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Introduccion






1. SUNITINIB

El sunitinib (fdrmaco comercializado en forma de L-malato de sunitinib; figura 1) se
denomina, atendiendo a su férmula quimica, como la sal (1:1) del &cido 2(S)-
hidroxibutanodioico (acido L-malico) con la N-[2-(dietilamino)etil]-5-[(Z)-(5-fluoro-1,2-
dihidro-2-oxo-3H-indol-3-iliden)metil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxamida. Como se
describe a continuacién, esta sustancia se emplea actualmente como agente

antineoplasico.’

Iz

* C,HO;

Iz

Figura 1. Estructura quimica del L-malato de sunitinib
1.1. Indicaciones terapéuticas

El sunitinib es un farmaco administrado por via oral e indicado actualmente para el
tratamiento del carcinoma de células renales (CCR) avanzado o metastasico,” el tratamiento
de los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) como alternativa al imatinib, tras
resistencia o intolerancia al mismo,3 y el tratamiento de tumores neuroendocrinos
pancreaticos (pNET) bien diferenciados, no resecables, localmente avanzados o

metastdsicos y con progresion de la enfermedad.*

De manera adicional, la utilidad de este compuesto estd siendo evaluada en otros tipos de
3L . , . 5-9
tumores soélidos, incluyendo tumores de pulmdn, de mama, colorrectales y de prostata,

aunque de momento el sunitinib no estd autorizado para el tratamiento de estos tumores.
1.2. Propiedades farmacocinéticas

El sunitinib se absorbe facilmente en el tracto digestivo, con una buena biodisponibilidad
oral y una cinética lineal a dosis clinicamente relevantes. Las concentraciones plasmaticas
maximas (Cmax) se observan generalmente entre las 6 y 12 horas (Tmax) después de la
administracién oral. Se metaboliza principalmente a través del citocromo P450 (CYP3A4),

por lo que hay que tener especial precaucién cuando se administra con otros farmacos
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inhibidores o inductores de esta enzima. Tiene una vida media elevada, lo que permite que
su administracion sea de una sola dosis diaria. La principal via de eliminacion es a través de

las heces.™
1.3. Mecanismo de accion

El sunitinib inhibe las vias de sefializacién intracelular por unién a multiples receptores
. . . 11 s .
tirosina kinasa (RTKs).” Por ello, esta molécula pertenece al grupo de los denominados

inhibidores de tirosinas kinasas (ITKs).

Los RTKs se encuentran en la superficie celular y estan involucrados en la regulacién de
diferentes procesos como la proliferacién, diferenciacidn y supervivencia celular (figura 2A).
De manera que la sobreexpresion o las mutaciones de estos receptores y/o de sus ligandos
pueden provocar el desarrollo de neoplasias.™ Es por ello que se ha disefiado un nuevo tipo
de farmaco para desregular las vias de sefializacidn intracelular en el cancer, los ITKs, con

objeto de atenuar la proliferacion y supervivencia de las células tumorales (figura 2B).

Entre los RTKs que el sunitinib es capaz de inhibir se encuentran los receptores del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa y PDGFRP), los receptores del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), el receptor del factor de
células madre (c-KIT), el receptor tirosina kinasa-3 tipo fms (Flt3), el receptor del factor
estimulante de colonias tipo 1 (CSF-1R) y el receptor del factor neurotréfico derivado de
células gliales (RET), algunos de los cuales estan implicados en el crecimiento tumoral, la

angiogénesis y la progresion metastasica del cancer.”™*
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Figura 2. Activacion de un RTK (A). La estructura de un RTK consta de un domino extracelular, donde se unen
los ligandos, un dominio transmembrana hidrofébico, y un dominio citoplasmatico con actividad tirosina kinasa.
El ligando se une al receptor por el dominio extracelular, estabilizando asi el dominio intracelular con actividad
tirosina kinasa, lo que induce la dimerizacidn del receptor y su autofosforilacion. Esta activacién del receptor
provoca la estimulacién de las vias de sefializacidon intracelular que promueven los diferentes procesos
celulares. Mecanismo de accién de un ITK (B). El ITK compite con el ATP para la unién al dominio intracelular
con actividad tirosina kinasa del receptor, impidiendo su autofosforilacion y bloqueando asi las vias de
sefializacion intracelular que promueven los diferentes procesos celulares. ADP: adenosin difosfato; ATP:
adenosin trifosfato; ITK: inhibidor tirosina kinasa; P: fosforilacion; RTK: receptor tirosina kinasa; Tyr: residuo de

tirosina.

Podemos ver un ejemplo claro de cémo actua el sunitinib en el CCR. En esta enfermedad se
producen mutaciones y deleciones genéticas que conducen a modificaciones y
disminuciones en los niveles funcionales del gen von Hippel-Lindau (VHL). Este gen codifica

una proteina (p-VHL) que esta implicada en la regulacion de la produccién del factor de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF). La inactivacién del gen VHL causa la sobreexpresién de estos factores de
crecimiento, los cuales se unen a sus receptores (PDGFRs y VEGFRs) en la superficie de los
pericitos vasculares y de las células endoteliales, respectivamente. Como resultado, se
promueve la angiogénesis tumoral, el crecimiento del tumor y la metastasis. El sunitinib,
gue actua inhibiendo a estos receptores de tirosina kinasa, bloquea la sefalizacidon

intracelular y de este modo evita que se den estos procesos celulares (figura 3).>*

VEGF ©
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Célula tumoral
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Supervivencia Proliferacion Migracion Angiogénesis vascular

Figura 3. Mecanismo de accion del sunitinib en el CCR. p-VHL: proteina von Hippel-Lindau; P: fosforilacion;
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas; Tyr: residuo de tirosina; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; VEGFR: receptor del factor

de crecimiento endotelial vascular.

1.4. Efectos adversos

Los éxitos alcanzados en el tratamiento de estos tumores con los ITKs no estan exentos de
efectos adversos. Asi, el uso del sunitinib se ha asociado con efectos tales como astenia,
despigmentacién del cabello, cardiotoxicidad, hipotiroidismo, hipertensién arterial (HTA),

trastornos hematoldgicos, alteraciones en la piel y mucosas, y otros de menor entidad.”’*®

La toxicidad cardiovascular, que aparece en un porcentaje no despreciables de casos, es
una de las complicaciones mas importantes en el tratamiento con los ITKs." Este dafio
puede manifestarse con la aparicidon de trastornos electrocardiograficos, HTA, disfuncion

ventricular izquierda, insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) e infarto de miocardio.”



Motzer y col.?! han descrito que, tras el uso del sunitinib, entre un 10 y un 21% de los
pacientes sufrieron un descenso significativo en la fraccion de eyeccién® del ventriculo
izquierdo (FEVI). De este porcentaje de pacientes, entre un 3 y un 15% desarroll6 ademas

ICC.

En un estudio prospectivo de pacientes con GIST resistentes a imatinib, el 47% de éstos
desarrollé HTA; el 20% tenia una reduccion de la FEVI de al menos el 50%; el 18% desarrolld
ICC, y el 3% de los pacientes tuvo infarto de miocardio.”” En otro estudio retrospectivo, solo
el 2,7% de los pacientes con CCR y GIST resistentes a imatinib desarrollé ICC poco después
del inicio con sunitinib. Esto se asocié con una disminucién de la funcién cardiaca y la
elevacién de la presion arterial, que no revertido en la mayoria de los pacientes una vez

eliminado el tratamiento.”

1.** demostraron que el 12,5% de los pacientes que recibieron sunitinib tanto en

Telliy co
GIST como en CCR desarrollaron ICC de grado Ill o IV. En otro estudio realizado en pacientes

con GIST, el 11% de éstos se relaciond con la aparicién de disfuncién ventricular izquierda.”

En un meta-analisis que incluyd 13 ensayos clinicos, la incidencia de HTA total fue del
21,6%, siendo la incidencia de HTA de grado 3 o 4 del 6,8%. Los autores de este estudio
concluyeron que la elevacién de la presion arterial es rdpida y sostenida durante el
tratamiento con sunitinib, pero la mayoria de las veces reversible cuando se interrumpe el
tratamiento.”® Rini y col.”” observaron que el 8% de los pacientes con CCR tratados con
sunitinib desarrolld HTA con una presidn arterial sistélica > 140 mmHg, y el 67% de los
pacientes tenia una presion arterial diastdlica > 90 mmHg. En otro estudio de pacientes con
CCR tratados con sunitinib, el 23% de ellos desarrollé6 HTA, uno de los cuales sufrié un

ataque isquémico transitorio.”®

Después de esta breve revision sobre los diferentes ensayos clinicos en pacientes en
tratamiento con sunitinib, podemos decir que este farmaco se asocia con una alta
incidencia de HTA (de hecho, la HTA se perfila como uno de los efectos adversos mas
comunes de la terapia con sunitinib) y con una incidencia menor, pero no insignificante, de

disfuncidn ventricular izquierda y de riesgo de ICC.

Curiosamente, estudios recientes indican que los pacientes que desarrollan HTA durante el
tratamiento con farmacos antiangiogénicos mejoran la eficacia antitumoral.”® Asi, Rini y

col.”’ encontraron que los pacientes con CCR metastdsico tratados con sunitinib que

1 . . sy , ,
W Porcentaje del volumen telediastélico expulsado del ventriculo en cada sistole.
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desarrollan HTA han mejorado sus efectos antitumorales. Mientras se evalua la posibilidad
de utilizar la HTA como un biomarcador de la eficacia tumoral, también aumenta la
preocupacién de que el tratamiento de la HTA pueda limitar de algin modo la eficacia de
los ITKs. Sin embargo, los datos en modelos animales en los que se administran farmacos
antiangiogénicos concomitantes con farmacos antihipertensivos, revelan que no parece

afectarse la eficacia antitumoral del farmaco antineoplasico.’**

La aparicidn de toxicidad cardiovascular complica el prondstico del paciente, empeora su
calidad de vida, y obliga a efectuar cambios en la estrategia del tratamiento antineoplasico.
Si aparecen sintomas, hay que anadir tratamientos cardiovasculares que inicialmente no
estaban indicados en el paciente.* No obstante, hay que destacar que, a pesar de los
numerosos estudios en los que la terapia con sunitinib se asocia con varios efectos
secundarios bien caracterizados, los mecanismos moleculares responsables de esta
toxicidad cardiovascular no estan claros. De este modo, existen varias teorias que explican
la cardiotoxicidad y la aparicién de HTA asociada al uso del sunitinib, como se expone a

continuacion.
1.5. Posibles mecanismos de toxicidad cardiovascular del sunitinib

Se piensa que la inhibicién de los receptores diana del sunitinib podria explicar su toxicidad
cardiovascular. De todas las dianas del sunitinib, las Unicas que se expresan en el sistema
cardiovascular son los PDGFRs y los VEGFRs, que desempefian una funcidon importante en el
mantenimiento del corazdn vy la vasculatura, respectivamente.®® Esto serfa un ejemplo de
toxicidad cardiovascular dentro del objetivo del fdrmaco, ya que se desarrolla por inhibicion

de kinasas que son dianas especificas del sunitinib.*

1.5.1. HTA inducida por sunitinib

Los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a la HTA inducida por los ITKs se intuyen

complejos y multifactoriales. Pueden estar relacionados con dos parametros:

A) Con su efecto antagonista sobre las vias de sefalizacién del VEGF:

e Una de las teorias mas importantes es la inhibicién o falta de estimulacién de la via

del 6xido nitrico (NO). El VEGF aumenta la transcripcion de la enzima dxido nitrico

35,36

sintasa endotelial (eNOS), incrementando la produccion de NO, un potente

vasodilatador. Por ello, la inhibicién de la via de sefializacion del VEGF reduce la



biodisponibilidad del NO, resultando en vasoconstriccion sistémica, disfuncién

endotelial y desarrollo de HTA.*”*°

e Otra teoria barajada es la presencia de estrés oxidativo. Para reducir los efectos
endoteliales dafinos de las especies reactivas del oxigeno (ERO), se aumenta la
produccién de VEGF y VEGFR en la vasculatura. De hecho, se ha demostrado que el
VEGF ejerce un papel protector contra el dafio endotelial ejercido por las ERO.*"™

Por lo tanto, en pacientes tratados con ITKs se puede perder este efecto protector,

permitiendo que el estrés oxidativo contribuya al desarrollo o empeoramiento de la

hipertension arterial.**

e Otro mecanismo postulado es una reduccién en la densidad de los lechos
microvasculares, fendmeno denominado rarefaccion vascular. Esta reduccion de la
superficie vascular conduce a un aumento de la resistencia vascular sistémica y, por

consiguiente, a la elevacién de la presion arterial.”®

B) Con el sistema de la endotelina. Nuevos hallazgos indican que el sistema de la endotelina
juega un papel importante en el desarrollo de la HTA inducida por sunitinib.***® Asi, la
endotelina-1 (ET-1) ejerce parte de su efecto vasoconstrictor a través de la activacion de la
NADPH (nicotinamin adenin dinucleétido fosfato reducido) oxidasa y de la generacién de

ERO.*

1.5.2. Cardiotoxicidad del sunitinib

No estd claro si la disfuncién ventricular izquierda es un efecto secundario de la HTA o una
lesién directa de los cardiomiocitos inducida por el sunitinib. Aunque la disfuncion cardiaca
puede verse agravada por la HTA, se han descrito casos de pacientes en tratamiento con
sunitinib que desarrollaron cardiotoxicidad sin presentar HTA, sugiriendo la existencia de

mecanismos fisiopatoldgicos adicionales.?

Los PDGFRs se expresan en los cardiomiocitos, y la sobreexpresién de PDGF puede ser seial
de la supervivencia de éstos, por lo que la inhibicion de estos receptores puede promover la
apoptosis.”® Chintalgattu y col.>® han demostrado la importancia de la via PDGFR en la
biologia cardiovascular. Asi, estos autores sostienen que la expresion de PDGFR en los
cardiomiocitos es una via fundamental para la adaptacién cardiaca a situaciones de estrés
inducidas por la carga de presidon excesiva. Este modelo propone que el sunitinib puede
conducir a disfuncidn del ventriculo izquierdo e insuficiencia cardiaca, ya que inhibe la via
de sefializacién de PDGFR en los cardiomiocitos, impidiendo la adaptacion de éstos a estas

situaciones de estrés.
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Por otro lado, también existe la cardiotoxicidad no relacionada con el objetivo del farmaco.
En este caso, la toxicidad se desarrollaria por unidn a una diana inespecifica, de manera que
el sunitinib inhibe a una kinasa que no estaba destinada a ser inhibida y que ademas juega
un papel importante en el corazén.> Kerkela y col.®® propusieron que el sunitinib ejerce su
cardiotoxicidad a través de la inhibicion de la kinasa activada por monofosfato de
adenosina (AMPK), una kinasa que desempefia un papel clave en el mantenimiento de la
homeostasis metabdlica del corazén, manteniendo el equilibrio energético en el
cardiomiocito. Otros investigadores se basan en el dafio mitocondrial y en el consecuente
deterioro del tejido cardiaco, pero los datos disponibles al respecto no son concluyentes.
Will y col.>® no encuentran dafiada la funcién mitocondrial en una linea celular de
mioblastos procedentes de ratas tratadas con sunitinib. Sin embargo, otros estudios en
ratas tratadas con sunitinib si que han demostrado lesiones estructurales en los
cardiomiocitos, con alteracion de la funcidon mitocondrial, deterioro en la generacién de

ATP y aumento de la apoptosis.*

En resumen, los efectos cardiotdxicos del sunitinib se relacionan, por un lado, con toxicidad
directa sobre el cardiomiocito, cuyos mecanismos no se conocen bien pero entre los que se
incluyen la inhibicidn de la via de sefalizacidn de los PDGFRs y una alteracion de la funcién
mitocondrial; y, por otro lado, con la aparicion de HTA asociada al uso de este farmaco,
cuyos mecanismos tampoco son del todo conocidos, aunque se piensa que pueden estar
relacionados con la inhibicién de la via VEGF y con el sistema de la endotelina, y que

también desempefia un papel primordial en el desarrollo de la cardiopatia (figura 4).
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Figura 4. Esquema de los posibles mecanismos de toxicidad cardiovascular del sunitinib. AMPK: kinasa
activada por monofosfato de adenosina; ICC: insuficiencia cardiaca congestiva; NO: éxido nitrico; PDGFRs:
receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas; VEGFRs: receptores del factor de crecimiento

endotelial vascular.

2. ESTRES OXIDATIVO E INFLAMACION
2.1. Daio oxidativo

El estrés oxidativo se puede definir como el dafio celular causado como consecuencia de la
pérdida del equilibrio entre las sustancias prooxidantes y antioxidantes del organismo. Asi,
este desbalance puede ser debido bien a una excesiva produccidon de especies reactivas

prooxidantes, o bien a una deficiencia en los mecanismos antioxidantes.>

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) son un conjunto de moléculas entre las que se
incluye el oxigeno molecular (O,) y sus derivados, y son producidas por la incompleta
reduccidn del oxigeno hasta el agua.”® En estado de reposo, el O, es poco reactivo; sin
embargo, diferentes elementos enddgenos (mitocondria, reticulo endoplasmatico,
peroxisomas) y exdgenos (tabaco, medicamentos, ozono) provocan la formacién de las ERO

(figura 5).

Tradicionalmente, estas ERO se han clasificado como derivados toxicos del metabolismo
aerébico, debido a su capacidad de oxidar macromoléculas biolégicas como el ADN, los
carbohidratos, los lipidos y las proteinas. Sin embargo, numerosos estudios han
demostrado que las ERO desempefian un papel muy importante como segundos
mensajeros dentro de las vias de sefializacién de diversas funciones, tales como el control

56,57

de crecimiento, la apoptosis y la supervivencia celular. Esta diversidad de acciones
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radica en la heterogeneidad de las ERO que pueden producirse, asi como en su localizacion
celular y en la variada cinética de produccidn, lo que les permite regular el fenotipo celular

tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas.

En condiciones fisioldgicas, existe una homeostasis de éxido-reduccion (redox) gracias a
que las fuentes de ERO y los sistemas antioxidantes se encuentran en un estado de
equilibrio. En condiciones patoldgicas, en cambio, se generan grandes cantidades de ERO
y/o los sistemas antioxidantes se encuentran comprometidos; de este modo, se produce

una alteracién de la homeostasis redox que da lugar a la situacién de estrés oxidativo.*®

Las especies principales reactivas del oxigeno son: el anién radical superdxido (-O5), el
radical hidroxilo (-OH), el éxido nitrico (-NO), el perdxido de hidrégeno (H,0,), y el anidn
peroxinitrito (-OONQ’). La mayor parte de las ERO se originan a partir del O,, el cual sufre
una serie de reacciones univalentes a través de las cuales se producen de manera
secuencial las distintas ERO (figura 5).
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Figura 5. Metabolismo de las especies reactivas del oxigeno. ERO: Radical superdxido (-O,), perdéxido de
hidrégeno (H,0,), radical hidroxilo (-OH), anién peroxinitrito (-OONQ’). Fuentes enzimaticas de las ERO: cadena
transportadora de electrones mitocondrial, lipooxigenasa, ciclooxigenasa (COX), xantina oxidasa (XO), NADPH
oxidasa, 6xido nitrico sintasa (NOS) desacoplada, éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), éxido nitrico sintasa
inducible (iNOS), éxido nitrico sintasa neuronal (nNOS). Enzimas antioxidantes: superdxido dismutasa (SOD),

glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), catalasa (CAT).

El anion superodxido (-0,’) se forma cuando el O, acepta un electréon. Esto ocurre en la

cadena respiratoria de la mitocondria, donde se estima que el 2-4% del oxigeno consumido



no se reduce completamente a agua, dando lugar a este radical. Otras fuentes enzimaticas
capaces de generar -O, son las enzimas lipooxigenasa, ciclooxigenasa, NADPH (nicotinamin
adenin dinucleétido fosfato reducido) oxidasa, xantina oxidasa y dxido nitrico sintasa (NOS)

en su estado desacoplado.”®®

El anidn superdxido es de vida corta e inestable, de modo
gue experimenta una rapida reduccidn a perdxido de hidrégeno (H,0,) por la accién de la
enzima superdxido dismutasa (SOD).*! Su carga le hace que sea incapaz de atravesar

membranas celulares, excepto a través de canales idnicos.

El peréxido de hidrégeno (H,0,) tiene una vida mas larga que el -O,’, siendo relativamente
estable y difundiendo facilmente entre las células. Es un blanco muy interesante de
investigacion, ya que puede ser convertido en el radical hidroxilo (OH-) por una reaccién en

cadena con otras moléculas que inducen efectos téxicos.

El radical hidroxilo (-OH) es una molécula altamente oxidante, electrofilica, téxica y de vida
muy corta. De este modo, cuando es producido in vivo, reacciona muy cerca de su sitio de
formacién. Se genera durante la radiélisis del agua, la reaccién de Fenton y la de Haber-
Weiss, fotdlisis y ozonizacidon. También se forma en las células durante procesos fisioldgicos

cotidianos v, al ser altamente reactivo, una vez formado reacciona con biomoléculas.®

Otro radical muy importante en la familia de las ERO es el éxido nitrico celular (-NO o NO),
sintetizado por medio de una familia de sintasas del 6xido nitrico (NOS) a partir de la
oxidacion de la L-arginina.63 Existen tres isoformas de la NOS en mamiferos, la NOS | o nNOS
(6xido nitrico sintasa neuronal), la NOS Il 0 iNOS (6xido nitrico sintasa inducible) y la NOS IlI
o eNOS (6xido nitrico sintasa endotelial) (figura 5). La eNOS y nNOS son expresadas
constitutivamente como enzimas latentes y requieren una alta concentracion de calcio para
la actividad de la enzima, a diferencia de la iINOS que es inducible e independiente de

calcio.®*®®

El -NO es una molécula de vida media muy corta, pero su posterior oxidacién da
lugar a multiples ERO. Los productos biolégicos mayoritarios que se generan por oxidacion
del -‘NO son el nitrito (NO,) y el nitrato (NO;3’), asi como diversos éxidos. Ademas el -NO

puede reaccionar con el -O,” para generar peroxinitrito (-OONO’).%

El anién peroxinitrito (-OONO’) es un oxidante muy potente, producto de la reaccién entre
el -0,  y el -NO como acabamos de sefialar. Es bastante estable y puede difundir muy bien
en algunas células. A pH fisioldgico, cerca del 20% de los peroxinitritos son protonados
hasta el acido peroxinitroso (ONOOH). En condiciones patoldgicas, los niveles de -OONO-
estan aumentados, favoreciendo asi sus acciones deletéreas. Ademas, este anidn puede

también reaccionar con residuos de tirosina, para dar lugar a nitrotirosina.®’
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2.2. Mecanismos de defensa antioxidante

El efecto de las ERO en el organismo, como hemos visto anteriormente, estd compensado
por la accién de los sistemas de defensa antioxidantes, tanto enzimaticos como no

enzimaticos.

Los antioxidantes enzimaticos constituyen la llamada primera linea de defensa; se encargan
de eliminar las ERO, especialmente el -O, y el H,0,, ya que a partir de éstos se generan
otras especies reactivas de oxigeno (:OH y -:OONO’) que, al ser mas reactivas, son mas
nocivas para el organismo. Los principales antioxidantes enzimaticos son la catalasa (CAT),
la superdxido dismutasa (SOD), la glutatidon peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GR).
La SOD es la responsable de la regulacion de los niveles de -O,, ya que cataliza la
dismutacidn de éste a H,0,. Por otro lado, la CAT y la GPx catalizan la reduccion de H,0, a
H,0, utilizando esta ultima glutatidn reducido (GSH) como donador de electrones. Este GSH
se oxida para generar glutatién oxidado (GSSG), que es nuevamente reducido a GSH por la

enzima GR (figura 5).%

Ademas de las enzimas antioxidantes, existen moléculas con capacidad antioxidante, como
el mencionado GSH, la bilirrubina y el 4cido urico, la melatonina, las vitaminas E (a-

tocoferol) y C (acido ascérbico), los carotenoides y los flavonoides.®

2.3. Produccion de las ERO en el sistema cardiovascular. Relevancia en la

fisiopatologia del daiio cardiaco asociado a la HTA

Las ERO en el sistema cardiovascular juegan un papel fisiolégico fundamental en el control
de la funcién endotelial, del tono vascular, y de la funcién cardiaca. Sin embargo, también
desempenan un papel fisiopatoldgico en los procesos de inflamacién, hipertrofia,
proliferacién, apoptosis, migracidn, fibrosis, angiogénesis y rarefaccién, procesos que
contribuyen a disfuncién endotelial y remodelado cardiovascular en la HTA y en otras

enfermedades cardiovasculares.®®”°

De las ERO generadas en las células cardiovasculares, las mas relevantes son el H,0, y el
-0,.”* Ambos compuestos derivan de muchas fuentes enzimaticas y no enzimaticas en
diferentes compartimentos celulares. Entre las principales fuentes enzimaticas capaces de
generar -0, en el sistema cardiovascular se encuentran la cadena transportadora de

electrones mitocondrial, la eNOS desacoplada, la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa.”””®



El desacoplamiento de la eNOS resulta en un aumento de la produccién de O, y en una
disminucién de la produccion de ‘NO. La enzima eNQOS, en ausencia de su sustrato (L-
arginina) o de su cofactor (BH,, tetrahidrobiopterina), fluctia desde un estado acoplado
(generando ‘NO) hacia un estado desacoplado (generando radical superdxido). Como
hemos sefialado, el -NO es una molécula que desempefia un papel muy importante en el
sistema vascular, ya que es la principal sustancia vasodilatadora liberada por el endotelio
vascular y por consiguiente regula el flujo y la presion sanguinea.”® Acttia como regulador
de la funcidén cardiaca a través de sus acciones directas sobre los cardiomiocitos, ejerciendo
también acciones indirectas como consecuencia de sus efectos vasculares.”” Cuando la
enzima eNOS estd en un estado desacoplado por la accién de las ERO, se favorece la
formacién de peroxinitritos, con lo que se estimula el estrés nitrosativo y se reduce la

biodisponibilidad del -NO.

