media de su
ARNmM por la inhibicion de la sintesis de isopreersi@Wolfrum et al., 2003) hecho
gue nosotros también hemos puesto de manifieséotena aorta tras el tratamiento
cronico con pravastatina. Abe y col (Abe et al.0@0también reportaron que la
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pravastatina, en un cultivo de células endoteliatesierte la reduccion en la
expresion de eNOS causada por el estrés oxidaigresultados de nuestro estudio
indican que el efecto antioxidante de pravastagnaanillos de aorta incubados con
lucigenina, no estaria relacionado con esta acqorgue el acido mevalénico no
pudo revertir este efecto y la incubacion con pstataa sola no modifico la
relajacion vascular a ACh. Por otra parte, los Iltadas obtenidos con NTP
utilizando el mismo protocolo fueron similares a tibservados con la ACh, lo que
apoya un efecto captador de radicales directo aeaptatina.

La incubacion de los anillos de aorta con alta entracion de lucigenina y la
posterior medida de £ por quimioluminiscencia nos indica un incremento
importante de la sefial que no aparece en presdac®0D o de pravastatina, de
nuevo el efecto de pravastatina no se revierteédcao mevalonico. Comparando los
resultados de ambos experimentos, hemos observedbuena correlacion entre la
respuesta de relajacion y la sefial de quimiolurmémisia.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos ertrabgo con pravastatina en
ratas y nuestra experiencia en ensayos de readividscular con arterias humanas,
nos planteamos ampliar el estudio de dicha estatieatos lechos vasculares. Es
conocido que los resultados clinicos a largo ptézda cirugia de revascularizacion
miocéardica dependen en gran parte de la capacelaériusion y la permeabilidad a
lo largo del tiempo de los conductos utilizadosdah.et al., 1986; He, 2001). Desde
hace tiempo se conoce que la arteria mamaria @tegspecialmente cuando se
utiliza para revascularizar la cara anterior debzon, tienen una permeabilidad a
largo plazo muy superior a los injertos venososg su utilizacion sobre la arteria
descendente anterior se asocia a una menor recidil@ eventos isquémicos. Este
hecho ha motivado que a lo largo de los ultimosa@haya ampliado la utilizacion
de conductos arteriales, recurriendo a la arter@mamia interna o, con mas
frecuencia, a la arteria radial. Sin embargo, twsdactos arteriales, especialmente la
arteria radial, son mas susceptibles de sufrir egsmsmo intra o postoperatorio,
circunstancia que puede comprometer la perfusibmuteardio en el postoperatorio
inmediato y la permeabilidad de los conductos a ioned largo plazo. El
vasoespasmo puede producirse por la accion desds/esustancias vasoactivas
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liberadas por la pared vascular. Para prevenir estaplicacion se han utilizado
durante la intervencion diferentes farmacos vaatatibores como papaverina,
antagonistas del calcio, nitroglicerina, etc. (€adt al., 1998; He y Yang., 2000; He
et al., 2008).

Hay evidencias de que tras la cirugigbgpassaorto-coronario se produce una
acumulacion excesiva de isoprostanos en sangr@apréan estar implicados en la
patogénesis del vasoespasmo (Mehlhorn et al., 2088alca et al., 2006). Estos
prostanoides son agentes contracturantes potemeesjercen su efecto mediante la
activacion del receptor TP, que requiere la Rhoasan para su activacion.
Recientemente también se ha descrito una mayoesxprdel ARNm de RhoA/Rho
cinasa, una mayor cantidad de estas proteinas ymagr actividad de este
complejo en arterias radiales que en mamarias,risndo que esta via de
sefalizacion podria ser la responsable de la respaevasoespasmo en aquel lecho
vascular (Kun et al., 2009). Bloquear esta via jf@oder fundamental para abordar
este problema.

Dado que las estatinas interfieren en las viagdaligacion de Ras, otro de los
objetivos de nuestro trabajo era averiguar el efei¢ pravastatina sobre la
reactividad vascular de algunos lechos arterigieesando que podrian ejercer un
papel interesante en la prevencion del vasoespasmo.

En un trabajo anterior (Kassan, 2007) habiamosdiesta la respuesta de
arterias mamarias y radiales, procedentes de pgasisametidos a cirugia dgpass
a agentes relajantes como ACh y NTP y a agentesacturantes como FE y
U46619 y habiamos constatado que, a pesar de deogeheidad de las muestras
(edad, sexo, patologias asociadas, tratamientoataldgico, etc.), las respuestas
eran bastante reproducibles. A pesar de ello, hesy®s destinados a valorar el
efecto de pravastatina solo se llevaron a cabodwudisponiamos, al menos, de 2
anillos del mismo paciente para utilizar uno coraotml. En este caso las arterias se
incubaron con pravastatina durante 3 horas, ydagueejores resultados en ratas se
obtuvieron con este protocolo y, por otra partedigponibilidad limitada de las
muestras no nos permitié ensayar otros periodascddacion. En arterias mamarias
ensayamos FE y U46619, mientras que el menor nuohermuestras de arterias
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radiales solo nos permitié ensayar uno de ellos pbrecidé oportuno seleccionar
U46619 dada la importancia de los prostanoides éesarrollo del vasoespasmo. La
pravastatina redujo significativamente la respuestd46619, independientemente
del lecho vascular y no produjo ningun efecto erelpuesta a FE. Si tenemos en
cuenta las diferentes vias de sefializacion de 8sagenistas (activacion de PLC en
el caso de los agonistasl y activacion de la via Rho/Rho cinasa en el cistos
agonistas del receptor TP) no es de extrafiar qaeagtatina solo redujera la
respuesta al analogo del tromboxano y que esteoefeaevirtiera completamente en
presencia de acido mevalonico.