Otra fuente de ‘O, es la xantina oxidasa, que utiliza el oxigeno molecular para catalizar la

oxidacidn de hipoxantina y xantina, dando lugar a la formacién de -0,.”*

No obstante, una de las principales fuentes de -O, en el sistema cardiovascular es la NADPH

oxidasa.”®”°

Esta enzima juega un papel critico en el contexto de las enfermedades
cardiovasculares, dado que la sobreactivacidon de la misma esta involucrada en diferentes
factores de riesgo cardiovascular, incluidos la obesidad, la resistencia a la insulina, la

diabetes, y la HTA>*7%8%%

La NADPH oxidasa es una enzima que fue descrita inicialmente en células fagociticas
(neutréfilos, eosindfilos y monocitos/macréfagos), donde desempefia principalmente una
funcién de defensa.® La NADPH oxidasa fagocitica es un sistema enzimatico compuesto por
un conjunto de subunidades localizadas tanto en el citosol como en la membrana

8387 Asi, en la membrana se localiza el citocromo bess, formado por las

plasmatica.
subunidades gp91phox (también llamada Nox2) y p22phox, ambas esenciales para que el
sistema enzimatico sea funcional.® Por su parte, en el citosol se encuentran las
subunidades p47phox, p67phox y p40phox. Para que la enzima se active, es necesaria la
translocacion de las subunidades citosélicas hacia el citocromo bsss de membrana y la
accién de la proteina G de bajo peso molecular Racl o Rac2 (figura 6). Una vez ensamblado
el complejo, se genera -0, por transferencia de un electrén desde el NADPH en el citosol
hasta el O,. Las células fagociticas en reposo no presentan actividad oxidasa, sino que ésta

se desencadena ante determinados estimulos que inducen la translocacién del complejo

formado por las subunidades citosélicas hacia la membrana.
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Figura 6. Estructura y activacion de la NADPH oxidasa fagocitica.

Mas tarde se observd que esta enzima se expresa también en células no fagociticas; de

89-92

hecho, se localiza en todas las células del sistema cardiovascular. En este caso, la

NADPH oxidasa es equivalente a la fagocitica, aunque difiere estructural y funcionalmente.

Hasta el momento se han descrito 7 isoformas de la enzima: Nox1, Nox2, Nox3, Nox4
(también conocida como Renox, por su abundancia en el tejido renal), Nox5, Duox1 y
Duox2, basadas en la homologia de la subunidad catalitica gp91phox.” Todas son proteinas
transmembrana que han conservado sus propiedades estructurales y que transportan
electrones a través de las membranas bioldgicas para reducir el O, a ‘O, . Cada una de ellas
se expresa en diferentes tipos celulares, asi como se localizan en distintos sitios dentro de

las células (tabla 1).”

Las isoformas Nox1l, Nox2, Nox4 y Nox5 estdn altamente expresadas en el sistema

95,96

vascular, y las isoformas expresadas principalmente en el corazén son la Nox2 y la

Nox4.%¢%8

Como se ha explicado anteriormente, la generaciéon de radicales libres en cantidades
fisioldgicas es esencial para la vida, ya que éstos intervienen en la regulacion de respuestas
relacionadas con la expresidn génica, progresién del ciclo celular y supervivencia

celular.%%1%

Sin embargo, una produccidn excesiva de ERO, de tal modo que no pueda ser
contrarrestada por los sistemas de defensa antioxidantes (pérdida de la homeostasis
redox), causa disfuncidn y dafio tisular en el sistema cardiovascular mediante la activacion
de diferentes rutas de sefializacién intracelular, produciendo en ultima instancia disfuncion
endotelial, remodelado cardiovascular, e incremento de la resistencias vasculares

s . o . .7 .7 . 101-1
periféricas con la consiguiente elevacién de la presion arterial.’**'



Isoformas Nox Distribucion celular/tejido/6rgano Localizacién subcelular

Membranas intracelulares cercanas al
reticulo endoplasmatico, endosomas y
caveolas

Nox1 VSMC, células endoteliales, rganos
reproductores y epitelio del colon

Células fagociticas, células endoteliales, VSMC,

Nox2 . , : » Membrana celular, fagosomas y region
fibroblastos, células del musculo esquelético, .
(gp91phox) L . perinuclear
cardiomiocitos y hepatocitos
Nox3 Tejido fetal y oido interno Membrana plasmatica
Rifidn, VSMC, fibroblastos, cardiomiocitos,
Nox4 células endoteliales, osteoclastos, melanocitos, Adhesiones focales, reticulo
(Renox) neuronas, pulmon, érganos reproductores, endoplasmatico, nucleo y mitocondria
placenta, pancreas, ojo y tejido fetal.
VSMC, células endoteliales, tejido fetal,
Nox5 linfocitos, bazo, érganos reproductores, Membrana plasmatica y reticulo
placenta, pancreas, estémago, glandulas endoplasmatico
mamarias y cerebro.
Duox1/2 Tiroides, glandulas salivares, colon, recto, Membrana apical

bronquios, prostata y pancreas.

Tabla I. Distribucion de la NADPH oxidasa. VSMC: vascular smooth muscle cells, células de la musculatura lisa

vascular. Adaptado de Ghouleh y col. (2011). Free Radic. Biol. Med. 51(7):1271-88.

Se ha demostrado que el estrés oxidativo inducido por las ERO desempeiia un papel
importante en varias enfermedades cardiovasculares, como arteriosclerosis, HTA, fallo
cardiaco, isquemia, cardiomiopatias, hipertrofia ventricular izquierda e insuficiencia
cardiaca, y fallo cardiaco congestivo. Hay multitud de evidencias que demuestran que,
tanto en humanos como en modelos experimentales de hipertension, la HTA y el dafio
cardiovascular se asocian con un incremento del estrés oxidativo mediado por una

activacion de la enzima NADPH oxidasa.®®"%%

En el contexto de las enfermedades cardiovasculares, se pueden considerar distintos
factores humorales, hemodindmicos y genéticos capaces de regular la activacion de
cualquiera de las isoformas conocidas de la NADPH oxidasa (figura 7). Asi, la NADPH oxidasa
es estimulada en respuesta a factores humorales tales como la angiotensina Il (Ang 1l), la
endotelina-1 (ET-1), algunas citoquinas proinflamatorias, incluido el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), interleuquina 1B (II-1B) e interleuquina 6 (ll-6), y el factor de
crecimiento transformante B tipo | (TGF-B,).*'% Por otra parte, los factores
hemodindmicos, como la tensidn ciclica y las fuerzas de cizalladura, tanto laminares como

113,114

oscilatorias, estimulan la NADPH oxidasa de la pared vascular. Finalmente, el

componente genético desempefia un papel importante en la activacion de la NADPH
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oxidasa. Asi, varios estudios genéticos han demostrado la existencia de polimorfismos

1318 Fotos tres

capaces de modular la expresidon y la actividad de la NADPH oxidasa.
factores (humoral, hemodinamico y genético), actuando sinérgicamente o de manera
independiente, pueden regular las NADPH oxidasas, favoreciendo la activaciéon inmediata
de la enzima existente, lo cual se traduce en la inmediata liberacién de O, y H,0,, con la
consecuente generacion de estrés oxidativo y activacion de determinadas vias de

sefializacion intracelulares.

Los mecanismos moleculares por los cuales las ERO influyen en el desarrollo de cardiopatia
hipertensiva implican la activacion de vias de sefalizacidn sensibles a fendmenos redox
(figura 7). Las ERO (especialmente -0,- y H,0,) actian como segundos mensajeros de forma
altamente regulada, actuan sobre multiples moléculas sefializadoras incluidas las MAP
kinasas (MAPK), receptores de la tirosina kinasa (EGFR, IGFR y PDGFR), proteinas tirosinas
fosfatasas, canales idnicos (Ca** y K*), metaloproteinasas de la matriz (MMP), y factores de
transcripcién sensibles al estado redox, como el factor de activacidon nuclear kB (NF-kB), la
proteina activadora 1 (AP-1), el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) o la enzima lisil
oxidasa (LOX-1).""*?* La activacion de todas estas moléculas sefializadoras posibilitan la
generacion de hipertrofia, remodelado, fibrosis, proliferacién, apoptosis e inflamacién en la

, . 118,123-12
célula cardiaca. #1312

Las ERO también acttan sobre los canales idnicos, favoreciendo la liberacién de Ca** hacia
el citoplasma y promoviendo la contraccidn de las células musculares de la vasculatura. De
esta forma, aumentan la vasoconstriccion y constituyen a la elevacién de la presién

arterial.**’

Por otro lado el estrés oxidativo aumenta la expresién de citoquinas proinflamatorias, como
la IL-6, la IL-1B y el TNFa, mediante la estimulacién del NF-kB, promoviendo los procesos

inflamatorios que se describen con mas detalle en el apartado 2.4."*

El estrés oxidativo también estd implicado en la generacién de fibrosis, proceso descrito
con detalle en el apartado 3. Este efecto esta mediado por factores de transcripcién, como
HIF-1 y LOX-1, por la via de las MAPK, y por la activacion de MMP, que promueven la
expresion génica de componentes de la matriz extracelular (MEC), como colageno |,
colageno lll, fibronectina, asi como de citoquinas profibréticas, como TGF-B; y el factor de

crecimiento de tejido conectivo (CTGF).”***%*%
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Figura 7. Mecanismos moleculares por los cuales las ERO producen dafo cardiaco. AP-1: proteina activadora 1;

EGFR: receptor de factor de crecimiento epidérmico; HIF-1: factor inducible por hipoxia 1; IGFR: receptor del
factor de crecimiento sensible a insulina; LOX-1: lisil oxidasa; MAPK: proteina kinasa activada por mitégeno;
MMP: metaloproteinasa de la matriz; NF-kB: factor de activacion nuclear kB; PDGFR: receptor del factor

derivado de plaquetas; PPAR: receptor activado por el proliferador de peroxisomas.

Las ERO también modulan la accién de la familia de factores de transcripcién PPARs
(receptores activados por el proliferador de peroxisomas). Asi, un aumento del estrés
oxidativo da lugar a una disminucién de la expresidn génica de los PPARs.""” Los PPARs son
factores de transcripcién pertenecientes a la superfamilia de receptores nucleares, de los

cuales existen tres isoformas (PPARa, PPARB/S y PPARy)."" Se ha demostrado que poseen
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efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antifibrdticos. La activacién de PPARy inhibe la
expresion y la actividad de la NADPH oxidasa y la consecuente produccién de ERO. Ademis,

132-135

activan la expresién génica de algunas enzimas antioxidantes. La mayoria de los

efectos antiinflamatorios de PPARy se deben a la inhibicién de NF-kB, mitigando asi la

133,136

produccién de citoquinas proinflamatorias. También ejercen un efecto antifibrético,

137138 por todo esto, la

interfiriendo con factores que promueven la generacién de la MEC.
estimulacién de la familia PPARs resulta en efectos protectores cardiovasculares, efectos

qgue se ven mermados cuando se produce un aumento excesivo de las ERO.

Por ultimo, las ERO también participan en procesos de proliferacién celular a través de las
vias de las MAPK, de la accidon de los receptores de la tirosina kinasa y del factor de

transcripcion AP-1.>%'*

Por todo ello, el estrés oxidativo juega un papel muy importante en el progreso del dafio
cardiaco, con un aumento de la presion arterial asociado. De esta forma, la NADPH oxidasa
contribuye a la patogénesis del dafio cardiovascular participando en procesos como la

fibrosis cardiovascular o la cardiomiopatia hipertensiva.
2.4. Inflamacion en la fisiopatologia del daiio cardiaco asociado a la HTA

La inflamacidn se puede definir como una respuesta no especifica ante una gran variedad
de lesiones tisulares, caracterizada por el movimiento de células y fluidos desde la sangre
hacia los tejidos extravasculares donde se ha producido el estimulo nocivo. En este proceso
participan mediadores de factores quimiotdcticos, como interleuquinas y quimioquinas

producidas localmente por el tejido dafiado.™

La inflamacién tiene un papel importante en la fisiopatologia de las enfermedades

140-143 Estos

cardiovasculares, como la aterosclerosis, la insuficiencia cardiaca y la HTA.
procesos inflamatorios pueden inducir cambios en la funcién cardiaca, en la resistencia
vascular periférica y en los mecanismos de control renal de los electrolitos y del volumen
plasmatico. Es mas, se ha demostrado que ciertas concentraciones plasmaticas de
moléculas inflamatorias y determinadas citoquinas son predictivas de futuros eventos

cardiovasculares.**

Diversos trabajos indican que los mecanismos inmunoldgicos e
inflamatorios también son fundamentales en el desarrollo y la progresién del dafio organico

en el paciente hipertenso.'*

Son muchos los investigadores que ponen de manifiesto que los mediadores inflamatorios

son importantes en la HTA que acompana al dafio cardiaco, contribuyendo al remodelado



196198 Asi diversos estudios han demostrado niveles elevados de moléculas de

cardiaco.
adhesion (molécula de adhesion intercelular, ICAM; molécula de adhesidn vascular, VCAM),
proteina C reactiva (PCR) y citoquinas proinflamatorias como la IL-1B, IL-6 y el TNF-qa, en la

insuficiencia cardiaca.****°

Parece ser que la principal ruta de sefializacién que pone en funcionamiento el proceso
inflamatorio es iniciada por las ERO generadas por la NADPH oxidasa, activada por los
diferentes factores humorales (Ang Il, ET-1, citoquinas) y hemodinamicos. Las ERO, como
hemos mencionado en el apartado anterior, activan distintas moléculas sefializadoras,

128146198 mediante la

entre las que se encuentra el factor de transcripcién NF-kB,
fosforilacién de IkB (molécula a la que se encuentra unida NF-kB en su forma inactiva en el
citoplasma). Esta fosforilacion provoca la translocacién de NF-kB al nucleo, donde se
activaran los genes que codifican para las citoquinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a.”"
155 , ., ., ;. . .
Ademds, NF-kB también regula la expresién génica de las distintas enzimas

156-159

antioxidantes (figura 7).

Estas citoquinas no solo promueven la activacion y migracidon de las células del sistema

%0 pe esta forma, NF-kB

inmune, sino que modulan el modo de actuacién de dichas células.
también promueve la infiltracion de monocitos en los tejidos y la activacion de linfocitos T.
Parece ser que estas células inflamatorias se acumulan en las regiones perivasculares del
corazon. Debido a esto, se ha destacado la importancia del papel de NF-kB en la

inflamacién y dafio cardiaco asociados a la HTA."®

Existen pruebas experimentales que apoyan esta teoria, ya que se ha encontrado que los
niveles elevados de citoquinas reproducen el fenotipo de la insuficiencia cardiaca
(incluyendo disfuncién y remodelado ventricular), cardiomiopatia y pérdida progresiva de
cardiomiocitos por apoptosis.'® En humanos, los niveles séricos elevados de TNF-a, IL-6 y
PCR se asocian a un riesgo mayor de desarrollar insuficiencia cardiaca.'®®> Deswall y col.*®®

han demostrado la relacion existente entre los niveles de TNF-a e IL-6 y la mortalidad por

problemas cardiacos.

En el proceso inflamatorio participan también algunas citoquinas antiinflamatorias; en
especial, se ha destacado el papel de la interleuquina 10 (IL-10), la cual se encuentra
disminuida en pacientes con insuficiencia cardiaca. Esta potente citoquina antiinflamatoria
puede inhibir la produccién de la IL-1B, IL-6 y TNFa a través de la inhibicion del factor de

transcripcion NF-kB.'®*
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3. FIBROSIS

La fibrosis es un proceso de cicatrizacidn patolégica que conduce a la destruccién de la
arquitectura de un o6rgano y al deterioro de la funcién del mismo, jugando un papel
importante en la progresion de muchas enfermedades crénicas que afectan al higado,

16> Se caracteriza por la deposicién excesiva de los componentes

corazon, rifién y pulmon.
de la matriz extracelular (MEC), asi como por una disminucidon de la degradacién de los
mismos. De esta forma, se produce una alteracién de la homeostasis de la MEC en el sitio

de la lesién del tejido, dando lugar a una insuficiencia funcional del drgano.*®®
3.1. Matriz extracelular

La MEC es una red estructural tridimensional compuesta por moléculas de coldgeno,
proteoglicanos y glicoproteinas. Se precisa un balance apropiado en la sintesis y la
degradacion de la MEC para la morfogénesis normal y el mantenimiento de la arquitectura

del tejido.'®’

En el corazén, la MEC se encarga de proporcionar la necesaria integridad estructural y
funcional.'® Es critica en la mediacién de la conexién mecénica entre los cardiomiocitos, los

fibroblastos y los vasos sanguineos circundantes.'***”

El componente predominante de la MEC cardiaca es el colageno. El mdas abundante es el
colageno fibrilar de tipo | y tipo Ill, y en menor proporcion se encuentra el colageno no
fibrilar (no formador de fibras). Aproximadamente, el 85% del colageno total del corazdn se

compone de colageno tipo I.**’

Los proteoglicanos son un grupo de macromoléculas solubles que tienen funciones
estructurales y metabdlicas; participan en la estabilizacidon de las redes de colageno vy

Y4172 por su parte, las glicoproteinas son unas

proporcionan hidratacién a la matriz.
macromoléculas solubles que proporcionan la conexién entre los componentes de la matriz
y las células. Entre las glicoproteinas mdas importantes se encuentran la laminina, la elastina
y la fibronectina. Esta ultima tiene capacidad de organizarse en fibrillas, favoreciendo la

.y ; .7 , 172
unidn entre células y la unién de éstas a los componentes de la MEC."

3.2. Fibrosis miocardica en la HTA

La HTA provoca una serie de cambios en la composicion del tejido cardiaco que dan lugar al
remodelado estructural del miocardio. El remodelado estructural es la consecuencia de un

numero de procesos patoldgicos, mediado por factores mecdnicos, neurohumorales y



citoquinas que afectan a los compartimentos cardiomiocitario y no cardiomiocitario del
corazon. Uno de dichos procesos esta relacionado con la alteracién del equilibrio entre la
sintesis y la degradacidn de los componentes de la MEC, lo que resulta en una excesiva
acumulacién de fibras de coldgeno en el espacio intersticial y perivascular del miocardio. La
relevancia clinica de la fibrosis miocdrdica radica en que contribuye al incremento del riesgo

cardiaco de los pacientes con cardiopatia hipertensiva.'’®

3.2.1. Modificaciones de los cardiomiocitos

Una de las lesiones histoldgicas que se produce en la cardiopatia hipertensiva es el
aumento del tamafio de los cardiomiocitos, debido al incremento de su contenido en
proteinas y ribosomas, dando lugar a la hipertrofia del miocardio."”* Inicialmente, esta
hipertrofia cardiaca constituye una respuesta compensatoria que normaliza
transitoriamente el estrés biomecdanico y optimiza la funcion del corazén; sin embargo, la
hipertrofia miocardica prolongada es un factor de riesgo de gran importancia para el
desarrollo de insuficiencia cardiaca.'® La transicién de la hipertrofia compensadora a la
disfuncidon ventricular progresiva estd mediada por la disminucion del ndmero de
cardiomiocitos debida al incremento de su muerte celular programada o apoptosis.’’* Si
mueren los cardiomiocitos en exceso se produce una sustitucion de miocardio contractil
por material fibroso; por lo tanto, un incremento de la apoptosis cardiomiocitaria puede
estar favoreciendo el desarrollo de fibrosis miocardica y, en consecuencia, contribuyendo al
compromiso de la funcién cardiaca que caracteriza a la cardiopatia hipertensiva. Es decir, la
fibrosis miocardica contribuye a la transicion de la hipertrofia ventricular izquierda a la

insuficiencia cardiaca en los pacientes hipertensos con cardiopatia hipertensiva.'’?

El estimulo hipertréfico de los cardiomiocitos puede producirse por estrés mecanico
(estiramiento), y también por diversos factores humorales, entre los que se encuentran
factores de crecimiento como el TGF-B y el FGF (factor de crecimiento fibroblastico);
sustancias vasoactivas, como la Ang Il y la ET-1; y algunas citoquinas inflamatorias, como la
IL-6."*'" Diversos estudios indican que estos factores producen hipertrofia del
cardiomiocito a través de una via dependiente de ERO mediante la activacién de la enzima
NADPH oxidasa, la cual participa en la via de sefializacién de crecimiento celular, incluida la

124,178

respuesta hipertréfica (figura 7).
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3.2.2. Modificaciones del intersticio

Junto a los cambios del componente cardiomiocitario vistos en el apartado anterior, en el
remodelado del miocardio se producen cambios en el componente no cardiomiocitario del

7% A diferencia de la fibrosis reparativa (con la tipica

mismo que conducen a su fibrosis.
morfologia de cicatrices microscdpicas) que reemplaza los cardiomiocitos desaparecidos
por tejido necrdtico, la fibrosis del remodelado (con un tipico patrén morfoldgico

perivascular-intersticial) es considerada una fibrosis reactiva a diversos estimulos.'”®

Esta fibrosis reactiva cursa con una acumulacién exagerada de tejido fibrotico desarrollada
como fibrosis intersticial y fibrosis perivascular. En condiciones patoldgicas, como
situaciones de HTA o de isquemia cardiaca, los fibroblastos cardiacos se estimulan e
incrementan la sintesis de componentes de la MEC, principalmente de moléculas de
colageno tipo | y tipo lll. Ademas, para que se produzca la acumulacién de fibras de
colageno que caracteriza a la fibrosis, es preciso que exista también una disminucion de la
degradacion de estos componentes por las metaloproteinasas de la matriz (MMP).}**# por
ejemplo, la MMP-1 (colagenasa) se encuentra inhibida en animales con hipertension o

isquemia y fibrosis miocardica.”’*

La fibrosis altera la arquitectura del miocardio ventricular izquierdo, facilitando su
heterogeneidad anatdémica y comprometiendo la unidad sincitial de sus células contractiles,
lo que propicia el desarrollo de disfuncidn sistélica. La acumulacién de fibras de coldgeno
también incrementa la rigidez de la pared ventricular, lo que puede comprometer su

183,184 Ademas, el acoplamiento

distensibilidad y facilitar la aparicion de disfuncién diastélica.
de los miofibroblastos (fibroblastos activados) entre los cardiomiocitos puede influir
negativamente en el comportamiento eléctrico del miocardio, lo que provoca la aparicion
de arritmias.’®™®® También puede producirse la atrofia de algunos cardiomiocitos, ya que
pueden quedar atrapados por el coldgeno fibrilar generado por miofibroblastos adyacentes,

contribuyendo a la naturaleza progresiva de la insuficiencia cardiaca.”

3.2.3. Activacion de fibroblastos

La principal fuente de colageno en la fibrosis son los miofibroblastos.'®® Los fibroblastos, en
tejidos sanos, estan en reposo y son los principales implicados en el mantenimiento de la
homeostasis de la MEC. Sin embargo, en respuesta a determinados estimulos, como
lesiones en el miocardio, los fibroblastos se pueden diferenciar en miofibroblastos, los

cuales presentan una mayor capacidad sintética para producir colageno fibrilar de tipo | y



189,190 ) s miofibroblastos no se encuentran en el miocardio sano, solo aparecen

tipo Il
después de una lesion cardiaca.™ Estos se reconocen porque sintetizan marcadores que no

son expresados en fibroblastos quiescentes, como la a-actina de musculo liso (a-SMA).****%

Esta diferenciacion a miofibroblastos esta regulada por varios mediadores, como algunas
citoquinas liberadas en el sitio de la lesiéon (IL-6, IL-1B, TNF-a), el PDGF y ciertas hormonas
vasoactivas (Ang Il y ET-1); sin embargo, es el factor de crecimiento transformante f tipo 1
(TGF-B,), junto con su cofactor, el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), quienes

194199 Asi durante la

tienen un papel central en la activacién de estas células profibrdticas.
lesién del corazén y en presencia de ciertos factores, se produce la activacién y
proliferacién de los fibroblastos residentes en el tejido cardiaco, dando lugar a la

200201 Ademads, los miofibroblastos también provienen de

produccién de coldgeno fibrilar.
otras fuentes, como ocurre con la diferenciacién de células epiteliales, mediante el proceso
denominado transicién epitelial-mesenquimal (EMT);*®> la diferenciacion de células
endoteliales (transicidn endotelial-mesenquimal (EndMT));*°**% |a diferenciacién de células
de la médula 6sea (monocitos vy fibrocitos), que son reclutadas al sitio de la lesiéon;** y la

activacion y proliferacion de pericitos'?.?%

Por todo esto, la transformacion de los fibroblastos a miofibroblastos desplaza el equilibrio
de la renovacidon de la MEC, aumentando la sintesis y acumulacién de deposiciones

fibréticas y conduciendo a un deterioro general de la funcién cardiaca.
3.3. Factor de crecimiento transformante f tipo | (TGF-B,)

El TGF-B es una citoquina multifuncional que esta implicada en una amplia variedad de
procesos bioldgicos, como el crecimiento y la diferenciacidn celular, la proliferacién celular
y la apoptosis, la produccién y deposicién de tejido fibroso, y la regulacién de la respuesta

inmune. 195,207-209

Se han descrito tres isoformas de esta citoquina (B, B,, y Bs), siendo TGF-
B: la mas abundante en mamiferos.””®**® El TGF-B; estd presente en células endoteliales,
VSMC, miofibroblastos y células hematopoyéticas.’’® Se expresa en altos niveles en el
corazon, tanto durante el desarrollo embrionario como en la vida adulta. En ratones

. . .. . 2
adultos, TGF-B; se localiza tanto en los cardiomiocitos como en la matriz extracelular. 09

El TGF-B,, una vez activado, se une a sus receptores tipo | y tipo I, desencadenando una

I UNT .y . . . , 209,211
cascada de sefializacién gracias a la fosforilacion de las proteinas Smad-2 y Smad-3.2%

2 < . . < soa . . .z
@ Células de origen mesenquimal que estan intimamente implicadas en el desarrollo, maduracion,

estabilizacidon y remodelacién de la vasculatura durante la angiogénesis y la homeostasis.
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Estas Smad fosforiladas forman un trimero con Smad-4 y son translocadas al nucleo, donde
regulan la expresion de genes relacionados con proteinas de la MEC, proliferacion celular y
. 212 .z .y
respuesta inmune.”* Por otro lado, la unién del TGF-B, a sus receptores también produce
un aumento en la expresion de Smad-7, que tiene un efecto represor sobre esta via.?****
Asi, se ha mostrado cémo Smad-7, ademas de tener un efecto regulador en la via TGF-

B/Smad, ejerce una accién antifibrdtica y antiinflamatoria® (figura 8).
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Figura 8. Activacion y mecanismo de accion del TGF-B,. En la figura se muestran los diferentes estimulos que
actuan sobre el pro-TGF-B,, permitiendo su liberacidn y la unidn a sus receptores, desencadenando asi vias de
sefializacion dependientes de las Smad. El TGF-B; participa en la estimulacién de la sintesis de la MEC e inhibe la
via encargada de su degradacién. a-SMA: alfa-actina de musculo liso; Col: coldgeno; CTGF: factor de crecimiento
de tejido conectivo; ERO: especies reactivas del oxigeno; LAP: proteina asociada de latencia; LTBP: proteina de
unién al TGF-B latente; MMP: metaloproteinasa de la matriz; Smad: small mothers against decapentaplegic;

TIMP: inhibidores tisulares de las metaloproteinasas.

Por lo tanto, el TGF-B; es un factor clave que participa en la conduccion de la fibrosis

miocdrdica a través de la activacion de la via de las Smad. Ejerce multiples acciones
L s . ., ;. . . e 195,216,217

profibrdticas, incluyendo la conversidon fenotipica de fibroblastos a miofibroblastos,

y la transcripcion de varios tipos de genes encargados de la formaciéon de la MEC, como



167,179,194,209

procolageno, fibronectina y el CTGF. Estos efectos potentes y consistentes de

TGF-B; se han demostrado también en experimentos in vitro. Tal es el caso de cultivos de

fibroblastos cardiacos de rata y humanos, donde TGF-B, aumenté la sintesis de colageno

tipo | y tipo Il y disminuyd la expresiéon de colagenasa (MMP-1), entre otros.**2%°

Kuwahara y col.,”** en un modelo de ratas hipertensas, observaron que la inhibicién de TGF-
B, resultd en la desaparicion de la fibrosis miocdardica y revirtié la disfuncion diastélica. En

varios modelos roedores de HTA, la fibrosis cardiaca producida fue acompafiada por un

aumento en los niveles proteicos de TGF-B; y CTGF en el ventriculo izquierdo.??***

El TGF-B4, a su vez, requiere del mencionado cofactor CTGF para su funcién profibroética. El
CTGF, también conocido como CCN2, es una proteina multifuncional cuyas actividades

bioldgicas incluyen la regulacién y la sintesis de MEC, regulacion de Ia

proliferacion/apoptosis celular, angiogénesis, migracion, adhesion vy fibrosis.’**1%>?2>22% |

CTGF es estimulado por una gran variedad de factores y moléculas, entre los que se

encuentran TGF-B; Ang Il, ET-1, altas concentraciones de glucosa, hipoxia, estrés mecanico

222,224,229-232

y estrés oxidativo. Se ha descrito que CTGF y TGF-f; actuan de manera sinérgica

para promover la fibrosis crénica. El CTGF se une directamente al TGF-B; incrementando la

afinidad de éste por sus receptores, por lo que sus respuestas son mds intensas y

233

prolongadas.”” Ademas, la produccion enddgena de CTGF por el TGF-B; lleva a una

supresion transcripcional de Smad-7, perpetuandose de este modo la activacion de la

225

sefializacion del TGF-B..”” Se sabe que CTGF, por si solo, es capaz de activar a los

fibroblastos e incrementar la expresién de coldgeno en el corazdn, aunque necesita al TGF-

130,195

B, para provocar el desarrollo de fibrosis. Los niveles de CTGF se correlacionan con el

grado de severidad de la fibrosis.

De esta forma, y como se ha explicado anteriormente, el TGF-f3; juega un papel principal en
la patogénesis de la fibrosis, y las ERO median muchos de los efectos de dicha citoquina. De
este modo, aparte de las propiedades del TGF-B; relacionadas directamente con la
deposicidn de las proteinas de la MEC, su accién también se ha relacionado con un aumento
de las ERO, mediante la accién de esta citoquina sobre la expresion génica de las

subunidades de la NADPH oxidasa (figura 8). Existen estudios que muestran que el TGF-B;

78,234 96,235,236

activa la expresion génica de Nox4 y Nox2. Asi, un estudio realizado por

.,”*” muestra un papel fundamental de Nox4 en la fibrogénesis y en la

Cucoranu | y co
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos; y Grieve y col.®® observan cémo Nox2
contribuye al desarrollo de disfuncion contractil cardiaca y fibrosis intersticial en respuesta

a una situacion de sobrecarga de presidn. Por tanto, podemos concluir que TGF-B; esta



Tesis Doctoral M9 Victoria Ruiz Armenta

altamente relacionado con la fisiopatologia de la HTA, no solo por su participacion en el

desarrollo de la fibrosis cardiaca, sino también por su efecto sobre la generacién de ERO.
4. L-CARNITINA

La L-carnitina (LC) (L-3-hidroxi-4-N,N,N-trimetilamoniobutirato) es un derivado
aminoacidico presente en la mayoria de los organismos eucariéticos.”®® Es un compuesto

altamente polar y soluble en agua (figura 9).

H

HO\C'
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Figura 9. Estructura quimica de la L-carnitina

4.1. Biosintesis y metabolismo

La LC se sintetiza biolégicamente a partir de los aminodcidos lisina y metionina, siendo la
vitamina Bg, la vitamina C y el hierro esenciales para su sintesis.'®** El 25% de la LC que
nuestro organismo necesita es biosintetizada en el higado, los rifiones y el cerebro, y el 75%
restante la obtenemos con la ingesta de alimentos como los huevos, la carne roja, el

pescado y los lacteos.

La LC es absorbida en el intestino de forma activa hacia el interior del enterocito a través de
los transportadores de membrana Organic Cation Transporter Novel (OCTN), y atraviesa
después la membrana basolateral de forma pasiva hacia el torrente sanguineo, donde la

241293 Tras su absorcion, la LC se

concentracién de LC en humanos suele ser de 20-50 uM.
distribuye a través de los tejidos, de manera que el 98% se localiza en el musculo estriado y
el musculo cardiaco, el 1,7% en el higado y los rifiones, y el resto en fluidos extracelulares y
otros tejidos. En humanos, los niveles de la LC en plasma estan regulados por la adquisicion
con la dieta, la tasa de biosintesis, y también por una eficiente reabsorcion renal. Asi, en
condiciones normales, el 98% de la LC filtrada en el glomérulo renal es reabsorbida gracias
a la presencia de los transportadores OCTNs, principalmente OCTN2, en el epitelio renal.**
La reabsorcién de LC es mas eficiente conforme menor es su ingesta, independientemente

de la tasa de filtracidn glomerular. De manera inversa, la excrecién de LC aumenta (ya que

su reabsorcidn disminuye) cuando la carga de LC filtrada aumenta por encima del rango



normal. Se trata, pues, de una respuesta adaptativa para mantener la concentracion

circulante de LC dentro del estrecho margen fisiolégico.*****

De manera aproximada, el 80% de LC del organismo se encuentra de forma libre, y el resto
esta esterificada (es decir, como acilcarnitina) con &cidos grasos de cadena larga o corta.”*
Dentro de las acilcarnitinas de cadena corta se encuentran la propionil-L-carnitina y la

acetil-L-carnitina, siendo esta Ultima capaz de atravesar la barrera hematoencefalica.
4.2. Funciones fisiologicas

La funcién principal de la LC es la de actuar como cofactor esencial en el transporte de
acidos grasos de cadena larga hacia el interior de la mitocondria, donde, tras la B-oxidacién
de los mismos, se obtiene energia metabdlica. Esta funcién de la LC es de vital importancia
en el sistema cardiovascular, donde la oxidacidon de acidos grasos de cadena larga es la

principal fuente de ATP.2*

Por otro lado, la LC es necesaria para evitar la acumulacién de triglicéridos en sangre, ya
gue mantiene elevados los niveles citoplasmaticos de coenzima A libre (CoASH). El aumento
de CoASH favorece la accion del complejo piruvato deshidrogenasa (PDH), y de esta manera
se favorece el acoplamiento entre la glucolisis y la oxidacion de la glucosa, se mantienen
estables los niveles de glucégeno en el higado, y se reducen la produccién de acido lactico y

amonio, compuestos que causan dafios en el organismo.>*

De manera adicional, la LC, gracias a la formacion de sus ésteres de cadena larga, se
considera no solo un transportador de energia metabdlica sino también un almacén de

dicha energia.*¥’

Por todo lo mencionado anteriormente, la LC es esencial para el buen
funcionamiento del organismo, y sus deficiencias tienen graves consecuencias para la salud,

como se expone a continuacion.
4.3. Deficiencias

La deficiencia de LC es un estado metabdlico en el cual las concentraciones de carnitina en
el plasma o en los tejidos son menores a las requeridas para el funcionamiento normal del
organismo. Hay que sefalar que los efectos bioldgicos no son clinicamente significativos
hasta que los niveles no se encuentran por debajo de un 10-20% de los valores

considerados como normales.**®

Las deficiencias de LC se pueden clasificar en deficiencia primaria y deficiencia secundaria.

La deficiencia primaria de LC tiene su origen en una mutacion recesiva en el gen del
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transportador de carnitina, OCTN2. Estos pacientes poseen alteraciones en la reabsorcion

249251 | 5 deficiencia secundaria de LC

renal de la LC y en su transporte hacia los tejidos.

puede tener diversos origenes. Entre ellos destaca la administracion de ciertos farmacos,
s . s . ells 2 g 252 s . 7.

como 4cido pivélico (presente en ciertos antibidticos) 0 acido valprdico

(antiepiléptico);*** pacientes con un dafio renal grave que afecte a la reabsorcién tubular;**

245,254 255,256

pacientes sometidos a hemodialisis; pacientes con cancer; anorexia,”® y

pacientes sometidos a nutricidn enteral,®®’ entre otros.

Algunos de los sintomas asociados a la deficiencia de LC son: acidosis metabdlica,
hepatomegalia e insuficiencia hepatica, hipertrigliceridemia, hiperamonemia (sobre todo

en nifios), miopatia esquelética, fatiga, cardiomiopatia y arritmias, entre otros.**>**°

4.4. Aplicaciones clinicas

La LC no es considerada normalmente como un nutriente esencial, debido a que el
organismo en condiciones normales es capaz de sintetizar las cantidades necesarias. Sin
embargo, en la mayoria de patologias producidas por deficiencia de este compuesto estd
justificada una suplementacidon con LC. Las deficiencias de LC afectan principalmente al
musculo esquelético y al corazdn, ya que su principal fuente de energia son los acidos
grasos, como hemos comentado. Por esta razdn, el tratamiento con LC esta especialmente
indicado en enfermedades musculares y cardiovasculares.” En concreto, la administracién
farmacoldgica de LC estad actualmente aprobada en Espafia para el tratamiento de isquemia
miocardica (aguda y crdénica), miocardiopatias producidas por adriamicina y antidepresivos
triciclicos, miopatias y cardiomiopatias producidas por carencia de L-carnitina, y pérdidas

de L-carnitina durante el tratamiento hemodialitico®.

Ademads de lo anterior, existe una gran cantidad de estudios que muestran efectos
beneficiosos de la suplementacién con LC en distintas patologias como el cancer,”® la

enfermedad de Parkinson,”® enfermedades cardiovasculares,®® y diabetes,** entre otras.

En los ultimos afios ha aumentado también el numero de estudios relacionados sobre el
efecto de la LC en pacientes que sufren desordenes neurodegenerativos, como enfermedad
de Alzheimer,?%2¢? depresic’)n,262 autismo®®® o enfermedad de Huntington,253 entre otros.
Otras de las aplicaciones clinicas de la LC son las relacionadas con los desérdenes

.. . \2 . , . .
nutricionales (como la anorexia)®® y la fatiga crénica (sobre todo en pacientes con

®3)
www.vademecum.es
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cancer).””® En estos casos, la LC ha mostrado una accién ergogénica y de aumento de la

masa muscular, ya que disminuye la protedlisis muscular y aumenta el apetito.”®

A diferencia del consenso generalizado en lo que respecta al beneficio de la LC en pacientes
con una deficiencia demostrada de este compuesto, los estudios relativos a su uso en
personas con niveles normales de carnitina no son tan concluyentes. Sin embargo, los datos
mas recientes parecen apoyar la idea de que la suplementacién con LC puede ejercer
efectos beneficiosos en diferentes patologias en las que no existe carencia de LC.”**%%®
Entre estas acciones beneficiosas de la LC caben destacar sus efectos antioxidante,

antiproliferativo, antiinflamatorio, antiapoptético y antifibrético.?®”*"*

Existen numerosos grupos de investigacion, entre ellos el nuestro, que llevan afios
estudiando los efectos beneficiosos de la LC en la HTA y en el dafio organico subyacente.
Aunque los mecanismos por los cuales la LC ejerce su accidn antihipertensiva son aun
objeto de estudio, es un hecho aceptado que la LC tiene efectos antioxidantes,
antiinflamatorios y antifibrdticos que la convierten en una molécula interesante desde el

punto de vista terapéutico.

La LC ha mostrado ser capaz de mejorar las cifras de presién arterial en distintos modelos

de HTA. Estudios realizados por Gémez-Amores y col.”’>*”

mostraron coémo la LC redujo
significativamente las cifras de presion arterial en un modelo de ratas genéticamente
hipertensas (spontaneously hypertensive rats, SHR). Resultados similares se han encontrado
en otros modelos de animales con HTA, como en ratas alimentadas con una dieta con alto
contenido en fructosa,”’* o en ratas tratadas con L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil éster),

compuesto inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico.”*®*¢°

Muchas de las propiedades beneficiosas de la LC parecen provenir de su demostrada
capacidad antioxidante en diversas condiciones adversas que cursan con elevados niveles
de estrés oxidativo, como ocurre en algunas situaciones que producen fallo crénico renal.””
Nuestro grupo de investigacién ha demostrado el efecto antioxidante de la LC en diferentes
modelos de ratas hipertensas, observandose una mejora en el estado oxidativo sistémico y
cardiaco de estas ratas tras la administracion de LC.*****®*>*”> |3 administracién de LC a
ratas con HTA inducida por administracion de fructosa aumenta los niveles plasmaticos de
las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx, asi como de las vitaminas Cy E.”* Ademas, la LC
actla como sustancia depuradora de radicales libres,””® protegiendo a las células de las

. ;. 2
acciones toxicas de las ERO.?”’
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Por otra parte, se ha demostrado el efecto protector de la LC en la cardiomiopatia
producida por la administracidon de doxorrubicina, un fdrmaco ampliamente utilizado en la
guimioterapia anticancerigena. Parece ser que este efecto es también debido a las
propiedades antioxidantes de la LC, ya que ésta es capaz de disminuir los niveles de

peroxidacidn lipidica y aumentar los niveles de GSH en el tejido cardiaco de ratas tratadas

278,279 281

con doxorrubicina. Efectos similares han sido encontrados en riion?*° y en higado

de ratas expuestas al tratamiento con el citado antitumoral. Adicionalmente, Sayed-Ahmed

282
l.

y co pusieron de manifiesto que el uso de la LC para prevenir el dafio metabdlico

inducido por la doxorrubicina no interferia con la actividad antitumoral del farmaco.

Otra de las caracteristicas asociadas a la accion de la LC es su efecto antiinflamatorio. Este

efecto se ha relacionado con una reduccion a nivel sistémico de citoquinas

283

proinflamatorias, como IL-6, IL-1B o TNF-a.”” Un estudio realizado en pacientes urémicos

tratados con 20 mg/kg de LC al finalizar su sesién de didlisis durante un periodo de 6 meses,
resultd en un decremento notable en los niveles de la citoquina proinflamatoria PCR. Los

autores concluyeron que, en pacientes con trastornos renales, los beneficios clinicos del

284

tratamiento con LC se deben, en gran medida, a su accién antiinflamatoria.”™ Nuestro

grupo de investigacion ha demostrado, en ratas con hipertensidn inducida por la
administracién de L-NAME, que la LC consigue disminuir los niveles de las citoquinas

proinflamatorias a nivel cardiaco, proponiéndose una relacidon del factor de transcripcion

NF-kB en el efecto antiinflamatorio de la LC.?*%%°

Por ultimo, también se han descrito propiedades antifibréticas de la LC en diferentes
modelos de ratas hipertensas. Asi, el tratamiento con LC atenud el remodelado cardiaco y
la acumulaciéon de componentes de la MEC observado en un modelo experimental de

hipertension por administracién de deoxicorticosterona y sal (ratas hipertensas DOCA-

266 267

sal), asi como en ratas tratadas con L-NAME.”" En este ultimo trabajo, el efecto

antifibrético de la LC fue acompaiiado por una disminucidn en las citoquinas profibroéticas

286
L.,

TGF-B y CTGF. Otro estudio llevado a cabo por Chao y co muestra como el tratamiento

con LC atenua la proliferacién de fibroblastos en corazén de ratas tratadas con Ang Il
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Hipotesis y Objetivos

1. HIPOTESIS DEL ESTUDIO

Ya que el sunitinib no solo es uno de los fdrmacos mas importantes para el tratamiento del
carcinoma de células renales y tumores del estroma gastrointestinal resistentes a imatinib,
sino que ademas esta siendo evaluado actualmente para una amplia variedad de tumores
solidos -incluyendo canceres de mama, pulmén y colorrectales-, resulta de gran
trascendencia encontrar un medio de impedir o paliar sus efectos adversos, especialmente
a nivel cardiovascular. Por ello, y en funcién de los antecedentes beneficiosos derivados de
la suplementacidn con L-carnitina en diversas patologias que afectan, entre otros, al
sistema cardiovascular, nuestra hipétesis de trabajo es que el tratamiento con L-carnitina

podria actuar aminorando o evitando la cardiotoxicidad del sunitinib.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Nuestro objetivo general es demostrar que el tratamiento anadido con L-carnitina mejora
ciertos efectos adversos generales, las cifras de presidn arterial y los parametros de estrés

oxidativo, inflamacién y fibrosis, en ratas tratadas con sunitinib.
2.2. Objetivos especificos

1) Estudiar los efectos del sunitinib sobre el peso corporal y sobre el peso/indice cardiacos
en ratas sometidas a un tratamiento crénico con este farmaco, y discutir las modificaciones
producidas, en su caso, al aifadir L-carnitina de manera simultdnea al tratamiento con

sunitinib.

2) Evaluar las modificaciones de las cifras de presidn arterial sistdlica y diastdlica, y de la
frecuencia cardiaca, en ratas tratadas con sunitinib, asi como los efectos de la inclusidon de

L-carnitina sobre dichas variables.

3) Examinar la capacidad antioxidante a nivel sistémico, determinando diferentes enzimas
implicadas en la defensa antioxidante del organismo (GPx, GR y SOD), en ratas tratadas con
sunitinib y las modificaciones producidas con el tratamiento combinado de sunitinib mas L-

carnitina.

4) Evaluar el estado oxidativo a nivel cardiaco analizando: i) la actividad de las enzimas

mencionadas en el punto anterior, asi como su expresion génica y proteica, en corazdn; ii)

los niveles de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG), asi como la relacion
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GSH/GSSG en corazon; iii) el grado de peroxidacion lipidica y la nitrosilacion de proteinas,
como marcadores de estrés oxidativo en corazdn; iv) los niveles de dxido nitrico y la
expresion génica y proteica de la eNOS en corazon; v) la expresidn génica de la iNOS en
corazon; y vi) la expresidon génica y proteica de la subunidad Nox2 de la enzima NADPH
oxidasa en corazén. En todos los casos, se comparardn los resultados obtenidos en ratas

tratadas con sunitinib con los procedentes de ratas tratadas con sunitinib mas L-carnitina.

5) Evaluar el proceso de inflamacidn a nivel cardiaco, determinando la expresion génica de
diversas moléculas de relevancia en los procesos inflamatorios (IL-1B, IL-6 e IL-10) en ratas
tratadas con sunitinib, y analizar las modificaciones producidas, en su caso, con el

tratamiento combinado de sunitinib mas L-carnitina.

6) Examinar el grado de fibrosis a nivel cardiaco por medio de: i) estudio histoldgico del
tejido cardiaco, empleando tinciones adecuadas para visualizar las fibras de coldgeno y
cuantificar el grado de fibrosis; ii) cuantificacion de la expresion génica de las fibras de
colageno en los tejidos cardiacos; vy iii) cuantificacion de la expresion génica de los factores
profibréticos TGF-B; y CTGF en corazdn. Los resultados procedentes de ratas tratadas con
sunitinib se procesaran en comparacion con los obtenidos en ratas tratadas con sunitinib

mas L-carnitina.

7) Estudiar la posible implicacidn de la endotelina-1 (ET-1) y de los factores de transcripcion
NF-kB y PPAR-y en los mecanismos de accidn de la L-carnitina frente a la cardiotoxicidad

inducida por sunitinib.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y TRATAMIENTOS

Para la realizacidn de este proyecto se ha llevado a cabo un estudio de tipo experimental en
ratas macho de la cepa Wistar, procedentes del Centro de Produccién y Experimentacion
Animal de la Universidad de Sevilla y con un peso aproximado de 280-350 gramos. Las ratas

fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes grupos (10 animales por grupo):
1.- Grupo control (que representaremos como WISTAR).