Por otra parte, nuestros resultados indican queosnanillos control la
relajacion a ACh fue mayor en las arterias radiajee mamarias y que la
pravastatina mejoré dicha respuesta en mayor gradas primeras. Son muy pocos
los trabajos en los que se estudia los efectoagledtatinas en arterias humaimas
vitro, sin embargo Nakamura y colaboradores, incubando cerivastatina
obtuvieron, al igual que nosotros, una mejoriagenebpuesta relajante a ACh que
también fue mayor cuando se emplearon arteriaglesd{Nakamura et al., 2003).
Aunque somos conscientes de que es muy aventurddapaar los resultados
obtenidos en animales a humanos, podriamos espequia este efecto de
pravastatina podia llevarse a cabo a través degldacion de la eNOS, la alteracion
de la funcién de la NADPH-oxidasa o por su efecsgsaVenger’. Aunque se
necesitan ensayos adicionales para confirmar cieaigule estos mecanismos, el
hecho de que el acido mevalonico fuera incapazdertir totalmente el efecto de
pravastatina sobre la funcion endotelial y que dadpccion basal de radicales
superoxido se redujera después de la incubacié@,mica que el ultimo de los
mecanismos debe tenerse en cuenta.
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El tratamiento crénico con 20 mg/Kg/dia de pravasaasobre la presion arterial
es diferente en funcion del grupo de animalesdosaNo tiene efecto en ratas
normotensas, impide la subida en SHR jovenes qoertension incipiente y la

reduce, ligera pero significativamente, en SHR mi&as con hipertension

claramente establecida.

El tratamiento con pravastatina mejora la fun@adotelial tanto en arterias de
conductancia (aorta) como de resistencia (artenesentéricas, lecho vascular
renal). En arteria aorta este efecto se debe aathecion en la producciéon de
radicales superoxido, una menor contribucion detprmides contracturantes y
una mayor produccién de NO.

La administracion cronica de pravastatina reduceotda fibrosis como la

hipertrofia cardiaca, y en vasos de conductanciar{a aorta) y de resistencia
(lecho vascular renal) revierte las alteraciones len parametros morfo-

histolégicos que indican procesos de remodeladcadms a la hipertension.

El tratamiento con pravastatina amortigua el estvédativo generado por la
hipertension, ya que reduce la produccion de asisoperoxido estimulada por
la NADPH-oxidasa. Ademas, pravastatina es capaactier como “scavenger”
eliminando los radicales libres presentes en elaned

Pravastatina mejoria vitro la funcion endotelial de arterias mamarias y fadia
humanas procedentes de pacientes sometidggasscoronario La reduccion de
la respuesta a prostanoides contracturantes y emamproduccion de radicales
superoxido estan implicados en este efecto.

La utilizacion de pravastatina puede resultar beiosta para el control de las
enfermedades cardiovasculares independientemeste efecto hipolipemiante.
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Anexo

Sustancias utilizadas

1.- Agonistas. Para los estudios de funcionalidad de vasos sa&gslise
preparan soluciones madres t100° M) de los agonistas utilizados que se
congelan en alicuotas. Las soluciones usadas exjp@simentos se preparan
diariamente a partir de estas.

2.- El resto de sustancias utilizadas se preparamandiante de acuerdo a las
necesidades de los experimentos y en las concemescmencionadas en el
capitulo de metodologia y resultados.

Las sustancias utilizadas aparecen a continuacion:

Acido ortofosférico. Sigma-Aldrich

Acido tiobarbitarico . Sigma-Aldrich

Acido tricloroacético. Merck

Acrilamida. Biorad

Anticuerpo primario eNOS. Biorad

Anticuerpo primario COX-2 . Biorad

Anticuerpo primario Colageno-I. Biorad

Anticuerpo primario PAI-1 . Biorad

Anticuerpo primario Fibronectina . Biorad

Azida sodica Sigma-Aldrich

Cloruro de fenilefrina. Sigma-Aldrich

Cloruro de acetilcolina. Sigma-Aldrich

Cloruro potéasico. Merck
9,11-dideoxi-11,9a-epoximetanoprostaglandina (U46619)Sigma-Aldrich
4,5-dihidroxi-1,3-benceno &cido disulfénico (Tiron)Sigma-Aldrich
Dinitrato de N,N'-dimetil 9,9biacridinio (Lucigenina). Sigma-Aldrich
Formaldehido en solucién 4%.Merck

Hidrocloruro de n (1-naftil) etilendiamina. Sigma-Aldrich
4-hidroxi-3-metoxiacetofenona (Apocinina) Sigma-Aldrich



Indometacina. Sigma-Aldrich

+Mevalonolactona Sigma-Aldrich

Nicotinamida adenin dinucleotido fosfato (NADPH) Sigma-Aldrich
Nitroprusiato sédico dihidratado. Sigma-Aldrich

N,N-acido dietil-ditiocarbamato de amonio (DDC).Sigma-Aldrich
Nitrito sodico. Merck

N-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) . Sigma-Aldrich
N,N,N,N-tetrametiletiienediamina (Temed) Sigma-Aldrich
Pentobarbital sédica Sigma-Aldrich

Proteina estandar SDS-PAGEBiorad

Rojo Ponceau Sigma-Aldrich

Rojo sirio. Sigma-Aldrich

Sulfanilamida. Sigma-Aldrich

Superdéxido dismutasa Sigma-Aldrich

1,1,3,3, tetrametoxipropano (MDA).Aldrich