2.- Tratadas con LC a dosis de 400 mg/Kg de peso corporal/dia, disuelta en el agua de
bebida (grupo WLC).

3.-Tratadas con sunitinib a dosis de 25 mg/Kg de peso corporal/dia, disuelto en el agua de

bebida (grupo WSU).

4.-Tratadas con sunitinib + LC a las mismas dosis y via de administracion referidas para los

grupos 2 y 3 (grupo WSULC).

La LC se ha administrado durante 10 semanas, mientras que el sunitinib se ha administrado
en las ultimas 8 semanas (es decir, su administracidn comenzd 2 semanas mas tarde que la

de la LC).

Los animales de experimentacién se han mantenido en el estabulario de la Facultad de
Farmacia, en condiciones estandarizadas de temperatura y luminosidad (23 + 19C, 12 h
luz/12 h oscuridad), con libre acceso al agua de bebida (en la cual iba disuelto el
tratamiento, en su caso) y alimentadas con pienso estandar. Ademas, desde el inicio del
tratamiento y hasta el dia del sacrificio se ha medido semanalmente el peso corporal y el
volumen de liquido ingerido, para poder ajustar los correspondientes tratamientos a las
dosis indicadas. Todos los procedimientos llevados a cabo cumplen con la normativa
vigente (internacional, nacional y autondmica) relativa a la proteccién de los animales

utilizados para fines cientificos.

“ Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de septiembre de 2010 (DOUE num. L 276
de 20 de octubre). Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero de 2013 (BOE num. 34 de 8 de febrero). Decreto
80/2011 de 12 de abril (BOJA num. 82 de 28 de abril).
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2. PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS

% B-Nicotinamin adenin dinucleétido fosfato, forma reducida (NADPH), Sigma-Aldrich,

EE.UU. Art. N-6505

7
0.0

1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMP), Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. T-1642

«+ 1-Butanol, Panreac, Espaia. Art. 141082

% Acido 2-tiobarbiturico, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. T-5500
% Acido acético glacial, Panreac, Espafia. Art. 141008

% Acido bdrico, Merck, Alemania. Art. 1.00165.0500

% Acido clorhidrico, Panreac, Espafia. Art. 141019

% Acido etilendiaminotetraacético disédico (EDTA:-Na,), Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. E-
1644

% Acido ortofosférico 85%, Merk, Alemania. Art. 1005731000

% Acido polioxietilenosorbitano monolaurato (Tween® 20), Sigma-Aldrich, EEUU. Art.

P1379

7
0.0

Adhesivo para preparaciones histolégicas (Neo-Mount’), Merk, Alemania. Art.

1.09016.0500

«» Agua-DEPC, Invitrogen, EE.UU. Art. AM9906

L)

7
0.0

Albumina de suero bovino (BSA), Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. A-6793

7
0.0

Anticuerpo anti-eNOS (pS1177), BD Transduction Laboratories, EE.UU. Art. 612392

7
0.0

Anticuerpo anti-eNOS, BD Transduction Laboratories, EE.UU. Art. 610296

% Anticuerpo anti-GAPDH, Sigma-Aldrich, EEUU. Art.G8795

«+ Anticuerpo anti-GPx, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU. Art. sc-30147

«+ Anticuerpo anti-GR, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU. Art. sc-32886

«+ Anticuerpo anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU. Art. sc-2031

% Anticuerpo anti-Nox2, BD Transduction Laboratories, EE.UU. Art. 611414

'0

Anticuerpo anti-NT, Upstate-Biotechnology-Millipore, EE.UU. Art. 05-233

*,

'0

Anticuerpo anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU. Art. sc-2030

)
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7
0.0
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Anticuerpo anti-SOD, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU. Art. sc-11407.
Aspergillus nitrato reductasa, Roche, Alemania. Art. 10981249001
Azul de bromofenol, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. B-8026

Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Alemania. Art. 500-0006
Butilhidroxitolueno (BHT), Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. B-1378
Cloroformo, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. C-2432

Cloruro sddico, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. S-9888

Coctel inhibidor de proteasas, Roche, Alemania. Art. 11697498001
Dodecil sulfato sédico (SDS), Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. L-4509

DPBS, Invitrogen, Espaiia. Art. 14190-250

ECL Prime™ Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare Life Sciencies, Reino

Unido. RPN 2232.

Etanol absoluto, Merck, Alemania. Art. 1.00983.1000

FastStart SYBR Green Master, Roche, Alemania. Art. 04673514001
Formaldehido, Panreac, Espaia. Art. 131328.1211

Fosfato potasico dibasico, Panreac, Espafia. Art. 121512

Fosfato potasico monobadsico, Panreac, Espafia. Art. 141509

Gammaglobulina bovina, Bio-Rad Laboratories, Alemania. Art. 500-0005
Glicerol, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. G-5516

Glicina, Sigma-Aldrich, EEUU. Art. G-8898

Glucosa 6-fosfato (G6P), Roche, Alemania. Art. 127647

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), Sigma-Aldrich, EEUU. Art. G-5760
Glutation peroxidasa (kit comercial), Randox Laboratories, Reino Unido. Art. RS 505

Glutatién reducido/Glutatiéon oxidado (GSH/GSSG) (kit comercial), Oxis Research™,

Foster City, EEUU. Art. 21040
Glutation reductasa (kit comercial), Cayman Chemical Company, EE.UU. Art. 703202

Hemoglobina, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. H-3883
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e

» Hidréxido sédico, Panreac, Espafia. Art. 141687

*»*  High-Capacity cDNA Archive kit, Applied Biosystems, Espafia. Art. 4322171

«» Isopropanol, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. 1-9516
*»  Kit Tricrdmico de Masson, Merk, Alemania. Art. 1.00485
«* L-carnitina, Roig Farma, Espafia. Art. 32183-25

++ Leche desnatada en polvo, Bio-Rad Laboratories, EEUU. Art. 210001991

7
0.0

Marcador de peso molecular, Bio-Rad laboratories, EE.UU. Art. 161-0373

7
0.0

Metanol, Panreac Quimica, Espaia. Art. 131091

R/
0.0

Mini-PROTEAN® TGX™ Bio-Rad laboratories, EE.UU. Art. 456-1093

«* Nitrito sddico, Merck, Alemania. Art. 6549
«»+ Parafina, Paraplast Plus, Espafia. Art. 400.10
% Ponceau S, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. P-3504

+* Reactivo de Drabkin para determinacién de hemoglobina, Spinreact, Espafia. Art.

1001230
++ Reactivo de Griess-llosvays, Merck, Alemania. Art 1090230500

% Rojo Sirio (Direct Red 80), Sigma-Aldrich, EEUU. Art.365548

7
0.0

Sunitinib Malato, LC Laboratories, EE.UU. Cat. No. S-8803

7
0.0

Superdéxido dismutasa (kit comercial), Randox Laboratories, Reino Unido. Art. SD 125

7
0.0

Tampdn de muestra, Laemmli 2x concentrate, Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. S-3401.

7
0.0

Tolueno, Prolabo, Espafia. Art. 286775.294

X3

%

Tris-hidroximetil-aminometano (TRIZMA®, Tris), Sigma-Aldrich, EE.UU. Art. T-1378

X3

%

TRIzol®, Invitrogen, EE.UU. Art. 15596018

X3

%

Xilol, Panreac, Espaiia. Art. 131769
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3. CONTROL DE LA PRESION ARTERIAL

Durante todo el periodo experimental se ha realizado un seguimiento semanal de las cifras
de presion arterial sistdlica y diastélica y de la frecuencia cardiaca de los animales. Esta
medida se ha llevado a cabo mediante el método indirecto de oclusidn en la cola. Para ello,
se utiliza un medidor de presién NIPREM 645 (CIBERTEC, Espafia) acoplado a un sistema de

recogida de datos con soporte informatico.

El procedimiento a seguir es el siguiente: los animales son inmovilizados en el interior de
cepos cilindricos, y se les coloca la cola debajo de una lampara de infrarrojos durante 10-15
minutos, evitando someterlos a otros estimulos externos y controlando que la temperatura
local no sea superior a 372C; de este modo se consigue la vasodilatacién necesaria para que
los pulsos cardiacos sean lo mas definidos posible. Transcurrido este tiempo, se desconecta
la fuente de calor y se coloca el manguito presurizador y el transductor de pulsos cardiacos
en la cola de los animales (figura 10). A continuacidon, se aumenta la presion del manguito
colapsando completamente la arteria caudal. En este momento, la sefial del pulso queda
atenuada completamente. El momento en el que aparece de nuevo el pulso es cuando la
presidon del manguito iguala a la presién sistélica de la rata. La despresurizacidon continda
aumentando progresivamente la sefial del pulso, de manera que la presién diastélica
corresponde al momento en el que el pulso se hace de nuevo homogéneo y recobra

practicamente su valor inicial.

Los valores de presion arterial sistélica y diastélica de cada rata se han calculado a partir de
la media aritmética de 3-4 mediciones sucesivas, realizadas siempre a la misma hora de la
mafiana y evitando en la medida de lo posible crear situaciones de estrés en el animal

durante el proceso.

-

Figura 10. Instrumental utilizado para la medicion de la presion sanguinea en los cuatro grupos
experimentales de ratas. En la figura de la izquierda se aprecia la pantalla de analisis de registros; la imagen de
la derecha ilustra el montaje para la adquisicién de datos mediante el método indirecto de la oclusién de la cola,

utilizando el registrador NIPREM 645.
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4. OBTENCION DE MUESTRAS DE ESTUDIO

Una vez finalizado el periodo de tratamiento, se procede al sacrificio de los animales para la
obtencidn de sangre y posterior extraccién del corazén (6rgano objeto de nuestro estudio).
Los animales, previo ayuno de 12-15 horas, se anestesian con pentobarbital sédico (50
mg/kg, via intraperitoneal). A continuacidn, antes de proceder a la extirpacion del corazén,
se recogen 4 mL de sangre, obtenidos mediante puncidn cardiaca directa con agujas de
calibre 0,26x25 mm (23G), sobre tubos heparinizados. Esta sangre se usa para determinar la
concentracién de hemoglobina y la actividad de las enzimas antioxidantes en eritrocitos.
Las muestras se congelan en varias alicuotas por inmersién en nitrégeno liquido, y se

mantienen a -802C hasta el momento de su uso.

Una vez extraida la sangre, se procede a la extirpacién del corazdn. Este se disecciona de
manera longitudinal, de tal forma que una parte del corazén se utiliza para la
determinacién de la actividad de las enzimas antioxidantes y para los estudios de expresion
génica y proteica, y la otra parte del corazén se destina para estudios histoldgicos. Para el
primer fin, se aisla el ventriculo izquierdo (VI), el cual se lava con suero fisioldgico frio
(solucién de NaCl al 0,9% p/v a 4°C) y se seca brevemente en papel de filtro.
Posteriormente, se congela por inmersién en nitrégeno liquido, conservandose a -802C
hasta su uso. En el segundo caso, el 6rgano se somete a un proceso de inmersién en

parafina que se describe detalladamente en el apartado 7.1.
5. ANALISIS EN ERITROCITOS
5.1. Determinaciéon de hemoglobina

La determinacidon de hemoglobina se ha realizado por una técnica espectrofotométrica

%7 La hemoglobina es oxidada por la

basada en el método descrito por Drabkin (1965).
accion del ferricianuro a metahemoglobina, que se convierte en cianometahemoglobina
por la accién del cianuro potasico. La intensidad del color formado es proporcional a la

concentracién de hemoglobina presente en la muestra ensayada.
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Reactivos

- Reactivo 1 (Reactivo de Drabkin 50X):

Ferricianuro PotasiCo ... iiiiiiciiee et 0,6 mM
CianNUIro POLASICO ..vvvviiiiiiee it ceee et e e s 0,9 mM
Dihidrégeno fosfato potasiCo ......ccceecvieeiivciiei i 2 mM

- Solucidn estandar de Hemoglobina:

[ =0 oY ={ o o1 s - SRS 15 g/dL

Protocolo experimental

Se diluye el reactivo de Drabkin concentrado afiadiendo 245 mL de agua bidestilada a 5 mL
del reactivo 1®. A continuacién, sobre cubetas macro de 4 mL de capacidad se afiaden 2,5
mL del reactivo de Drabkin diluido y 10 puL de sangre heparinizada (o de la solucidn estandar
de hemoglobina, en su caso), se mezclan y se deja durante 20 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién, se ajusta el espectrofotémetro con el blanco de reactivo y se

efectdan las lecturas de las absorbancias (A) a 540 nm.

El calculo de la concentraciéon (C) de hemoglobina en las muestras se realiza de la siguiente

forma:

Chemoglobina (g/d L) = [Amuestra/Aesténdar] X Cesténdar (15 g/d L)
5.2. Determinacion de la actividad glutation peroxidasa (GPx)

Para la determinacién de la actividad GPx en eritrocitos hemos utilizado un kit comercial de
los laboratorios Randox, basado en el método descrito por Paglia y Valentine (1967).”% Este
método se basa en que esta enzima cataliza la oxidacion de glutatién (GSH) por cumeno
hidroperéxido. En presencia de glutatiéon reductasa (GR) y de nicotinamin adenin
dinucledtido fosfato reducido (NADPH), el glutation oxidado (GSSG) vuelve a su forma
reducida a expensas de la oxidacion del NAPDH; la desaparicién de éste se valora midiendo

la disminucién de absorbancia a 340 nm:

2 GSH+2 H,0, 22X+ GSSG +2 H,0

GSSG + NADPH + H" SR, 2 GSH + NADP*

©) La estabilidad de esta solucién resultante es de 2 semanas a 2-82C y protegida de la luz.



m Tesis Doctoral M9 Victoria Ruiz Armenta

Reactivos

- Reactivo 1a (liofilizado):

GSHo ettt e e ee e e et e e e e e e ee e 4mM
1 SO OO 0,5 U/L
NADPH ..ot eee e e e eeese e e s s e s seeseeeseesee e 0,34 mM

- Solucion tampdn fosfato (reactivo 1b):

KHoPOW/KOH (DH = 7,2) eeeeeeseeeeeeeeseeeeseeseeseeseees s s ss s seeseene 50 mM

- Solucién cumeno hidroperéxido (reactivo 2):

Cumeno hidroperOxido ........cccuveeiecieeeieciiee e 0,18 mM
- Reactivo diluyente (reactivo 3)

Protocolo experimental

Se reconstituye un vial del reactivo 1a con 10 mL del reactivo 1b®. A continuacién, se
diluyen 10 pL del reactivo 2 con 10 mL de suero salino”. Por ultimo, se reconstituye el
reactivo 3 con 200 mL de agua bidestilada®. Una vez preparados los reactivos, se procede

al ensayo de la siguiente forma:

Se utiliza una placa de 96 pocillos. En los pocillos se mezclan 4,7 uL de muestra (previa
dilucién 1/40 con reactivo 3), 236 pL de reactivo 1 y 9,4 uL de reactivo 2, y se agita con

ayuda de un agitador de placas.

El blanco se procesa de manera analoga, pero sustituyendo los 4,7 pL de muestra por 4,7 plL
de H,0 bidestilada. Inmediatamente, se mide la absorbancia inicial a 340 nm en un lector
de placas, poniendo en marcha el cronédmetro de forma simultdnea. Después de 1, 2 y 3
minutos se repite la medida, cuidando siempre de restar a cada lectura el valor del blanco
(en nuestro caso, el software del lector de placas se puede configurar para hacer esta

operacion de forma automatica).

El calculo de la actividad de la enzima GPx se realiza restando la absorbancia en T1 a la

absorbancia en T2, y de la misma forma restamos T2 menos T3, para asi obtener el

®) Esta mezcla (reactivo 1) es estable durante dos dias a 2-82C.
") Estable hasta la fecha de caducidad indicada en el frasco comercial.

®) Estable durante 30 dias a 2-82C.
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decremento de la absorbancia en un minuto (AAss,/min). Se calcula la media entre los dos
valores para cada muestra, y se estima la concentracidn de glutation peroxidasa en

unidades/L (U/L) a partir de la siguiente férmula:
U/L = 8412 x AAss0/min x factor de dilucion (40)

Por dltimo, para obtener las U/g de hemoglobina, se divide el resultado de la férmula
anterior entre la concentracién de hemoglobina, determinada segin se indica en el

apartado 5.1.
5.3. Determinacion de la actividad glutation reductasa (GR)

Para la determinacién de la actividad de la enzima GR se ha utilizado el kit comercial
Glutathione Reductase Assay Kit (Cayman Chemical Company, Ml), basado en el método
descrito por Calberg y Mannervik (1975).*° Este método consiste en determinar,
espectrofotométricamente, la disminucién de absorbancia a 340 nm debida a la oxidacidn

del NADPH por accidn de la enzima, como hemos visto en el apartado anterior:

GSSG + NADPH + H* _GR , 2 GSH + NADP*

Preparacion de la muestra

Se centrifugan 0,5 mL de sangre heparinizada a 900 g durante 5 minutos a 42C, para separar
y eliminar el plasma. A continuacidn, se lavan cinco veces los eritrocitos con 1,5 mL de
solucién de NaCl al 0,9%, centrifugando durante 5 minutos a 900 g después de cada lavado.
El precipitado lavado de eritrocitos se lleva a 1 mL con agua bidestilada fria para forzar la
hemodlisis, dejando reposar 10 minutos a 42C para posteriormente volver a centrifugar el

lisado durante 15 minutos a 10.000 gy a 42C.
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Reactivos

- Reactivo 1 (tampdn fosfato):

KH2PO,4 (PH = 7,5) ettt e 50 mM

EDT A . eeeietteteeeeetetetetetetetararaaaaababasabababararababesabasasesesasasesersrerarnserernnes 1mM
- Reactivo GSSG:

T3] N 9,5 mM

- Reactivo Glutation Reductasa (GR, control)

Protocolo experimental

Para preparar el blanco de muestra, se afiaden 120 pL de reactivo 1y 20 plL de GSSG en tres
pocillos. También se prepara un control positivo, afiadiendo 100 pL de reactivo 1, 20 uL de
GSSG y 20 uL de reactivo GR en otros 3 pocillos. En el caso de las muestras, se afiaden 100
pL de reactivo 1, 20 plL de GSSG y 20 uL de muestra, también por triplicado. Para obtener
resultados reproducibles, la cantidad de GR afiadida a las muestras deberia provocar un

descenso en la absorbancia de entre 0,008 y 0,1 unidades por minuto.

La reaccidn se inicia afiadiendo 50 uL de NADPH en todos los pocillos. Se agita la placa
durante unos segundos, y por ultimo se lee la absorbancia en cada minuto a 340 nm, de

modo que se obtengan al final 5 medidas.
Para el calculo de la actividad de la enzima GR:

- Se calcula el cambio de absorbancia por minuto. Para ello, se seleccionan dos puntos de la
porcién lineal de la curva, y se determina el cambio de absorbancia durante ese tiempo a

partir de la siguiente ecuacion:
DA/ min = [Aszgg (tiempo 2) - Asyg (tiempo 1)] / [Tiempo 2 (min) - Tiempo 1(min)]

- Se determina el cambio de absorbancia por minuto para el blanco, y se resta al valor

obtenido para las muestras.

- Se usa la siguiente férmula para calcular la actividad GR, en la que el valor 0,00373 uM™

corresponde a al coeficiente de extincion de NADPH:
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Actividad GR = [(AAss0/min) / (0,00373 pM™)] x [0,19 mL x 0,02 mL] x factor de dilucién (2) =

nmol/min/mL

- Posteriormente, se expresa el resultado de la actividad de la enzima en funcién de la

cantidad de hemoglobina (U/g Hb), como se indica en el apartado anterior.
5.4. Determinacion de la actividad superéxido dismutasa (SOD)

Para la determinacion de esta enzima, hemos utilizado un kit comercial de los laboratorios
Randox, el cual se basa en el método descrito por Arthur y col.”® Este método emplea la
xantina y xantina oxidasa (XOD) para formar radicales superdxido, que reaccionan con el
compuesto cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T.) para formar

un colorante formazan rojo:

xantina 228 Acido drico + 0,

2" .
I.N.-T. — Colorante formazan

La actividad superdxido dismutasa se mide a partir del grado de inhibicion de esta reaccion,
teniendo en cuenta que una unidad de SOD es la que causa un 50% de inhibicién en la

reduccion de I.N.T. bajo las condiciones del ensayo.

Preparacion de las muestras

Se centrifugan 0,5 mL de sangre heparinizada durante 5 minutos a 900 g, y se retira el
plasma. A continuacion se realizan cinco lavados de los eritrocitos con 1,5 mL de solucién
de NaCl al 0,9%, centrifugando durante 5 minutos a 900 g después de cada lavado. El
precipitado lavado de eritrocitos se completa con 2 mL de H,0 bidestilada fria y se deja

reposar durante 15 minutos a 42C.
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Reactivos

- Solucioén diluyente Ransod:

KH2PO4/KOH (PH = 7) ceeiiiiiiiinienteieteeeeete e 10 mM

- Sustrato mixto:
) 101 41 o - TSRS 0,05 mM
101 R U 0,025 mM

- Solucién tampodn:

CAPS' (DH = 10,2) e 40 mM

- Solucién Xantina oxidasa:

XaNting OXidaSa ..ueeeeicrveeeeiireee et eetree e eeetree e e e treeeeeans 80 U/L

- Solucién patrén:

PAtION. ..ttt 3,88 U/mL

Protocolo experimental

Los eritrocitos lavados se diluyen (1/100) con la solucién diluyente Ransod, de forma que el
porcentaje de inhibicion resultante oscile entre 30 y 60%. Por otro lado, se prepara una
curva patrdn con las siguientes concentraciones: 0,162 U/mL (P,); 0,485 U/mL (P,); 0,97

U/mL (Ps); 1,94 U/mL (P4) y 3,88 U/mL (Ps).

Sobre una cubeta semimicro, se mezclan 0,015 mL de patrén o de la muestra de eritrocitos,
segln corresponda, con 0,5 mL de substrato mixto, y se mezcla bien. Se afiaden 0,075 mL
de xantina oxidasa, se mezcla de nuevo y se leen las absorbancias a 505 nm. Las medidas se

realizan a los 30 segundos (A;), y de nuevo 3 minutos después (A,).

Para medir el grado de inhibicidn de la formacion del formazan rojo, se realiza una medida
de referencia, que se procesara de la misma forma pero sin muestra (se sustituye por
solucién diluyente), de forma que se producira el formazan rojo debido a la accién de los
radicales superodxidos formados por el sistema xantina/xantina oxidasa. Esta medida

corresponde al 100% de la reaccion (reaccién sin inhibir).

©) Acido N-cyclohexyl-3-aminopropanosulfénico.
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Los cdlculos realizados para la determinacidn de la actividad de SOD son los siguientes:
AA/min de patrén o muestra = (A,-A;) / 3

AA/min de la solucidon diluyente es el 100% de la reaccién (es decir, corresponde al 0% de

inhibicidn). Para la determinacién del grado de inhibicién hacemos los siguientes célculos:
% inhibicion = 100 — [(AApatréno muestra/min X 100) / AAsoI‘ diluyente/min]

A continuacion, se representan los porcentajes de inhibicion de cada patrén frente al
logaritmo decimal de su concentracién (en U/mL). Esta curva patrén permite conocer las U
de SOD/mL presente en la muestra a partir del grado de inhibicién alcanzado. Los
resultados, al igual que en el apartado anterior, se expresan en U/g de hemoglobina,

teniendo en cuenta el factor de dilucion de la muestra.

6. ANALISIS EN HOMOGENEIZADOS DE CORAZON Y ESTUDIOS DE EXPRESION
GENICA Y PROTEICA

6.1. Homogeneizacion del corazén
Reactivos

- Tampdén de Homogeneizacion:
Tampon fosfato 50 MM™ ..o 9 mL

Inhibidor de proteasas 10X (ROCHE) ........cccuveeereeecieecieeecieeeree e 1mL

Protocolo experimental

El corazén, que permanecia conservado segun se indica en el apartado 4, se homogeneiza
(20% p/v) en tampon de homogeneizacion. Para esto, una vez pesado el tejido sin
descongelar, se sumerge inmediatamente en el mencionado tampdn, y se homogeniza
utilizando un homogeneizador con émbolo de teflén acoplado a un motor con una
velocidad de giro de 2.500 r.p.m. Posteriormente, el homogeneizado se centrifuga a 10.000
g durante 15 minutos a 42C, para eliminar restos de organulos, y el sobrenadante se utiliza
para la determinacidn de la concentracidn de proteinas, las enzimas antioxidantes, la
peroxidacidn lipidica, la cantidad de dxido nitrico presente y para los estudios de expresion

proteica mediante Western blotting.

119k HPO, 30 mM, KH,PO, 20 mM, EDTA 0,01 mM (pH = 7)
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6.2. Determinacion de la concentraciéon de proteinas

La concentracién de proteinas en homogeneizados de corazén se ha determinado siguiendo

21 ytilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (que

el método descrito por Bradford (1976),
contiene acido fosférico y metanol) y un estandar de gamma-globulina bovina. Este método
se basa en la reaccién de las proteinas con el reactivo, dando un complejo coloreado cuya

intensidad es proporcional a la concentracidon de proteinas de la muestra.

La técnica consiste en incubar, en una microplaca de ELISA, 5 uL de los homogeneizados
(diluidos 1/50 con agua bidestilada), o de los estandares en su caso, con 250 pL del reactivo
de Bio-Rad (previamente diluido 1/5 con agua bidestilada vy filtrado a través de un papel
Whatman n2 1) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el
tiempo, se leen las absorbancias en el lector de placas (Asys UVM340) a 595 nm. La

coloracién es estable en un plazo de 50 minutos.

Las soluciones estdndares se han preparado a partir de una solucién madre de gamma-
globulina bovina de concentracion igual a 1,56 mg/mL. A partir de dicha soluciéon madre se
preparan seis soluciones patron (P) cuyas concentraciones, expresadas en mg/mL, son: P, =
0,0975; P, = 0,195; P; = 0,39; P, = 0,78; P; = 1,56. Conociendo las concentraciones de los
estandares y sus absorbancias, se elabora una curva patrén, la cual permite conocer las
concentraciones de los homogeneizados de corazén a partir de sus absorbancias,

teniéndose también en cuenta el factor de dilucion de las muestras.
6.3. Determinacion de la actividad GPx

La actividad de esta enzima se ha determinado segun el método descrito en el apartado
5.2, utilizando el kit de laboratorios Randox para la determinacién de GPx. Seguimos el
mismo protocolo descrito en dicho apartado, pero afiadiendo en este caso 4,7 plL de los
homogeneizados de corazén, diluidos convenientemente de manera que equivalgan

aproximadamente a 70 ug de proteinas.
6.4. Determinacion de la actividad GR

Para la determinacién de la actividad de la enzima GR hemos seguido el kit comercial de
laboratorios Cayman (ver apartado 5.3). Seguimos el mismo protocolo experimental
descrito en dicho apartado, tomando en este caso 20 pL de los homogeneizados de

corazon, correspondientes aproximadamente a 600 ug de proteinas.
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6.5. Determinacion de la actividad SOD

Para la determinacion de la actividad de esta enzima se ha utilizado el kit comercial de
laboratorios Randox (ver apartado 5.4). Se sigue el mismo protocolo experimental,
utilizando en este caso 15 pL de los homogeneizados de corazén, diluidos de forma que

correspondan aproximadamente a 6 pug de proteinas.
6.6. Determinacion de la relacion GSH/GSSG

El GSH es un tripéptido (y-glutamilcisteinilglicina) con un grupo tiol libre, siendo uno de los
mayores antioxidantes existente en los tejidos de vertebrados. Actua reduciendo el
peréxido de hidrégeno (H,0,) y los hidroperdxidos lipidicos a H,O y a sus respectivos
alcoholes, mediante una reaccidn catalizada por la enzima GPx. En este proceso, el GSH se
convierte en (GSSG), que serd de nuevo transformado en GSH por la enzima GR con la

ayuda de una molécula de NADPH (ver apartado 5.2).

Para la medida de la relacién GSH/GSSG hemos utilizado el kit comercial BIOXYTECH® GSH/
GSSG-412™ de Oxis Research™, que sigue el método propuesto por Tietze (1969),>
basado en la determinacion cuantitativa de la cantidad de glutatién total (GSH; = GSH +
GSSG). Este método emplea el reactivo de Ellman (acido 5,5’-ditionis-2-nitrobenzoico 6
DTNB), que reacciona con GSH para formar un producto detectable
espectrofotométricamente a 412 nm. Por su parte, el GSSG puede ser estimado a partir su
reduccion previa de GSSG a GSH, que es entonces determinado por la reaccion con el

reactivo de Ellman. En resumen, este método utiliza el cambio de color durante la reaccidn,

gue es proporcional a las concentraciones existentes de GSH y GSSG:

GSSG +GSH
M2VP
< M2EP-5G
NADPH GSSG 2 NTB
GR

NADP~ 2 GSH DTN
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Preparacion de las muestras

El ventriculo izquierdo se homogeneiza en este caso con el siguiente tampdn:

[ P 2 R 50 mM
LD USRS 1mM
BSA (AlBUMING) .eeeiiiieeeiieeee e 1 mg/mL

(Ajustar a pH =7,5 con KOH 2 M)

Se homogeniza el corazén de forma andloga a la descrita en el apartado 6.1, pero con una
dilucién al 50% (p/v) en este tampdn fosfato. Una vez homogeneizado el tejido, se
centrifuga a 900 g durante 20 minutos a 49C, para eliminar restos de orgdnulos. La
disolucién centrifugada se separa en 2 microtubos eppendorf de 1,5 mL (uno para la
determinacidon de GSH, y otro para la de GSSG). Al tubo destinado a la determinacién de
GSSG se le anaden 10 pL de scavenger (M2VP) por cada 100 puL de homogeneizado de

corazdn, para evitar la oxidacién de la muestra.

Reactivos

- Tampdn de ensayo

- Tampdn GSSG

- GR

- NADPH

- Scavenger (1-metil-2-vinilpiridinatrifluorometanosulfonato: M2VP)

- Cromodgeno (acido 5,5’-ditionis-2-nitrobenzoico: DTNB)

- Estandares: en tampdn KPO, con EDTA (hay que tener en cuenta que cada molécula de

GSSG es equivalente a 2 moléculas de GSH):

Estandares G556 GSH
(M) (LM)
1 0 0
2 0,05 0,10
3 0,125 0,25
4 0,25 0,5
5 0,75 1,5
6 1,5 3

- Acido metafosférico (MPA) 5%
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Protocolo experimental

Las muestras se procesan de distinta manera para la determinacion del GSH total (GSH,) y
del GSSG. Asi, para la medida de GSSG se utilizan microtubos eppendorf de 1,5 mL con 110
pL de muestra (100 pL de homogeneizado de corazén + 10 pL de M2VP). Se afiaden 290 plL
de MPA al 5%, en frio. Se agita con un agitador de tubos tipo vortex durante 15-20
segundos. Se centrifuga a 1000 g (10 minutos a 42C) y se toman 50 ulL del sobrenadante, los
cuales son mezclados con 700 pyL de tampdn GSSG, y se mantiene en hielo hasta el

momento de la medida.

Para la medida de GSH; se procede de la siguiente forma: en tubos eppendorf de 1,5 mL se
afaden, a 50 puL de homogeneizados de corazén, 350 uL de MPA al 5%, en frio. Se agita con
el vortex durante 15-20 segundos. Se centrifuga a 1000 g (10 minutos a 42C) y se toman 50
pL del sobrenadante, que se mezclan con 3 mL de tampdn de ensayo, y se mantiene en

hielo hasta el momento de la medida.

En una microcubeta de plastico se afnaden 200 uL del estandar, del blanco (preparado con
50 pL de MPA al 5% frio + 700 pL del tampdn de GSSG) o de la muestra (ya sea para medir
GSH; 0 GSSG), y se adicionan 200 pL de DTNB y 200 plL de GR. Se mezcla bien y se incuba 5
minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se afiaden 200 uL de NADPH para
disparar la reaccién y se mide a 412 nm cada 20 segundos durante un tiempo total de 200

segundos.

Todas estas medidas se hacen por duplicado. Sustituyendo los valores de absorbancia de
cada muestra en su recta patron correspondiente (GSH o GSSG), y multiplicando el valor
por el factor de dilucion segun la realizada en cada caso, se obtienen los uM de GSH o

GSSG. La relacion GSH/GSSG se obtiene de la siguiente férmula:

GSH;— 2 GSSG
Relacién GSH/GSSG =

GSSG

6.7. Determinacion de la peroxidacion lipidica

El método de diagndstico mas directo a la hora de valorar el estado de peroxidacidn lipidica
en una muestra bioldgica es la cuantificacidn de los hidroperdxidos formados en las etapas
iniciales del proceso. Sin embargo, la naturaleza especialmente Iabil y poco estable de estos
productos ha hecho que se recurra a métodos indirectos, como el analisis de productos

secundarios o finales derivados de su metabolismo o descomposicidn.
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Existe una gran variedad de métodos para evaluar la peroxidacién lipidica, siendo uno de
los mas utilizados la cuantificacién del malondialdehido (MDA) por medio de su reaccion
con el acido tiobarbiturico (ATB). EIl MDA es un producto final de la degradacién oxidativa
de los lipidos que, en condiciones de bajo pH y temperatura elevada, participa facilmente
en una reaccion de adicidn nucleofilica con el ATB, generando un pigmento rojo
fluorescente (compuesto por una molécula de MDA y dos de ATB) que puede ser
determinado por espectrofotometria visible o de fluorescencia, siendo su cuantificacién
muy sencilla. Sin embargo, a la hora de considerar el MDA como indice de peroxidacion
lipidica hay que tener en cuenta una serie de inconvenientes, debido a que ni todos los
lipidos producen MDA cuando sufren peroxidacién, ni el MDA se produce exclusivamente

293 por tanto, debemos considerar este método

como resultado de la peroxidacién lipidica.
Unicamente como un indicador de la potencial existencia de dafno peroxidativo sobre los

lipidos celulares, y no como una medida absoluta de la peroxidacidn lipidica.

Para la determinacién del MDA hemos seguido el método descrito por Jentzsch y col.,”**

en
el cual se valora espectrofotométricamente, a 535 nm y 572 nm (esta uUltima medida es
para eliminar la absorcion basal), el aducto de color rojo formado a consecuencia de la

reaccion del MDA con el ATB.

Reactivos

-1,1,3,3- tetrametoxipropano (TMP)......cceeccieeeiieeeciee e 50 uM
- Butilhidroxitolueno (BHT) ....cccceeeveveeeeireeeecieeeeens 0,1% en etanol absoluto
= ACIHO OFEOFOSTANICO vttt et e et ettt eee e ee ettt e e eeeeees 0,2 M
- Acido tiobarbitlrico (ATB).......ceceeueeveeeeeeeseeeeeeeans 0,11 M (en NaOH 0,1 M)

Protocolo experimental

En el interior de microtubos eppendorf de 2 mL, se adicionan 0,2 mL de homogeneizado de
corazén (equivalentes aproximadamente a 6 mg de proteina) junto con 25 pL de una
solucién de BHT al 0,1% en etanol absoluto. A continuacidn, se afiaden 0,2 mL de acido
ortofosférico. Se agita durante 10 segundos aproximadamente, se afaden 25 uL de ATB

0,11 M (solucidn ajustada previamente con NaOH 0,1 M) y se vuelve a mezclar bien.

La mezcla de reaccidn se incuba durante 45 minutos a 952C. Pasado este tiempo, los tubos
se enfrian para parar la reaccidn, y se adicionan 0,5 mL de n-butanol para extraer el aducto
de color rosa formado. Se cierran bien los tubos, se agitan vigorosamente y se centrifugan

durante 10 minutos a 10.000 g y a 42C, para separar las dos fases. Se recogen 250 plL de la
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fase organica (superior), y se lee el color a 535 nm y 572 nm frente al blanco, constituido
por 0,2 mL de H,0 bidestilada tratados de manera analoga a las muestras. A la vez que se
procesan las muestras, se prepara una curva estandar a partir del compuesto TMP, el cual,
al igual que el MDA, reacciona con el ATB bajo las mismas condiciones. Asi, a partir de una
solucion madre 50 uM de TMP (estable durante dos semanas a 42C), se preparan los
distintos estandares: 0,5; 1; 2,5; 5; 10 y 25 uM. Se afiaden 0,2 mL de cada uno de los
estdndares en microtubos eppendorf de 2 mL, y se procede de forma semejante a la

determinacion de las muestras.

Todas las muestras y estandares se procesan por triplicado. Los resultados se expresan en

nmol MDA formado/mg proteina (en los 45 minutos de reaccion).

6.8. Determinacion de la cantidad de NO

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre inorganico gaseoso que se origina por la accién de la
enzima oxido nitrico sintetasa (NOS) sobre el aminoacido esencial L-arginina (apartado 2.1
de la seccion Introduccion). Uno de los métodos utilizados para calcular la formacién de NO
es la medida del idon nitrito (NO,’), que es uno de los dos productos primarios, estables y no
volatiles del NO. Este ensayo estd basado en el método descrito por Griess en 1879,
basado en una reaccién quimica que usa sulfanilamida y N-1-naftiletilenodiamida

dihidrocloro (NEDDC) bajo condiciones acidicas (acido fosfdrico). Este sistema detecta NO,’

en una enorme variedad fluidos y tejidos bioldgicos.

Previamente al ensayo, los tejidos se someten a una incubaciéon con nitrato reductasa, para
conseguir que los nitratos (NO;3’) se transformen en NO,, y de esa forma determinar el

contenido de NO como la suma de nitritos y nitratos (NOx).

Reactivos

- Reactivo de Griess™?

-TampoNn TriS/HCI (PH = 7,5) cuueeeeeeeceeeeetee ettt e 1M
S INADPH. ettt eeneneee 0,02 mM
- Glucosa 6-fOSfato (GBP) .......eeeeevieeieciiee ettt et 5mM
- Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (GE6PDH).........ccccccveeeeecieeeenneen. 10 U/mL
- Aspergillus Nitrato RedUCtasa.......cccecvveeeriiieeeciiiee e 1U/mL
- Solucidn patrén de nitrito SOICO......cuveeevciieieciiieecee e, 320 uM

an Composicion reactivo de Griess: acido acético (286 g/L), acido sulfanilico (1,55 g/L) y naftilamina (0,33 g/L).
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Protocolo experimental

Los reactivos se afiaden en microtubos eppendorf de 1,5 mL en el siguiente orden: 7 plL de
tampédn Tris/HCl 1M (pH=7,5), 10 puL de NADPH 0,2 mM, 23 uL de la mezcla G6P-G6PDH
(mezcla resultante de mezclar 2200 uL de G6P con 330 pL de G6PDH) y 10 uL de nitrato
reductasa. Se mezcla bien, y sobre estos tubos se afladen 50 uL de muestra
(homogeneizados de corazén), blanco (agua bidestilada) o patrén (se elaboran distintas
diluciones a partir de la solucién patrén de 320 uM: 320, 160, 80, 40, 20, 10,5y 2,5 uM). Se
mezcla y se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, se
recogen 75 plL de la mezcla reactiva sobre pocillos de una microplaca de 96 pocillos. Se
afiaden, ademas, 75 uL de reactivo de Griess sobre cada pocillo, se mezcla y se deja a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se lee la absorbancia a

550 nm mediante un lector de microplacas. Los resultados se expresan en umol/L de NO.
6.9. Estudios de expresion génica

6.9.1. Extraccién de ARN total

El método se basa en la diferente solubilidad de las biomoléculas (ARN, ADN proteinas y
lipidos) en disolventes orgéanicos (fenol y cloroformo). Durante todo el proceso, se debe
procurar trabajar con material estéril y tomar las debidas precauciones para evitar la

degradacion del ARN por parte de las ARNasas.

El proceso de aislamiento del ARN comienza con la homogeneizaciéon del tejido y rotura de
las células en presencia de tiocianato de guanidina, agente caotrdpico que rompe las
membranas y desnaturaliza las proteinas, incluyendo ADNasas y ARNasas; por tanto, la
presencia de este agente es, fundamental para evitar la degradacion del ARN por las
ARNasas presentes en la muestra. Tras la adicion de cloroformo y centrifugado de la
solucidn, ésta contiene tres fases. La fase superior es la fase acuosa, donde estd presente el
ARN, mientras que las proteinas y el ADN se encuentran en la interfase y fase orgdnica
respectivamente. Una vez extraida la fase superior acuosa, el ARN se recupera por
precipitacién con isopropanol (que disminuye la polaridad del medio e insolubiliza el ARN).
Es conveniente lavar posteriormente el ARN con etanol y secar el precipitado. El
precipitado de ARN se resuspende en agua-DEPC, y se procede a su cuantificacién y a la

verificacidn de su integridad.
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Reactivos

- TRIzol": solucién monofasica de fenol y tiocianato de guanidina.

- Cloroformo.

- Isopropanol.

- Etanol absoluto: diluido al 75% con agua bidestilada autoclavada.
- Agua-DEPC (Invitrogen) (agua estéril y libre de ARNasas)

- Solucién de Tris-Borato-EDTA (TBE 10X):

[ SRR 44,5 mM
ACIHO DOTICO e 44,5 mM
EDTANay/NaOH (PH = 8) crorevveeeeeeeeeeoeeeeeeeeeese e 1mMm

- Tampon mixto (10X):

Azul de bromofenol .......cccceeeeeeieiiiiiieeee e, 3,6 mM
TrS/HCE (PH = 8) ettt 50 mM
C [Tol=T o TSR 6% (v/v)

Protocolo experimental

Antes de proceder a la extraccién del ARN, se limpia el material con etanol absoluto. En
tubos cénicos de 2 mL de capacidad, se pesan entre 80-100 mg de muestra (ventriculo
izquierdo) y se afiade 1 mL de la solucién comercial TRIzol” (Invitrogen). A continuacion, se
somete a la accién de un homogeneizador (Heidolph DIAX 900) en posicidon de velocidad
maxima durante 15 segundos, y se deja reposar durante 5 minutos a temperatura

ambiente.

Transcurrido el tiempo, se afiaden 200 uL de cloroformo, se agita vigorosamente con un
agitador de tubos tipo vortex, y se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realiza una centrifugacion en frio (42C) a 12000 g durante 15 minutos,

para la separacion de las distintas fases.

Con ayuda de una pipeta, se recupera la fase acuosa superior, que contiene el ARN, y se
deposita en el interior de microtubos eppendorf de 1,5 mL de capacidad. A continuacién, se
afiaden 500 uL de isopropanol, se mezcla (invirtiendo varias veces los tubos) y se deja
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se
centrifuga de nuevo en frio (42C) a 12000 g durante 10 minutos, para obtener el precipitado

de ARN.
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Posteriormente, se elimina el sobrenadante con ayuda de una pipeta, y se lava el
precipitado con 1 mL de etanol al 75%, agitando en vortex durante 20 segundos. El
precipitado de ARN se recupera centrifugando a 8000 g durante 5 minutos a 42C. Tras la
eliminacion del sobrenadante, y para conseguir el secado completo del precipitado, se
tapan los microtubos con parafi/m®, se hacen varias perforaciones pequefias y se deja bajo
el calor de un flexo durante 15-20 minutos (no se debe utilizar para el secado
centrifugacién y vacio, y tampoco se debe dejar secar completamente, ya que esto

dificultaria la posterior resuspension del precipitado).

Una vez seco el precipitado, se afiaden 50 pL de agua-DEPC y se deja 10 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se resuspende haciendo pasar 10 veces a través de una

punta de pipeta (con filtro) de 100 ulL de capacidad.

Para medir la concentracién de ARN obtenido, se diluye 1/100 el ARN en agua-DEPC, y se
deposita en una cubeta de cuarzo para medir su absorbancia en el espectrofotometro
(Eppendorf Biophotometer) a 260 nm y 280 nm. Los acidos nucleicos absorben luz de
manera predominante a 260 nm, por lo que midiendo a esta longitud de onda obtenemos
la concentracidn del ARN (1 unidad de absorbancia = 40 ug de ARN/mL). También se calcula
la relacidn A,g0/Asg0 para conocer el grado de pureza del ARN (se debe obtener un valor

entre 1,5y 2 para considerar el ARN como “puro”).

Por dltimo, hay que comprobar la integridad del ARN, para asegurarnos de que no ha
sufrido degradacidn durante su extraccion. Para ello, se realiza una electroforesis utilizando
un gel de agarosa al 2%. En un microtubo eppendorf de 600 pL se mezcla 1 pL del tampdn
mixto con un volumen de ARN equivalente a 1 ug y agua-DEPC hasta completar un volumen
de 10 plL. La mezcla se homogeneiza y se carga en uno de los pocillos del gel de agarosa. La
electroforesis se realiza en una cubeta con solucidon TBE, a un voltaje constante de 190
voltios durante 25-30 minutos. Transcurrida la electroforesis, y para la observacion del gel,
se fotografia bajo iluminacién ultravioleta con una cdmara Polaroid 667. Para confirmar que
el ARN no estd degradado, deben observarse dos bandas correspondientes a los ARN

ribosdmicos, 18Sy 28S.

6.9.2. Retrotranscripcién

El proceso de retrotranscripcidn consiste en la sintesis de ADNc a partir de ARN gracias a la
reaccion catalizada por la retrotranscriptasa reversa. Para ello, hemos utilizado u kit

suministrado por Applied Biosystems (High-Capacity cDNA Archive kit).
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Reactivos

- ARN: 4 ug de ARN total para cada reaccidn de retrotranscripcién.
- Agua-DEPC.

- Mezcla de reactivos:

TampPoNn RT 10X ...ueiiiciieeeeiieeeeciree e e eiree e e evee e e 10 uL
Random primers 10X..........coccvueeeeecieeeeecieeeeccieeeeecieee e 10 uL
Desoxinucledtidos-mixX 25X......ccccvieeeeriieeeeiiieeeeecieee e 4 uL
Multiscribe™ RT (50 U/ L) coeveveeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee s 5 ulL
ABUA-DEPC ...ttt hasta 50 plL

Protocolo experimental

Con el kit de Applied Biosystems, la realizacion de la retrotranscripcién comienza
preparando, en microtubos eppendorf, un volumen equivalente a 4 ug de ARN total y agua-
DEPC en cantidad suficiente hasta alcanzar los 50 pL. A continuacidn se desnaturaliza el
ARN calentando durante 10 minutos a 659C, utilizando un termociclador (Biometra® T
Gradient). Transcurrido este tiempo, se colocan los tubos inmediatamente a 42C para evitar
la renaturalizacion del ARN. Se aprovecha este tiempo para preparar la mezcla de reactivos
comunes, segun se indica anteriormente. Finalmente, a los 50 plL de cada tubo de ARN se
afiaden 50 pL de dicha mezcla. Los 100 pL resultantes se llevan al termociclador

(previamente programado para operar 10 minutos a 259C, seguido de 2 horas a 372C)

6.9.3. PCR a tiempo real

La principal caracteristica de la PCR a tiempo real es que el analisis de los productos se
realiza durante el proceso de amplificacion, mediante la cuantificacién de fluorescencia.
Para ello, se utilizan termocicladores que son capaces de amplificar y detectar fluorescencia
simultdneamente. En este trabajo se ha utilizado el termociclador a tiempo real Light
Cycler® 480 Detection System (Roche Diagnostics), que contiene un bloque de 96 pocillos
con un fluorimetro acoplado. La sefal de fluorescencia, que es proporcional a la cantidad
de producto de PCR amplificado, puede generarse con colorantes fluorescentes que
pueden ser especificos de ADN de doble cadena (ADNdc), como el SYBR® Green I, o bien
sondas fluorescentes especificas de secuencia, como las sondas Tagman’. En este trabajo
se ha utilizado como colorante fluorescente el SYBR Green I, que es el mas utilizado para la
PCR a tiempo real. Este colorante se une al ADNdc en el surco menor, y tras la unién la

fluorescencia aumenta 100 veces. La principal ventaja es que se adhiere a cualquier ADNdc,
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no requiriéndose disefio y optimizacién de sondas; no obstante, esto también supone una
desventaja, puesto que ademas de unirse al producto especifico, también hace lo propio
con productos inespecificos y dimeros de cebadores. Para resolver este problema al final de
la amplificacion, se realiza una curva de disociacién (melting curve) (figura 11B), que nos
permite confirmar si efectivamente hay un solo producto de amplificacién.

(A) (B)

ampimaston carves [ )

Melting Peaks ]

E]
T & & W § W w W B B N % ¥ B R N KW Tempesature (°C)

Figura 11. Anadlisis de los resultados de la PCR a tiempo real. (A) La imagen muestra las curvas de amplificacion
de la enzima SOD, a modo de ejemplo. (B) La imagen muestra la curva de disociacidon para los cebadores

especificos de SOD.

Condiciones de reaccion para la realizacién de una PCR a tiempo real

En la siguiente tabla se reflejan los reactivos necesarios para la realizaciéon de la PCR a

tiempo real (mezcla de reaccidn):

Componentes de la reaccion Concentracion Volumen (pL)
FastStart SYBR™ Green Master 2x 10
Cebadores especificos . . .
. . . 300 nM 0,6 (sentido) + 0,6 (antisentido)
(sentido y antisentido)
ADNc 1
Agua-DEPC 7,8

Tabla Il. Reactivos necesarios para la realizacién de la PCR a tiempo real.
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En la siguiente tabla se muestran los cebadores utilizados para la amplificacién de

secuencias especificas de ADNc, en funcidn del gen analizado:

Cebador sentido (5°-3’)

Cebador antisentido (5’-3’)

GAPDH
GPx
GR
SoD
eNOS
iNOS
Nox2
IL-1B
IL-6
IL-10
TGF-B,
CTGF
Col
ET-1
NF-kB

PPAR-y

GCCAAAAGGGTCATCATCTCCGC

GGAGAATGGCAAGAATGAAGA

GGAAACTCGCCCATAGACTT

CGTCATTCACTTCGAGCAGAAGG

GGGCCAGGGTGATGAGCTCTG

ACCTGGGCAACACCTGGGGATTTT

CCCTTTGGTACAGCCAGTGAAGAT

GAGGCTGACAGACCCCAAAAGAT

GAAATACAAAGAAATGATGGATGCT

AGGCCATTCCATCCGGGGTGA

GCCCTGGATACCAACTACTGCT

TAGCAAGAGCTGGGTGTGTG

TCAGGGGCGAAGGCAACAGT

AGGGAACAGATGCCAGTGTGCT

CCTAGCTTTCTCTGAACTGCAAA

CTTGGCCATATTTATAGCTGTCATTATT

GGATGACCTTGCCCACAGCCTTG

CCGCAGGAAGGTAAAGAG

CCAACCACCTTCTCCTCTTT

GTCTGAGACTCAGACCACATA

CCCTCCTGGCTTCCAGTGTCC

TGGGTCTTCGGGCTTCAGGTTATT

CAATCCCAGCTCCCACTAACATCA

GCACGAGGCATTTTTGTTGTTCA

TTCAAGATGAGTTGGATGGTCT

AGGCAGCCCTCAGCTCTCGG

AGGCTCCAAATGTAGGGGCAGG

TTCACTTGCCACAAGCTGTC

TTGGGATGGAGGGAGTTTACACGA

TGCATGGTACTTTGGGTCCGGA

GGGTCAGAGGCCAATAGAGA

AGCAGGTTGTCTTGGATGTCCT

Tabla lll. Secuencias de nucleétidos de los cebadores utilizados.

Se ha realizado un experimento de eficiencia para optimizar la cantidad de ADNc necesaria

para garantizar la amplificacién maxima de cada fragmento. Asi, al cargar la reaccién para la

PCR a tiempo real, se afiade 1 pL de ADNc: i) diluido 1/50 en agua bidestilada autoclavada

cuando se han utilizado los cebadores de GPx, GR, SOD y Col I; ii) diluido 1/5 para IL-1B y IL-

10; y iii) sin diluir, para eNOS, Nox2, IL-6, TGF-B,, CTGF, NF-kB y PPAR-y.
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Una vez preparada la mezcla de reaccidn segln se indica la tabla Il, se introduce la placa de

96 pocillos en el termociclador, programado de la siguiente forma:

Proceso Condiciones Ciclos
Activacion SYBR® Green Master 50°C, 2 min
Desnaturalizacidn inicial 952C, 10 min
Desnaturalizacidon 959C, 15 s 40
Hibridacién/Elongacion 60°C, 1 min

Tabla IV. Programa utilizado en el Light Cycler® 480 Detection System para la realizacion de la PCR a tiempo

real.

Una vez realizado el experimento, el analisis de los resultados se realiza con el programa
Light Cycler 480 sw 1.5. El programa recoge los resultados y los representa graficamente
como curvas de amplificacidn en las que se relaciona la intensidad de la sefial fluorescente
con el tiempo, expresado como nuimero de ciclos de la amplificacion (Figura 11A). Para el
anadlisis cuantitativo de los productos de la PCR, se ha empleado un método de
cuantificacion relativo, expresando el marcador en funcién de un gen constitutivo, que es
un gen expresado en un nivel idéntico en todas las muestras analizadas. El gen empleado a
tal efecto ha sido el correspondiente a la enzima gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa

AACt

(GADPH). La cuantificaciéon se realiza mediante el método 2°"". Ct se define como el ciclo

en el cual la curva de amplificacidon se distingue del ruido de fondo y es dependiente de la

cantidad inicial de ADNc.
6.10. Estudios de expresion proteica

6.10.1. Fundamento del Western blotting

Para la cuantificacion relativa de proteinas se ha utilizado la técnica de Western blotting
(transferencia electroforética de proteinas), que permite la separacion de proteinas segln
su peso molecular mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE);
posteriormente, todas las proteinas presentes en la muestra son inmovilizadas en una
membrana de nitrocelulosa, y aquellas que son objeto de estudio (GPx, GR, SOD,
nitrotirosina (NT), eNOS, eNOS (pS1177) y Nox2, en nuestro caso) son identificadas gracias
al empleo de anticuerpos especificos. Para la realizacion de este experimento se ha
utilizado un equipo de Bio-Rad Laboratories, que incluye los componentes Miniprotean Il

Cell y Mini Trans-Blot Cell (figura 12).
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Figura 12. Equipo necesario para la realizacion de la técnica de Western blotting.

6.10.2. Preparacion de las muestras

El corazén se homogeneiza como se describe en el apartado 6.1. A continuacién, se
mezclan volimenes iguales de homogeneizado de corazén (equivalentes a 80 pg de
proteina para la determinacién de GPx, NT, Nox2 y eNOS; 70 ug de proteina en el caso de la
eNOS (pS1177); 20 ug de proteina en el caso de la GR, y 10 ug de proteina en el caso de la
SOD) y de tampdn de muestra 2X. Esta mezcla se calienta a 952C durante 5 minutos, para
posibilitar la desnaturalizacion de las proteinas presentes en el homogeneizado de corazon.
Pasado este tiempo, las muestras se colocan inmediatamente en hielo para su conservacion

hasta que se realice la electroforesis.
6.10.3. Electroforesis

Dado que las proteinas tienen carga neta a un valor de pH diferente de su punto
isoeléctrico, pueden migrar en un campo eléctrico, de modo que su velocidad de migraciéon
serd dependiente de su densidad de carga (relacion entre la carga y la masa de esa
proteina). Al estar cargadas negativamente, las proteinas viajan hacia el catodo (polo

positivo) durante la electroforesis.

La electroforesis de proteinas se realiza en geles de poliacrilamida, cuyo grado de
polimerizacion permite obtener diferentes tamafios de poro por el cual migran las
proteinas, lo que permite la caracterizacion de las proteinas en estudio. Estos geles constan
de un gel concentrador (que concentra todas las proteinas en un determinado lugar) y un
gel separador (cuya funcidn es la de separar las proteinas segin su peso molecular), en
nuestro caso hemos utilizado geles preparados en gradiente de concentracién (4-20%)

(Mini-PROTEAN’ TGX™, Bio-Rad laboratories).
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Reactivos

- Tampdn de electroforesis 10X:

TEiS ettt r e aaaas 250 mM
(G Tl o = U UUR 1,92 M
1D Ut 1%

Protocolo experimental

Se coloca el gel en una cubeta de electroforesis y se cargan las muestras en los pocillos,
afiadiendo ademas en uno de ellos un marcador de peso molecular (el cual permitira
identificar los distintos pesos moleculares de las correspondientes proteinas al final del
proceso). Finalmente, se llena la cubeta Miniprotean Il Cell con tampdn de electroforesis,
se cierra el circuito, y se aplica un voltaje constante de 150 V durante aproximadamente 60
minutos, vigilando que el frente de muestra (identificable gracias al azul de bromofenol

presente en el tampdn de muestra) no alcance el extremo inferior del gel separador.
6.10.4. Transferencia

Debido a la extrema fragilidad del gel de poliacrilamida en el que se han separado las
distintas proteinas, éstas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um de

poro, mediante un sistema de electrotransferencia (Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad).

Composicion de los medios

- Tampdn de transferencia:

I RN 20 mM
GlICING e 150 mM
MELANON c.eeeviiieeeeie ettt 20% v/v

- Ponceau S al 0,5%:

Colorante PONCeau S...........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiii 05¢g
Acido acético glacial .........ceveveveveeeeeeeeeeeeeee e 1 mL
Agua bidestilada ......cccceeeiieccie e, 99 mL

Protocolo experimental

Una vez terminada la electroforesis, se separa y elimina el gel concentrador, para
quedarnos Unicamente con el gel separador (que es el que posee todo el bandeo de

proteinas separadas por su peso molecular) y proceder al montaje del casete para realizar
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la transferencia. Para ello, en una bandeja con tampdn de transferencia se prepara un
sandwich en el interior del casete con los siguientes elementos: una esponja, un papel de
filtro Whatman 3MM (de la misma medida que el gel separador), el gel separador, la
membrana de nitrocelulosa (también de la misma medida que el gel separador), otro papel
de filtro y otra esponja. Se cierra bien el casete y se coloca dentro de la cubeta de
transferencia, junto con un blogue de hielo (suministrado con el sistema) y un agitador
magnético. Se llena la cubeta de tampdn de transferencia y se cierra el circuito para realizar
la transferencia, aplicando un voltaje constante de 100 V durante una hora. La

transferencia debe realizarse en camara fria.

Una vez terminada la transferencia, se debe de comprobar que ésta se ha realizado
adecuadamente. Para ello, se desmonta el sandwich y se coloca la membrana en un
recipiente con colorante Ponceau S durante 3-5 minutos. Eliminando el exceso de colorante
con sucesivos lavados con agua, se debe distinguir en cada carril el patrén de bandas

correspondientes a las diferentes proteinas que componen las muestras.

6.10.5. Inmunodeteccion

Se basa en la deteccién de cada una de las proteinas que buscamos en la membrana de

nitrocelulosa, mediante el empleo de anticuerpos especificos.

Reactivos

- Solucién de lavado (TBST):

TriS/HCI(PH = 7,5) ettt 10 mM
N F= T Nt 100 mM
TWEEN® 20..uuiiiicieieeieiiiie et e eeerreeeserre e e s sraeesssabaee e 0,1% v/v

- Solucién de bloqueo (TBST-M)™2:

Leche desnatada en polvo ......ccccceevcieeeceeecieennnen, 3% en TBST
- Anticuerpos para el analisis de Western blotting (tabla V)

- Kit de quimioluminiscencia: ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent

(GE Healthcare Life Sciences)

12 En el caso de la proteina eNOS (pS1177), la solucién de blogueo es albimina al 5% en TBST
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Proteina Anticuerpo 12 Anticuerpo 22
Ac 12 Origen DI_II_L;CS:_IC_)_nMen Ac 22 DI_';;Z_IC_)_TV‘T”

GPx Anti-GPx conejo 1:2000 Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:4000
GR Anti-GR conejo 1:5000 Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:10000
SOD Anti-SOD conejo 1:10000 Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:50000
NT Anti-NT raton 1:1000 Goat anti-mouse IgG-HRP 1:3000
eNOS Anti-eNOS ratén 1:2000 Goat anti-mouse 1gG-HRP 1:4000
eNOS (pS1177) Anti-eNOS (pS1177) raton 1:2000 Goat anti-mouse IgG-HRP 1:5000
Nox2 Anti-Nox2 conejo 1:5000 Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:10000
GAPDH Anti-GAPDH ratén 1: 30000 Goat anti-mouse IgG-HRP 1:50000

Tabla V. Condiciones para la Inmunodeteccién de cada anticuerpo. En esta tabla observamos las condiciones

de inmunodeteccidn para las proteinas GPx, GR, SOD, nitrotirosina (NT), eNOS, eNOS (pS1177), Nox2 y GAPDH.

Protocolo Experimental

Se incuba la membrana de nitrocelulosa en 25-30 mL de solucién de bloqueo durante 2
horas a temperatura ambiente, para evitar uniones inespecificas del anticuerpo a la
superficie de la membrana. Transcurrido este tiempo, se incuba la membrana con el
anticuerpo primario especifico, dejdndolo toda la noche a 42C. Finalizada la incubacién, se
hacen 8 lavados de 3 minutos cada uno, para eliminar el exceso de anticuerpo no fijado a la
membrana. Después se incuba la membrana con el anticuerpo secundario (durante 1 horay
a temperatura ambiente), y se vuelven a hacer 8 lavados de 3 minutos. Por ultimo, se

procede al revelado de la membrana.

El revelado para visualizar las proteinas se ha realizado mediante quimioluminiscencia,
utilizando el kit ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent y un equipo para la
adquisicion de imagenes por quimioluminiscencia (Sistema Fujifilm LAS3000 mini). Las
bandas de interés se han analizado mediante densitometria éptica, utilizando el programa
informatico PCBAS (versién 2.08e). Finalmente, para poder comparar los resultados
obtenidos en los diferentes grupos experimentales, se realiza también una

inmunodeteccién de la proteina GAPDH en las mismas membranas.

7. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Para llevar a cabo este tipo de estudios es necesario manipular previamente las muestras
mediante lo que se conoce como “Técnica Histoldgica”, que es el conjunto de procesos al

que se somete un tejido con el fin de hacer posible su estudio mediante microscopia.

Las técnicas histoldgicas y la microscopia nos ayudan a comprender la estructura fina tanto

del tejido como de las células que lo comprenden. Ademas, nos permiten correlacionar la
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estructura de un tejido con su funcién. Este tipo de andlisis son esenciales a nivel clinico

para el diagndstico de enfermedades.

7.1. Procesado de los tejidos

Cuando tenemos intencién de utilizar un tejido para realizar estudios de microscopia, es
importante que intentemos mantener, en la medida de lo posible, la estructura original de
dicho tejido desde el momento de la obtencién del érgano. Con este fin, la pieza a estudiar
se somete a una serie de procesos de preservacion, inclusién en parafina y tincién que

describiremos detalladamente en este apartado.

7.1.1. Fijacién

El primer paso en el proceso consiste en la preservacién de la muestra mediante la fijacion
del tejido, con objeto de mantener los detalles estructurales microscépicos de tejidos y

células. Los aldehidos (en concreto el formaldehido) son los fijadores mas utilizados.

Para llevar a cabo el proceso de fijacion, la mitad el corazdn (tras haber realizado un corte
longitudinal, como mencionamos en el apartado 4) se sumerge en formol salino
(formaldehido al 4% en PBS) durante 24 horas en una noria rotativa de agitacion (GP70,
Selecta). Transcurrido este tiempo, se introduce la seccién del corazén dentro de un casete

(figura 13), donde el 6rgano se mantendrd durante el resto del procesado.

7.1.2. Deshidratacion

El siguiente paso es la deshidratacion del tejido, proceso en el que vamos a sustituir el agua
del mismo por parafina. Para ello, sumergimos los casetes secuencialmente en distintos
coplins que contienen diluciones de etanol en concentraciones crecientes. En primer lugar,
el 6rgano se sumerge en etanol al 70% durante 12 horas, y tras esto se sumerge
secuencialmente en soluciones con concentraciones crecientes de etanol (80%, 85%, 90%,

95% y 100%, durante 1 hora cada uno (figura 13)).

7.1.3. Inclusion en parafina y formaciéon de bloques

Una vez que el tejido esta deshidratado, se procede a la inclusion de parafina de forma
gradual. Previamente, se trata con etanol:tolueno (1:1) durante 2 horas y, a continuacion,
con tolueno puro durante 3 horas. El tolueno es un disolvente orgdnico que permite que la

parafina caliente difunda hacia el interior de los tejidos de forma homogénea. A
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continuacién, se sumerge el érgano en una mezcla de tolueno:parafina (1:1), a 602C
durante 2 horas. Por ultimo, el drgano se mantiene toda la noche en parafina pura a 602C.
Al dia siguiente se utiliza parafina limpia para formar los bloques con la ayuda de los
casetes y utilizando un molde metalico (figura 13). Los bloques se enfrian a 42C durante 1-2
horas para solidificar la parafina, y, tras desmontarlos de los casetes, se mantienen a 42C

hasta el dia de su corte para que estén lo mas sdlidos posible.

Una vez que los bloques estan desmontados, ya estdn listos para obtener secciones con el
micrétomo (MR-2258, Histo-line laboratories). El grosor de las secciones va a depender del
tipo de técnica al que vayan destinadas esas muestras. En nuestro caso, las muestras
destinadas a tincién con Rojo Sirio tienen un grosor de 5 um, grosor que se considera el
Optimo para su posterior analisis de imagen mediante densitometria. En el caso de la
tincién de Masson-Goldner, se realizan cortes de 3 um de espesor. Las tiras de secciones
obtenidas con el micrétomo se depositan sobre agua a 372C en un bafio donde,
aprovechando la hidrofobicidad de la parafina, el calor las hace extenderse sin llegar a su
punto de fusién. Desde ahi son recogidas con la ayuda de un portaobjetos. De manera
rutinaria, se recolectan tres secciones de tejido por cada portaobjetos. Las muestras son
entonces almacenadas en una caja contenedora de portaobjetos y conservadas a -20°C

hasta su posterior procesado.
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Division del corazén Fijacion

—
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EtOH 70% EtOH 80% EtOH 85% EtOH 90% EtOH 95% EtOH 100%
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4

Inmersion en parafina

EtOH:tolueno (1:1) tolueno tolueno:parafina (1:1) parafina
2h 3h 2 h, 60°C 12 h, 60°C

¥

Formacion del bloque

microtomo cortes de corazén
Figura 13. Esquema representativo del procesado de los tejidos

7.2. Tincidn de Masson-Goldner (Tricromico de Masson)

En Histologia existen diferentes métodos para la visualizacion del tejido conectivo. Muchos
de esos métodos pertenecen al grupo de los tricrémicos, denominados asi porque se
utilizan tres colorantes diferentes. Las coloraciones tricromicas tifien diferencialmente las
diversas estructuras histoldgicas segun su basofilia/acidofilia, o por su apetencia por un
colorante especifico. Los colorantes utilizados en la técnica elegida en este estudio son
todos acidos y, por lo tanto, van a interactuar con estructuras basicas; por ello, es necesario
realizar una contratincion con un colorante basico (como la hematoxilina) si tenemos

intencidn de visualizar los nucleos.
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Esta técnica concreta se conoce como tricromico de Masson-Goldner, y ofrece la ventaja de
que puede realizarse en material fijado con formol. Para realizar este ensayo hemos

utilizado el kit comercial de tincion Masson-Goldner de la casa comercial Merk.

Protocolo experimental

e Desparafinado estandar: antes de comenzar con la tincién, hay que eliminar la parafina
que rodea e impregna el tejido y reponer en su lugar el agua extraida durante el
procesado. Para ello, se somete al tejido a un proceso de desparafinado y rehidratacion

de los portaobjetos, segun el esquema siguiente:

- Desparafinar....cccccocceeeceeecncieeeceen, 1 hora en estufa a 602C

= X0 e 3 x5 min

- Etanol:Xilol (1:1) eeveveeeeeeceecee e 5 min

= Etanol 100% ...coovueieiieeniieeieeeiee ettt 5 min

= EtAn0l 90% ..oooueiiiiiee e 5 min

= Etanol 0% ....eeovvuiiiieeiiieeieee s 5 min

= EtAN0l 70% .eoeneiieeeeee e 5 min

= ABUQ COMTIENTE ittt 5 min
o HematoxXiling de WEIZEIM .....ccccueeeeeeee ettt e e e e 5 min
e  Lavado €N agUa COMMIBNTE....iiiii ittt e e e e s e e e e e e s e eaaraneeee s 5 min
e Enjuagar en ACidO ACELICO 1%....uuiiiiiuiiiiiiiieiecciiee ettt e e e e er e e e 30s
o S0lucion de azofloXiNg ....cooeiiiiiiieiee e 10 min
e Enjuagar en ACidO ACELICO 1%....uuiiiicuiiiiiiiieie ettt e e erre e e sare e e 30s
e Solucién de acido fosfolvramico-anaranjado G .........ccceeecveeeeiciieecccieee e 1 min
e Enjuagar en ACidO ACELICO 1%....uuuiiicuiiieiiiieiecciieee ettt e e e e erre e e srae e e eaes 30s
® Ve TUZ SF ..o s 2 min
I Y [VET-F T =Ta I [ol [ [ I (o= d Lol ot 7 SRS 30s

e Deshidratacion y montaje: tras realizar la tincion, hay que deshidratar y montar la
preparacidn para su posterior conservacioén. El proceso estandar consiste en someter la
preparacidon a concentraciones crecientes de etanol hasta llegar a etanol absoluto. A

continuacién, se aclaran las muestras con xilol.



Materiales y métodos

Por ultimo, se procede al montaje de la preparacién con un cubreobjetos y adhesivo de
. ® . . ’
montaje (Neo-Mount), con la ayuda de una pinza plana para microscopia. Las
preparaciones se colocan en posicién horizontal sobre una bandeja con un pequefo

peso de plomo sobre el cubreobjetos, para evitar la formacién de burbujas.

Resultados

Las estructuras basoéfilas (como la cromatina) se aprecian de un color pardo-marrén a
negro; las estructuras débilmente aciddfilas (citoplasmas o musculo), de rojo a naranja; y
las fuertemente aciddfilas (como las fibras de colageno), de azul a verde. Los eritrocitos se

observan de color naranja.

7.3. Cuantificacidn de colageno. Tincién de Rojo Sirio

La cantidad de colageno nos da idea de la abundancia de tejido conjuntivo presente y, en
situaciones patoldgicas, del grado de fibrosis de un érgano o tejido. En este estudio hemos
cuantificado la cantidad de coldgeno mediante morfometria cuantitativa en muestras
previamente tefiidas con Rojo Sirio. Con esta técnica, las fibras del tejido conectivo
(excepto las elasticas) se tifien de un rojo intenso, y el resto del tejido de un tono amarillo
claro, no aprecidandose los nucleos celulares (circunstancia ésta que es esencial para los
propdsitos de cuantificaciéon de la fibrosis mediante analisis de imagen). Es una técnica muy
sencilla y facilmente reproducible sin variacion entre tinciones, lo que la hace ideal para los

analisis morfométricos de imagen.

Protocolo experimental

Desparafinado estandar (descrito en el apartado 7.2)

[T o ] I A0 L7 ST 5 dias

Solucién de Rojo Sirio saturada con 4cido Picrico™ .....o.vveeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 30 min

Deshidratacion estandar y montaje (descritos en el apartado 7.2)

Para analizar el drea ocupada por las fibras de coldgeno, se analizaron aleatoriamente un

total de 25 regiones intersticiales de cada una de las preparaciones de los corazones a

13 .. . .. . .z s . . . ..
3) | a solucién de Rojo Sirio consiste en una solucién acuosa saturada con 4cido picrico y 0,1% de Rojo Sirio.
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estudiar. Para ello, se captaron imdgenes de las muestras utilizando una videocdmara de
alta resolucién (Sony, DF.W.X710) conectada a un microscopio éptico (Nikon Eclipse 50i),
utilizando un objetivo de 20x y un filtro dptico verde (IF 550). El area ocupada por colageno
fue determinada usando un sistema de andlisis computarizado (Fibrosis HR®, Master

Diagnostic). Los valores obtenidos para el tejido fibroso se expresan en pm?.
8. ANALISIS ESTADISTICO

De manera general, los resultados estan expresados como media + error estandar (S.E.M.).
La comparacién entre las diferentes condiciones experimentales se ha realizado utilizando
el test ANOVA, y en aquellos casos que han mostrado significaciéon estadistica, se ha
aplicado el test de Tukey, considerandose diferencias estadisticamente significativas para

valores de P < 0,05.
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1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANIMALES
1.1. Peso corporal y peso/indice cardiacos

Durante las 10 semanas de tratamiento, se ha realizado un control semanal del peso
corporal de los animales. Como es natural, el peso inicial es similar en los cuatro grupos
experimentales antes del tratamiento. Sin embargo, el peso corporal de los animales
tratados con sunitinib desciende significativamente al final del periodo de experimentacion,
alteracion que desaparece en el grupo sometido a tratamiento simultaneo con LC (tabla VI).
De manera adicional, cabe sefialar que no se observan diferencias entre el grupo de ratas
controles y el de ratas tratadas con LC, siendo ésta una caracteristica que se repetira en

todos los pardmetros analizados en este estudio.

Wistar WLC WSsu WSULC
Peso corporal inicial (g) 3106 3115 330+8 3305
Peso corporal final (g) 336+3 336+ 5" 311+ 7 3245
Peso corazén (g) 1,08 + 0.02 1,02 + 0,03 1,27+0,03 1,04 + 0,01"*
indice cardiaco (g%) 0,30 + 0,006 0,30 £ 0,009  0,37+0,009°  0,31+0,009"

Tabla VI. Peso corporal inicial y final de los animales, y peso del corazén e indice cardiaco, en ratas controles
(WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los
resultados representan la media * error estdndar de al menos 6 animales en cada grupo. Significacidn

estadistica: * P < 0,05, *** P < 0,001 comparado con Wistar; # P < 0,05, ### P < 0,001 comparado con WSU.

En la tabla VI también se muestra el peso del corazén y la relacién entre el peso del corazén
y el peso corporal (indice cardiaco) en los cuatro grupos de ratas experimentales. Tanto el
peso del corazén como el indice cardiaco aumentan de forma significativa tras el
tratamiento con sunitinib, lo que demuestra la presencia de un corazén hipertrofiado en

estas ratas. Esta hipertrofia cardiaca desaparece tras el tratamiento simultaneo con LC.
1.2. Presion sanguinea

En la figura 14 se muestran los resultados de las medidas de las presiones arteriales
sistélica (PAS) y diastdlica (PAD) y de las frecuencias cardiacas (FC) al final del tratamiento.
La PAS y la PAD se incrementaron 31y 27 mm Hg, respectivamente, al final del tratamiento
en el grupo tratado con sunitinib cuando se comparé con los valores recogidos en las ratas
controles Wistar. También se observa que el tratamiento simultdneo con LC redujo los

valores de presidon arterial en 30 y 22 mm Hg para la PAS y PAD, respectivamente (figura
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14Ay 14B). Por lo tanto, cuando la LC es administrada durante 10 semanas a ratas tratadas
con sunitinib se produce una disminucién significativa en las cifras de presién arterial al

final del tratamiento, llegando a normalizarse las cifras de PAS.

Al analizar la FC al final del tratamiento, se observa que este pardmetro aumenta
significativamente en las ratas tratadas con sunitinib con respecto al resto de los grupos

(figura 14C). La administracién simultanea de LC aminora estos valores, aunque sin llegar a

normalizarlos por completo.
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Figura 14. Presion arterial sistdlica (A), presion arterial diastélica (B) y frecuencia cardiaca (C), al final del
periodo de tratamiento, en ratas controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o
con ambos compuestos (WSULC). Los resultados se representan como la media + error estandar de al menos 6

animales en cada grupo. Significacién estadistica: * P < 0,05, *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001

comparado con WSU.

2. ESTUDIOS EN SANGRE PERIFERICA
2.1. Actividad de enzimas antioxidantes en eritrocitos

La figura 15 muestra la actividad en sangre de las diferentes enzimas antioxidantes,
glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y superdxido dismutasa (SOD), en los
cuatro grupos experimentales de animales. Se observa que en las ratas tratadas con

sunitinib se redujo la actividad de estas tres enzimas antioxidantes (62%, 42% y 51%,
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respectivamente). El tratamiento simultdneo con LC logré aumentar esta actividad,

llegando a normalizarse los valores en el caso de la GPx y de la GR.
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Figura 15. Actividad de las enzimas glutation peroxidasa, GPx (A), glutation reductasa, GR (B) y superdxido
dismutasa, SOD (C) en eritrocitos procedentes de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC),
con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados estan expresados en unidades de
actividad enzimatica (U) por gramo de hemoglobina (Hb), y representan la media + error estandar de al menos 6
animales en cada grupo. Significacion estadistica: * P < 0,05, *** P < 0,001 comparado con Wistar; ## P < 0,01,

### P < 0,001 comparado con WSU.

3. ESTUDIOS EN CORAZON

3.1. Actividad de enzimas antioxidantes

Al analizar la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y SOD en homogeneizados de
corazén (figura 16A y 16C), se observa una disminucién de un 28% y de un 35%
respectivamente, tras el tratamiento con sunitinib, en comparacién con el grupo control.
Tras la administracion simultanea de LC se revierten estas alteraciones, incluso la actividad
de la GPx llega a normalizarse. Con respecto a la actividad de la enzima GR, no se observan

diferencias significativas en el corazon de los cuatro grupos experimentales de animales

(figura 16B).
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Figura 16. Actividad de las enzimas glutation peroxidasa, GPx (A), glutation reductasa, GR (B) y superoxido
dismutasa, SOD (C) en homogeneizados de corazén procedentes de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-
carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media +
error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Significacién estadistica: * P < 0,05 comparado con

Wistar, ** P <0.01, *** P < 0,001 comparado con Wistar; # P < 0,05, ## P < 0,001 comparado con WSU.

3.2. Expresion génica y proteica de enzimas antioxidantes

Al analizar la expresidon génica y proteica de las diferentes enzimas antioxidantes en
corazén, observamos cdmo los resultados son bastante similares a los obtenidos en las
actividades de estas enzimas en dicho dérgano. Asi, la expresion génica de la GPx y SOD
(figura 17A y 17C) fue significativamente menor en el grupo tratado con sunitinib. En este
caso, la administracidon simultdnea de LC es capaz de contrarrestar completamente este
descenso, alcanzandose valores similares a los del grupo control para ambas enzimas. Por
su parte, la figura 17B pone de manifiesto que no existen diferencias significativas entre los
cuatro grupos experimentales al determinar la expresion génica de la enzima antioxidante

GR.
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Figura 17. Expresion génica de las enzimas glutation peroxidasa, GPx (A), glutation reductasa, GR (B) y
superdxido dismutasa, SOD (C) en corazén de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con
sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media + error estandar de al

menos 6 animales en cada grupo. Los cambios cuantitativos en la expresién de ARNm son determinados en

relacion a los niveles de ARNm del GAPDH en cada grupo correspondiente y calculado usando el método 2788,

Significacidn estadistica: ** P < 0,01 comparado con Wistar, *** P < 0,001 comparado con Wistar; # P < 0,05, ##

P < 0,01, ### P < 0,001 comparado con WSU.

De la misma forma, en cuanto a la expresién proteica de las enzimas antioxidantes, se
observa que el grupo tratado con sunitinib presenta unos valores significativamente
inferiores que los presentados por el grupo control en el caso de la GPx y la SOD (figuras
18A y 18C). Esta alteracion se corrige tras el tratamiento simultaneo con LC. Los niveles
relativos de la GR tampoco muestran en este caso diferencias significativas entre ninguno

de los cuatro grupos experimentales (figura 18B).
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Figura 18. Expresion proteica de las enzimas glutation peroxidasa, GPx (A), glutation reductasa, GR (B) y
superoxido dismutasa, SOD (C) en homogeneizados de corazén procedentes de ratas controles (WISTAR),
tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados
representan la media * error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Significacion estadistica:

* P <0.05, *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.

3.3. Relacién glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG)

La figura 19 muestra que no existen diferencias significativas entre los cuatro grupos
experimentales de animales en lo que respecta a la relacién glutatién reducido/glutatién

oxidado (GSH/GSSG) en homogeneizados de corazén.
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Figura 19. Determinacién de la relacion GSH/GSSG en homogeneizados de corazén procedentes de ratas
controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC).

Los resultados representan la media * error estandar de al menos 6 animales en cada grupo.

3.4. Grado de peroxidacion lipidica

En la figura 20 se pueden observar los niveles de malondialdehido en homogeneizados de
corazén, medidos como un indice de la peroxidacidn lipidica. Los resultados muestran que
se produce un incremento del 59% de la peroxidacidon lipidica en las ratas tratadas con

sunitinib, normalizandose los valores en el grupo sometido a tratamiento simultdneo con

LC.
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Figura 20. Peroxidacion lipidica en homogeneizados de corazéon procedente de ratas controles (WISTAR),
tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados
representan la media + error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Significacion estadistica:

*** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.

3.5. Grado de nitrosilacion de proteinas

Como se puede comprobar en la figura 21, el mayor nivel de proteinas nitrosiladas en el
corazon correspondié al grupo tratado con sunitinib, que mostré un aumento significativo

respecto del grupo control. La administracion simultdnea de LC provocd una disminucion
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significativa de dichos niveles, llegando a alcanzar los niveles observados en las ratas

controles.
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Figura 21. Expresion proteica de nitrotirosina en homogeneizados de corazén procedentes de ratas controles
(WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los
resultados representan la media + error estdndar de al menos 6 animales en cada grupo. Significacion

estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.

3.6. Niveles de 6xido nitrico

Los niveles de NO, determinados como la suma de nitratos y nitritos presente en las
muestras (apartado 6.8 de la seccién Materiales y Métodos), aumentan 1,6 veces en el
corazon de ratas tratadas con sunitinib comparados con los valores observados en las ratas
controles. La administracidn simultdnea de LC restaurd los valores de NO, llegando a

alcanzar los niveles observados en las ratas controles (figura 22).

45 - EX 3 3

40 - T
35
E 30 -
2 it Hitt
c 25 4
~2 . T
N 20
9 15
g 10

5 -

0 S T T T

WISTAR WLC WSU WSULC

Figura 22. Concentracion de NO en homogeneizados de corazén procedente de ratas controles (WISTAR),
tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados
representan la media + error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Significacion estadistica:

**% P < 0,001 comparado con Wistar; ## P < 0,001 comparado con WSU.
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3.7. Expresion génica y proteica, y grado de fosforilacion de eNOS

Cuando se estudié la expresion génica de la enzima eNOS, observamos cémo los animales
tratados con sunitinib presentan valores significativamente mayores (5,3 veces) a los
presentados por el grupo Wistar. Estos valores se reducen hasta llegar la normalidad tras el

tratamiento simultaneo con LC (figura 23).
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Figura 23. Expresion génica de la enzima eNOS en corazén de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-
carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media +
error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios cuantitativos en la expresion de ARNm son

determinados en relacidn a los niveles de ARNm del GAPDH en cada grupo correspondiente y calculado usando

AACt

el método 27, Significacidn estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con

WSU.

En la figura 24 se muestra el grado de fosforilaciéon de la enzima eNOS (fosforilacidon del
aminodcido serina en la posicion 1177 (pS1177)). La expresion proteica de la eNOS (total) se
encuentra aumentada en las ratas tratadas con sunitinib, mientras que la expresién de la
proteina fosforilada es significativamente inferior en este grupo de ratas. Por ello, la
relacién eNOs (pS1177)/eNOS total se encuentra significativamente disminuida en las ratas
tratadas con sunitinib. Estos valores se incrementan en el grupo sometido a tratamiento

simultdneo con LC, llegando a alcanzar los niveles observados en las ratas controles.
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Figura 24. Grado de fosforilacion de la enzima eNOS en homogeneizados de corazén procedentes de ratas
controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC).
Los resultados representan la media + error estdndar de al menos 6 animales en cada grupo. Significacion

estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.

3.8. Expresion génica de iNOS

Al analizar los resultados correspondientes a la expresion génica de la iNOS (figura 25), se
observa un aumento aproximado de 3 veces en el grupo tratado con sunitinib. Tras la
administracion simultdanea de LC se restauran los valores normales, no observandose

efectos significativos en el grupo WLC.
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Figura 25. Expresion génica de la enzima iNOS en corazon de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-
carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media +
error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios cuantitativos en la expresion de ARNm son
determinados en relacién a los niveles de ARNm del GAPDH en cada grupo correspondiente y calculado usando

-AACt

el método 2. Significacion estadistica: ** P < 0,01 comparado con Wistar; ## P < 0,01 comparado con WSU.
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3.9. Expresion génica y proteica de Nox2

Los resultados obtenidos en la determinaciéon de la expresion génica de Nox2 (subunidad de
membrana de la enzima NADPH oxidasa; apartado 2.3 de la seccidn Introduccion) fueron
superiores (5,8 veces) en el grupo tratado con sunitinib, produciéndose un descenso que

llega hasta la normalidad tras la administracion simultanea de LC (figura 26).
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Figura 26. Expresion génica de la subunidad Nox2 de la enzima NADPH oxidasa en corazon de ratas controles
(WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los
resultados representan la media + error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios
cuantitativos en la expresion de ARNm son determinados en relacion a los niveles de ARNm del GAPDH en cada

-AACt

grupo correspondiente y calculado usando el método 2. Significacion estadistica: *** P < 0,001 comparado

con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.

Coincidiendo con los resultados de expresidn génica, los niveles proteicos relativos de Nox2
en homogeneizados de corazén aumentan en las ratas tratadas con sunitinib. Estos valores
fueron menores en el grupo sometido a tratamiento simultaneo con LC, llegando a alcanzar

los niveles observados en las ratas controles (figura 27).



Tesis Doctoral M€ Victoria Ruiz Armenta

Nox2 ey S— L
GAPDH — S— S
250
g %k %k k
B 200 - T
[
S 150 |
g4 Hitt
° 3 i Hit
a 2 100 - . : z T
c
0
§ 50 -
o
x
w A—
0 r— T T
WISTAR WLC WSU WSULC

Figura 27. Expresion proteica de la subunidad Nox2 de la enzima NADPH oxidasa en homogeneizados de
corazon procedentes de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con
ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media * error estandar de al menos 6 animales en

cada grupo. Significacién estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.

3.10. Expresion génica de citoquinas inflamatorias

Como se observa en la figura 28, las ratas tratadas con sunitinib presentaron una mayor
expresion de las interleuquinas proinflamatorias (2,7 y 4,2 veces para IL-1B e IL-6,
respectivamente), junto con una disminucion en la expresion de la interleuquina
antiinflamatoria IL-10 (3 veces), al compararlos con los valores observados en las ratas
Wistar. La administracion simultdnea de LC consiguid revertir estos valores,

aproximandolos a los encontrados en el grupo control.
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Figura 28. Expresion génica de la citoquina IL-1B (A), IL-6 (B) e IL-10 (C) en corazén de ratas controles
(WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los
resultados representan la media + error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios

cuantitativos en la expresion de ARNm son determinados en relacion a los niveles de ARNm del GAPDH en cada

-AACt

grupo correspondiente y calculado usando el método 2. Significacion estadistica: *** P < 0,001 comparado

con Wistar; # P < 0,05, ### P < 0,001 comparado con WSU.

3.11. Estudio morfométrico del grado de fibrosis cardiaca

Como se aprecia en la figura 29, las muestras tefidas con tricrémico de Masson revelaron
un incremento del tejido conectivo, a nivel intersticial y perivascular, en ratas tratadas con
sunitinib, lo que se traduce en fibrosis cardiaca en las aéreas mencionadas. Sin embargo, las
ratas tratadas con LC y sunitinib simultaneamente no presentaron fibrosis, ofreciendo un

aspecto similar al observado en los grupos Wistar y WLC.
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Figura 29. Estudio de la fibrosis en muestras de corazén teiidas con tricromico de Masson. Micrografias
representativas de muestras tefiidas con la técnica tricrdmico de Masson en corazdon de ratas controles
(WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Aumento
100x.

Con el fin de cuantificar el grado de fibrosis, realizamos un estudio morfométrico en el que
analizamos las muestras teflidas con Rojo Sirio mediante un sistema de andlisis
computerizado. El espacio intersticial ocupado por la matriz extracelular fue
significativamente mayor en las ratas tratadas con sunitinib con respecto a las ratas
controles (Wistar). Sin embargo, el tratamiento simultdaneo con LC disminuyd las areas de
fibrosis intersticial, llegando a revertir el grado de fibrosis cardiaca en estas ratas y

asemejandose sus imagenes a las encontradas en las ratas controles (figura 30).
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Figura 30. Estudio morfométrico de la fibrosis intersticial cardiaca. (A) Micrografias representativas de
muestras de corazdn teiidas con Rojo Sirio en ratas controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC), con
sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Aumento 40x. (B) Analisis de imagen, muestra la
cuantificacion de la fibrosis intersticial segun el protocolo detallado en el apartado 7.3 de la seccion Materiales y
métodos. Los resultados representan la media + error estdandar de al menos 6 animales en cada grupo.

Significacion estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.
3.12. Expresion génica de colageno fibrilar tipo |

En la determinacion de la expresién génica de coldgeno fibrilar tipo I, se aprecia un
aumento significativo (5,3 veces) de sus niveles en el grupo tratado con sunitinib,
produciéndose un descenso que llega hasta la normalidad tras el tratamiento simultdneo

con LC (figura 31).
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Figura 31. Expresion génica de colageno tipo | en corazén de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-
carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media +
error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios cuantitativos en la expresion de ARNm son
determinados en relacidn a los niveles de ARNm del GAPDH en cada grupo correspondiente y calculado usando

AACt

el método 2. Significacidn estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con

WSsU.
3.13. Expresion génica de factores profibroticos

Cuando analizamos los resultados de la expresion génica de las citoquinas profibroéticas
TGF-B; y CTGF, se puede observar cdmo el grupo tratado con sunitinib presenta unos
valores significativamente mayores (4,9 y 5,6 veces, respectivamente) a los observados en

el grupo control. Dicha alteracidon se normaliza tras la administraciéon simultdnea de LC

(figura 32).
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Figura 32. Expresion génica de TGF-B, (A) y CTGF (B) en corazdn de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-
carnitina (WLC), con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media +
error estandar de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios cuantitativos en la expresion de ARNm son
determinados en relacién a los niveles de ARNm del GAPDH en cada grupo correspondiente y calculado usando

-AACt

el método 2 . Significacidon estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con

WSU.
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3.14. Expresion génica de ET-1

Al analizar los resultados correspondientes a la expresion génica de la ET-1 (figura 33), se
observa un notable incremento (27 veces) en el grupo tratado con sunitinib. Tras la
administracion simultanea de LC se restauran los valores normales, no observandose

efectos significativos en el grupo WLC.
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Figura 33. Expresion génica de la ET-1 en corazon de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC),
con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media * error estdndar
de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios cuantitativos en la expresion de ARNm son determinados

en relacion a los niveles de ARNm del GAPDH en cada grupo correspondiente y calculado usando el método 2°

aact Significacion estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.

3.15. Expresion génica de NF-kB

La expresidn génica del factor NF-kB aumenta de forma significativa (4,5 veces) en las ratas
tratadas con sunitinib con respecto al grupo control. Cuando estas ratas fueron tratadas
con LC, se consiguid una reversion en la expresidon de este factor, llegandose a alcanzar

valores similares a los animales controles (figura 34).
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Figura 34. Expresion génica de NF-kB en corazdn de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC),
con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media * error estandar
de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios cuantitativos en la expresién de ARNm son determinados

en relacion a los niveles de ARNm del GAPDH en cada grupo correspondiente y calculado usando el método 2

aact Significacidn estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; ### P < 0,001 comparado con WSU.

3.16. Expresion génica de PPAR-y

Como se observa en la figura 35, la expresidon génica de PPAR-y es aproximadamente 6
veces inferior en el grupo tratado con sunitinib con respecto al grupo control. El
tratamiento simultaneo con LC logré elevar significativamente estos valores, llegando a
normalizarlos.
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Figura 35. Expresion génica de PPAR-y en corazon de ratas controles (WISTAR), tratadas con L-carnitina (WLC),
con sunitinib (WSU) o con ambos compuestos (WSULC). Los resultados representan la media * error estandar
de al menos 6 animales en cada grupo. Los cambios cuantitativos en la expresién de ARNm son determinados
en relacion a los niveles de ARNm del GAPDH en cada grupo correspondiente y calculado usando el método 2°
AACt

. Significacion estadistica: *** P < 0,001 comparado con Wistar; # P < 0,05, ### P < 0,001 comparado con
WSU.
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1. ADMINISTRACION CRONICA DE SUNITINIB EN RATAS: EFECTOS ADVERSOS
ASOCIADOS

El descubrimiento de nuevas terapias dirigidas a inhibir las vias moleculares implicadas en
la oncogénesis y en el crecimiento del tumor ha revolucionado el tratamiento de muchos
tumores sdlidos. En este sentido, el sunitinib, fdrmaco perteneciente al grupo terapéutico
de los inhibidores de tirosinas kinasas, ha sido aprobado para el tratamiento del CCR, GIST y
pNET;*>*'® su uso también esta siendo evaluado en otro tipo de tumores en los que el
sunitinib prolonga la supervivencia de los pacientes.”® Como se menciona en el apartado
1.4 de la seccion Introduccion, la cardiotoxicidad y la HTA son efectos frecuentes, y en
ocasiones graves, de las terapias antiangiogénicas. Sin embargo, y a pesar de la creciente
cantidad de datos clinicos y de la mejora de los métodos de diagndstico, los mecanismos
moleculares responsables de la toxicidad cardiovascular asociada al uso del sunitinib no

estan claros.

En nuestro estudio se observa, en primer lugar, un descenso significativo en el peso de los
animales tratados con sunitinib al final del periodo experimental, como ya ha sido puesto
de manifiesto previamente por otros autores.”® En cuanto al peso del corazén e indice
cardiaco, nuestro trabajo muestra un aumento de ambos parametros en las ratas tratadas

con sunitinib, lo que indica la presencia de un corazén hipertrofiado en estos animales.

33 46
l. I,

Estos resultados no coinciden con los observados por Kerkela y col.” y Kappers y co
llevados a cabo en ratones y ratas tratados con sunitinib, respectivamente, en los cuales no
se observaron diferencias significativas en la masa ventricular izquierda entre los animales
controles y aquellos sometidos a tratamiento con sunitinib. Aunque la dosis diaria de
sunitinib es similar en todos los casos (25 mg/Kg/dia), esta discrepancia podria ser atribuida
a la mayor duracién del tratamiento en nuestro estudio (8 semanas, frente a las 5 semanas

de Kerkela y col. y los 8 dias de Kappers y col.), que hace que la dosis total acumulada haya

sido superior en nuestro caso.

Como era de esperar, basandonos en la literatura previa al respecto,***4*%*7 |as cifras de
presion arterial sistdlica y diastdlica y la frecuencia cardiaca aumentan en las ratas tratadas
con sunitinib al compararlas con los valores observados en las ratas controles. El
mecanismo fisiopatoldogico responsable de la HTA que subyace en la toxicidad
cardiovascular inducida por los ITKs no se conoce con exactitud. Como se indica en el
apartado 1.5.1 de la seccion Introduccion, puede estar relacionado con su efecto

antagonista sobre las vias de sefalizacidon de VEGF, ya que este antagonismo puede resultar
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en incremento del estrés oxidativo, disfuncidon endotelial asociada con una reduccion de la

26,44,298

produccién del NO y rarefaccion vascular; mecanismos todos ellos que llevarian a un

aumento de la resistencia vascular periférica, con la consiguiente elevacién de la presién

arterial.*

Una de las teorias mds relevantes apunta al hecho de que el estrés oxidativo podria jugar
un papel importante en el desarrollo de la HTA que acompafia a la toxicidad cardiovascular.
De hecho, se ha demostrado que el VEGF ejerce un papel protector contra el dafo
endotelial ejercido por las ERO.*> Ademas, Bridges y col.”* demostraron que tras administrar
una infusién crénica de sFlt-1 (soluble fms-like tyrosine kinase 1, un antagonista de VEGF)
en ratas prefiadas, se producia un aumento de la presién arterial y los niveles de -0, en la

vasculatura, sugiriendo una relacion entre la HTA y el aumento de estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es una consecuencia tanto de la sintesis excesiva de ERO como de la
disminucién de su degradacion por el sistema antioxidante (apartado 2 de la seccion
Introduccion). Nuestros resultados muestran que, en efecto, existe una alteracion en las
actividades de aquellas enzimas implicadas en la defensa antioxidante del organismo tras el
tratamiento con sunitinib. Asi se observa una disminucion de la actividad de las enzimas
antioxidantes GPx, GR y SOD en eritrocitos procedentes de ratas tratadas con el farmaco.
Como las enzimas GPx y SOD son responsables de eliminar el H,0, y el -0y,
respectivamente, la disminucion de su actividad sugiere un incremento en la produccion
sistémica de ERO en las ratas tratadas con este farmaco. Junto con estos cambios
observados en el estado oxidativo sistémico de los animales tratados con sunitinib, el
estudio del ventriculo izquierdo de estos animales nos muestra una menor actividad de las
enzimas GPx y SOD, aunque la actividad cardiaca de la GR no se modifica. Ya que la GPx
cataliza la reduccidn de H,0, a expensas del GSH, la disminucidn de la actividad cardiaca de
esta enzima podria deberse a una reduccidn en la concentracion de GSH y a una
disminucién en la relacién cardiaca de GSH/GSSG como previamente se ha demostrado en

2712273 gjpy embargo, al analizar la relacion cardiaca

el higado y corazén de ratas hipertensas.
GSH/GSSG, no encontramos diferencias significativas entre los niveles de las ratas controles
y las ratas tratadas con sunitinib. Para explicar los cambios observados en las actividades de
las diferentes enzimas antioxidantes, realizamos estudios de expresidn génica y proteica, y
los resultados presentaron patrones similares, indicando que los cambios funcionales
observados en las actividades enzimaticas son debidos a alteraciones en la cantidad de

ARNm y en la abundancia relativa de las correspondientes proteinas. Ademads, se

demuestra que existe un aumento en los niveles de peroxidacidn lipidica y en el grado de
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nitrosilacidon de proteinas en el ventriculo izquierdo de los animales tratados con sunitinib,
indicandonos la presencia de estrés oxidativo a nivel cardiaco. De la misma manera, se
observa un incremento en la expresién génica y proteica de la subunidad Nox2 de la enzima
NADPH oxidasa en los corazones de las ratas tratadas con sunitinib. Esta enzima, como se
describe en el apartado 2.3 de la seccidén Introduccion, es la principal fuente de radicales
libres en el sistema cardiovascular. Aunque habria que indicar que el aumento en la
expresion de la enzima NADPH oxidasa no implica necesariamente un aumento en su
actividad, nuestros resultados en su conjunto apuntan a un aumento en el estrés oxidativo

y en la produccién de la principal ERO, el -O,’, en las ratas tratadas con sunitinib.

Existe un gran numero de trabajos, utilizando tanto animales de experimentacién como
humanos, que muestran una clara relacidn entre la presencia de estrés oxidativo y la HTA.
De esta forma, se ha demostrado una disminucién en la actividad y expresion de enzimas
antioxidantes y un mayor grado de peroxidacion lipidica en el corazon y rifidn de diversos

241,275,300 55f como en pacientes con hipertension esencial.**

modelos de ratas hipertensas,
En cuanto a la enzima NADPH oxidasa, se conoce que estad altamente relacionada con la
fisiopatologia de la HTA, y su actividad se ha mostrado elevada tanto en células de la
musculatura lisa vascular de pacientes hipertensos como en modelos experimentales de

HTA 68,79

Podemos concluir, pues, que la administracién de sunitinib en ratas produce un aumento
en el estrés oxidativo sistémico y cardiaco que podria contribuir a la fisiopatologia de la
toxicidad cardiovascular desarrollada tras el tratamiento con este farmaco; esta
observacién coincide con una de las teorias barajadas en la actualidad para explicar los

efectos adversos del farmaco sobre el sistema cardiovascular.

Como se ha comentado anteriormente, otra teoria que se postula en referencia a la HTA y
toxicidad cardiovascular inducida por los ITKs es la relacionada con la inhibicién, o falta de
estimulacién, de la via del NO. En este sentido, varios trabajos demuestran que el VEGF
aumenta la transcripcién y traduccion de la eNOS, incrementando asi la produccién de
NQ;3>3640 por lo tanto, la inhibicion de la via de sefalizacion del VEGF reduce la
biodisponibilidad del NO, resultando en vasoconstriccién y consiguiente elevacién de la
presion arterial.*®*° Asi, en un estudio realizado en ratones a los que se les administré
DC101 (anticuerpo que bloquea el VEGFR) se observd una disminucidn en la expresion

génica de la eNOS en el rifién, con la consiguiente elevacion de la presion arterial en esos

. 2 . ; .
animales.’® Otro estudio llevado a cabo por Mayer y col.,*” mostré cémo el tratamiento de
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cultivos de células endoteliales con vadetanib, otro ITK, disminuia la actividad de la eNOS y
la cantidad de NO extracelular en ese tipo de células. Ademas, Kappers y col.”® encontraron
una disminucidn en los niveles de NO en orina de ratas tratadas con sunitinib. Estos
estudios difieren de los resultados obtenidos en este trabajo, en el que encontramos un
aumento de 1,6 veces en los niveles de NO en el corazdn de ratas tratadas con sunitinib. Al
analizar la expresion génica y proteica de la eNOS, observamos también cémo se produce
un aumento de ambos pardmetros tras la administracion de sunitinib. Sin embargo, al
estudiar el grado de fosforilacion de la eNOS en el residuo de serina en posicién 1177
(pS1177), advertimos como esta fosforilacién disminuye de forma significa en el grupo de
ratas tratadas con sunitinib, lo que indica que la enzima eNOS se encontraria menos activa

en dicho grupo®® y serfa incapaz de generar NO en cantidades éptimas.

Para intentar explicar esta aparente discrepancia, decidimos analizar la expresién génica de
la isoforma inducible de la enzima 6xido nitrico sintasa (iNOS), observando que en las ratas
tratadas con sunitinib existe una mayor expresion de esta enzima. La iNOS es una enzima
indetectable bajo condiciones fisioldgicas, pero en procesos celulares anormales, como la
insuficiencia cardiaca, es inducida por citoquinas y agentes inflamatorios, lo que resulta en

un alto flujo de NO.>**

La sobreactividad de la iNOS en situaciones de estrés oxidativo puede
desembocar en formacién de peroxinitritos (por reaccion del NO con -O,’), induciendo de
este modo un estrés nitrosativo. Por lo tanto, el incremento de la expresion y actividad de
la iINOS puede tener consecuencias perjudiciales para el sistema cardiovascular y contribuir

3% Aunque no hemos encontrado en la bibliografia estudios

a la generacién de HTA.
adicionales que determinen los niveles de NO/iNOS en el corazén de animales tratados con
ITKs, cabe sugerir, en funcion de nuestros resultados, que los altos niveles de NO
observados en el corazén de ratas tratadas con sunitinib podrian provenir principalmente
de la enzima iNOS y contribuir a la generacién de peroxinitritos; estos, a su vez, podrian
reaccionar con residuos de tirosina, lo que explicaria los altos valores de nitrosilacidon de
proteinas observados en este grupo de animales. Asimismo, la reaccién del NO con -0,

podria reducir la biodisponibilidad efectiva del primero, contribuyendo de este modo a la

vasoconstriccion y elevacién de la presion arterial secundaria al tratamiento con sunitinib.

Como se menciona en el apartado 2.4 de la seccién Introduccion, ademas del estrés

oxidativo, la inflamacién juega un papel importante en la fisiopatologia de la HTA.**®

Es por
ello que, tras confirmar la presencia de estrés oxidativo en nuestro grupo de ratas tratadas
con sunitinib, también tenia interés para nuestro estudio investigar el efecto del farmaco

sobre los mediadores de la inflamacidn. Asi, las ratas tratadas con sunitinib muestran altos
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niveles de expresion génica para las interleuquinas proinflamatorias IL-6 e IL-1B a nivel
cardiaco, asi como una disminucidn en la expresién génica de la citoquina antiinflamatoria

306
l. observaron un

IL-10. En concordancia con nuestros resultados, Henderson y co
incremento de la citoquina proinflamatoria TNFa en corazones aislados de ratas

perfundidos con sunitinib y otros ITKs.

Por otro lado, la HTA es un factor de riesgo para el desarrollo de fibrosis cardiaca,
produciéndose alteraciones estructurales y funcionales a nivel cardiaco (apartado 3.2 de la
seccion Introduccion). En nuestro estudio, las ratas tratadas con sunitinib presentan un
incremento en el drea de fibrosis cardiaca a nivel intersticial y perivascular. Estos cambios
estructurales se acompafiaron de alteraciones en la expresidén génica de colageno | y de los
factores profibroticos TGF-B, y CTGF. La asociacion entre el grado de fibrosis y el aumento
en la expresidn génica de los factores profibréticos es un hecho aceptado;*®”*’#1%*2% de
forma mas concreta, el TGF-B, se ha relacionado con la fibrogénesis cardiaca ligada a la
HTA.”*** En consonancia con nuestros resultados, Kojonazarov y col.”®®* mostraron un
aumento en el drea de fibrosis cardiaca a nivel intersticial y perivascular en ratas tratadas

con sunitinib. Ademds, Chintalgattu y col.*”’

observaron la presencia de fibrosis miocardica
en corazones de ratones con deleccion del PDGFR-B (diana del sunitinib) y sometidos a
situaciones de estrés inducidas por una sobrecarga de presidn. Por otra parte, diversos
trabajos experimentales han demostrado que el imatinib, otro ITK, puede aminorar la

fibrogénesis en el corazén y en el higado en diferentes modelos animales.**3%

A pesar de
que ambos farmacos, el sunitinib y el imatinib, pertenecen al mismo grupo terapéutico de
los ITKs, no poseen las mismas dianas farmacolégicas, lo que podria explicar esta aparente

controversia con respecto a sus efectos pro o antifibréticos.

En cualquier caso, las alteraciones encontradas en nuestro estudio sugieren que los
procesos inflamatorios y fibréticos podrian también estar implicados en la fisiopatologia de

la toxicidad cardiovascular inducida por sunitinib.

Por udltimo, hallazgos recientes indican que el sistema de la endotelina juega un papel
importante en el desarrollo de la HTA inducida por sunitinib. Asi, en dos experimentos
realizados por el mismo grupo se observa cdmo aumentan los niveles de ET-1 en el plasma
de humanos y ratas tratados con sunitinib, proponiendo que el aumento de la presion
arterial inducida por éste guarda relacidon con este incremento de los niveles circulantes de
ET-1.%*® Ademds, estos mismos investigadores han demostrado, en cerdos tratados con

sunitinib, una normalizacién de la resistencia vascular sistémica y de la presion arterial tras
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la administracién de un antagonista de los receptores de la ET-1, sugiriendo que la
vasoconstriccion es el mecanismo mas importante implicado en el aumento de la presién
arterial durante la terapia antiangiogénica.”’ En linea con estos resultados, en el presente
estudio encontramos un aumento en la expresién génica de ET-1 en el corazén de las ratas
tratadas con sunitinib, en comparacién con el grupo de ratas controles. La ET-1 es un
péptido vasoconstrictor de 21 aminodcidos que estd implicado en la fisiopatologia de varias
enfermedades cardiovasculares, como HTA, aterosclerosis e hipercolesterolemia.310'311
Existe abundante literatura que demuestra que la ET-1 ejerce parte de su efecto
vasoconstrictor a través de la activacion de la NADPH oxidasa y la generacién de ERO.3'#3%
Ademas, estd comprobado experimentalmente que la ET-1 también esta implicada en la
generacion de fibrosis cardiaca,**® dando lugar a la proliferacion de fibroblastos cardiacos y

promoviendo la sintesis de proteinas de la MEC.>'®*!7 318

En resumen, las ratas que recibieron un tratamiento de sunitinib durante 8 semanas,
presentaron un incremento en los valores de presion arterial, junto con el desarrollo de
estrés oxidativo y nitrosativo, y alteraciones en los mediadores inflamatorios con
hipertrofia y fibrosis cardiaca. Ya que tanto el estrés oxidativo como la inflamacion y la
fibrosis juegan un papel patogénico en el desarrollo y progresion de la HTA, podemos intuir
que estos tres procesos contribuyen a la toxicidad cardiovascular observada en el
tratamiento con sunitinib. De manera adicional, podemos inferir que la ET-1 podria estar
potenciando la accién de la NADPH oxidasa, a través de la cual podrian alterarse los
pardmetros de estrés oxidativo, inflamacidn vy fibrosis presentes en las ratas tratadas con

sunitinib.

2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE L-CARNITINA EN RATAS
TRATADAS CON SUNITINIB

Como refleja nuestra hipétesis de trabajo, debido a la repercusion clinica de las nuevas
terapias antiangiogénicas en la curacion de distintos tipos de tumores, resulta de gran
trascendencia el desarrollo de nuevas estrategias para la prevencién y el tratamiento de la
HTA e insuficiencia cardiaca resultante de la administracién del sunitinib, y la LC podria
actuar aminorando o evitando el estrés oxidativo, la inflamacion y la fibrosis cardiaca

generados por el sunitinib.

En nuestro estudio, en primer lugar observamos que la reduccién del peso corporal en los
animales tratados con sunitinib se corrige con el tratamiento simultdneo con LC. A su vez,

encontramos como la administracién de LC hace desaparecer la hipertrofia cardiaca
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causada por el sunitinib. Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente en
nuestro laboratorio en ratas con hipertensién arterial inducida por L-NAME, en las que la LC
consigue restaurar el aumento del indice cardiaco provocado por el inhibidor de la sintesis

de NO.%’

Cuando las ratas tratadas con sunitinib recibieron un tratamiento crénico simultadneo con
LC, observamos una disminucién significativa de los valores de la presidn arterial, que al
final del periodo experimental llegan a alcanzar una reduccién de 30 y 22 mm Hg para la
PAS y PAD respectivamente, con respecto al grupo de sunitinib. Aunque los valores netos
de PAD deben siempre ser manejados con precaucidon cuando se utiliza el método de
oclusion de la arteria caudal (es decir, deben considerarse estimaciones mas que cifras
exactas), en cualquier caso nuestros resultados indican que la LC previene el incremento de
presidn arterial inducido por la administracion de sunitinib. Este efecto hipotensor de la LC
va ha sido puesto de manifiesto en diferentes modelos experimentales de hipertensién

arterial por nuestro grupo de investigacion, asi como por otros autores, 267273273

Como hemos sefialado en el apartado anterior, las ratas tratadas con sunitinib presentan
un aumento en su estado oxidativo sistémico y cardiaco. Sin embargo, cuando el
tratamiento de sunitinib fue realizado administrando simultdaneamente la LC, las
actividades de las tres enzimas antioxidantes medidas en los eritrocitos se incrementaron
de forma significativa hasta alcanzar los valores normales observados en el grupo control.
En cuanto a los efectos del tratamiento simultdneo con LC sobre el estado oxidativo
cardiaco, la LC ha sido capaz de revertir las alteraciones inducidas por sunitinib en la
actividad y expresion génica y proteica de la GPx y SOD, asi como en los valores de
peroxidacidn lipidica y de nitrosilacidon de proteinas. Por tanto, nuestros resultados indican
que la terapia combinada de sunitinib y LC protege al organismo del estrés oxidativo

sistémico y cardiaco producido por la administracion de sunitinib.

Existe abundante literatura que muestra la capacidad antioxidante de la LC;2**26>319320 gjp

embargo, el presente estudio muestra por primera vez la capacidad de la LC para combatir
el estrés oxidativo causado por el tratamiento con sunitinib. Recientemente, se ha sugerido
que la suplementacién con LC mejora la actividad antioxidante en sujetos sanos.
Concretamente, en un estudio realizado por Cao y col.>** se muestra cémo la
administracién de 2 gramos diarios de LC a sujetos sanos fue capaz de aumentar la
concentracién plasmatica de la SOD y GPx, mejorando asi la capacidad antioxidante en

estos individuos. En nuestro trabajo, la LC también consiguié restaurar los valores de la
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expresion génica y proteica de la subunidad Nox2 de la enzima NADPH oxidasa, lo que
demuestra que, ademds de su capacidad de actuacién sobre los sistemas enzimaticos de
defensa, el efecto antioxidante de la LC en corazén esta también mediado por su capacidad
para regular la expresidon de esta subunidad de la NADPH oxidasa. Estos datos estan en
consonancia con lo observado por nuestro grupo de investigacién en el corazén y rifidn de

267,268 ndemas, en un estudio llevado a

ratas hipertensas tras el tratamiento crénico con LC.
cabo en pacientes sometidos a cirugia abdominal, el tratamiento con LC redujo los niveles
de la subunidad Nox2 a nivel plaquetario, modulando asi los niveles circulantes de ERO y

mejorando el estado oxidativo de estos pacientes.”®

En cuanto a los niveles de NO, el tratamiento simultdaneo de sunitinib y LC normaliza los
niveles cardiacos de nitratos y nitritos, asi como la expresién de la enzima iNOS. Estos

resultados estan en consonancia por los obtenidos por Koc y col.,**

quienes demostraron
gue el tratamiento con LC reduce la cantidad de NO y la expresién génica de la iNOS en
macroéfagos de raton estimulados con LPS (lipopolisacarido). Por el contrario, la LC aumenta
los niveles de nitratos y nitritos en el corazén y rifidn de ratas con HTA generada por el
tratamiento con L-NAME.****®® En ciertas patologias, como la preeclampsia (un tipo de HTA
durante el embarazo) existe también cierta controversia entre la sintesis y accion del NO en

33 En todo caso, en nuestro estudio, el tratamiento

la vasculatura feto-placentaria.
simultaneo con sunitinib y LC restaura los parametros fisioldgicos observados en el grupo

control.

Con respecto a las alteraciones producidas en los parametros inflamatorios en el
tratamiento con sunitinib, la administracién simultanea de este farmaco y LC mostré una
disminucion de la expresion génica de IL-6 e IL-1, asi como un aumento en la expresion
génica de IL-10, revirtiendo los valores de estas citoquinas a la normalidad y sugiriendo un
efecto antiinflamatorio de la LC a nivel cardiaco. Estos hallazgos concuerdan con los
observados en anteriores investigaciones, donde se muestra el efecto antiinflamatorio de la
LC a nivel sistémico y cardiaco tanto en pacientes con hipertension esencial como en varios

269285324 Fn un estudio realizado en ratas con cancer, el

modelos de ratas hipertensas.
tratamiento con 250 mg de LC/kg/dia trajo consigo una mejora en el estado de caquexia
observado en estos animales, y los autores asociaron este efecto beneficioso de la LC a la
reduccion observada en los niveles plasmaticos de citoquinas, asi como a la mejora del

. . 2.
estado inflamatorio.*”®
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Si bien es cierto que existe una gran cantidad de resultados que muestran los efectos
antioxidantes y antiinflamatorios de la suplementacién con LC, los mecanismos de accidn al
respecto siguen sin estar definidos. Es bien sabido que un aumento de las ERO desencadena
multitud de vias sensibles a redox; tal es el caso del factor de transcripcion NF-kB. Como
mencionamos en el apartado 2.4 de la seccién Introduccion, la activacion de NF-kB
promueve la expresion génica de enzimas proinflamatorias, y la elevacién de ERO provoca

160326327 astableciéndose de este modo una

un aumento en la expresion génica de NF-kB,
interaccion entre mecanismos oxidantes e inflamatorios. Estos hallazgos estan en
consonancia con nuestros resultados obtenidos en el corazén de ratas tratadas con
sunitinib, en las que se aprecia una elevaciéon importante en la expresion génica de NF-kB.
El tratamiento con la LC revirtid este parametro a cifras normales, lo que sugiere un efecto
mediador del NF-kB en los efectos beneficiosos de la LC. Existen varios trabajos que apoyan
esta teoria. Asi, en un estudio realizado por nuestro grupo de investigacién, se muestra que
el tratamiento con la LC restaura los valores de la expresion génica de NF-kB en ratas con

21 Ademds, en un estudio reciente realizado por Koc y

hipertensidon espontanea (SHR).
col.,*** se muestra como el tratamiento con LC reduce la actividad de NF-kB en macréfagos

de raton estimulados con LPS.

Ademas del aumento en el estrés oxidativo y la inflamacidn, las ratas tratadas con sunitinib
presentaron un grado notable de fibrosis cardiaca. Tras la terapia combinada de sunitinib y
LC, se observd una clara reduccidn en el grado de fibrosis cardiaca, tanto a nivel intersticial
como perivascular, ademas de una reduccion en la expresion génica y proteica de los
marcadores profibréticos TGF-B; y CTGF. De este modo, nuestro estudio pone de
manifiesto el papel antifibrdtico y cardioprotector de la LC en el corazdn de las ratas bajo
tratamiento con sunitinib, gracias a una reduccién en la sintesis de Col I, a través de la
accion de la LC sobre la via del TGF B;. En un reciente estudio, Omori y col.**® describen el
efecto antifibrético de la LC en ratas con hipertensidn e insuficiencia cardiaca. En dicho
estudio, el tratamiento con LC fue capaz de restaurar los niveles cardiacos de componentes
de la matriz extracelular hasta valores normales. Estos hallazgos concuerdan con lo
observado por nuestro grupo de investigacion en ratas con HTA generada por el
tratamiento con L-NAME, donde el tratamiento con LC redujo los altos depdsitos de

z ’ .7 7. 2
coldgeno observados en estas ratas, asi como la expresién génica de TGF-B; y CTGF.”®’

Como indicamos en el apartado 2.3 de la seccién Introduccidn, en los Ultimos afios se ha

demostrado el papel de la familia de factores de transcripcion PPARs en el desarrollo de

. . -1 2
diferentes enfermedades cardiovasculares, tales como la HTA y la aterosclerosis, 33329
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describiéndose sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antifibréticos. Lin y col.**
mostraron que PPARa inhibia las ERO inducidas por la administracién de doxorrubicina en
células tubulares renales, protegiendo a estas células de la apoptosis inducida por la dicho
farmaco. Ademas, existen datos que apuntan al hecho de que los efectos de la LC podrian
estar mediados por miembros de la familia PPARs. Asi, en un estudio realizado por Li y
col.,**® se muestra cémo el efecto antioxidante de la LC en hepatocitos humanos expuestos
a H,0, estd mediado por la accién de PPARa. De la misma forma, otros trabajos han puesto
de manifiesto la participacion de la familia PPARs en los efectos antiapoptdtico y

331,332

cardioprotector de la LC. Ademads, nuestro grupo de investigacién ha demostrado que

el efecto antifibrotico de la L-carnitina a nivel renal, en ratas tratadas con L-NAME, esta

7 por todo esto, uno de

mediado, al menos en parte, por el factor de transcripcién PPARy
los objetivos de nuestro estudio fue valorar si los efectos cardioprotectores de la LC
observados en ratas tratadas con sunitinib podrian estar también mediados por la accion de
este factor de transcripcion. En efecto, nuestros resultados muestran una disminucién
significativa en la expresidon de PPARy en las ratas tratadas con sunitinib, disminucidon que

desaparece tras el tratamiento simultaneo con LC.

Finalmente, y como indicamos en el anterior apartado, las ratas tratadas con sunitinib
presentan un aumento en la expresidon génica de ET-1, sugiriendo que el sistema de la
endotelina juega un papel importante en el desarrollo de la toxicidad cardiovascular
inducida por el farmaco. De manera adicional, nuestros resultados muestran que la
administracién conjunta de sunitinib y LC consiguid restaurar la expresion génica de ET-1,
sugiriendo una accién directa de la LC sobre la via de la endotelina. Este resultado
concuerda con un estudio realizado en pacientes en hemodidlisis que recibieron
tratamiento con LC, en los que se observa una disminucidon de los niveles de ET-1 en
plasma.®®® Ademds, la ET-1 estd también relacionada con el factor de transcripcion
PPARy.>* Asi, se ha demostrado que PPARy inhibe la produccién de ET-1 inducida por
trombina en células endoteliales,® y que un agonista de PPARy es capaz de disminuir la
produccion de ET-1, efecto que se asocié con un descenso de la presién arterial.**® Por todo
ello, podriamos sugerir que la LC ejerce un efecto sobre la ET-1 a través de la modulacién

de PPARy.

En resumen, la LC actla protegiendo al corazdn del estrés oxidativo, inflamacion y fibrosis
inducidos por la administracion de sunitinib, consiguiendo asimismo recuperar las cifras de
normotension en los animales tratados simultdneamente con ambos compuestos. Las

acciones beneficiosas de la LC podrian ejercerse a través de la modulacion de los factores
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de transcripciéon NF-kB y PPARy. Nuestro estudio identifica por primera vez a la LC como un
agente terapéutico deseable para la prevencién del dafio cardiaco e HTA inducidos por
sunitinib, mediante la atenuacidn del estrés oxidativo, inflamacién y fibrosis. Por tanto, el
uso de L-carnitina en combinacién con sunitinib podria ayudar a mejorar los efectos
adversos derivados de las terapias destinadas a la inhibicién de las vias moleculares
implicadas en la oncogénesis y el crecimiento del tumor. Creemos que nuestros datos son
alentadores y suponen una base racional para emprender nuevos estudios preclinicos que

eventualmente allanen el camino a una potencial nueva aplicacién clinica de la L-carnitina.
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La realizaciéon del presente trabajo nos ha permitido extraer las siguientes conclusiones:

1. La administracién de LC en terapia combinada con sunitinib aminora la pérdida de peso
corporal y la hipertrofia cardiaca asociadas al tratamiento con el inhibidor de tirosinas

kinasas.

2. La terapia combinada de sunitinib y LC restaura los valores de presién arterial y de
frecuencia cardiaca, corrigiendo la hipertension arterial y taquicardia asociadas al

tratamiento con sunitinib.

3. La LC mejora el estrés oxidativo inducido por sunitinib, tanto a nivel sistémico como a

nivel cardiaco.

4. La adicién de LC a la terapia con sunitinib disminuye los procesos inflamatorios a nivel

cardiaco asociados al tratamiento con sunitinib.

5. La terapia combinada de sunitinib y LC reduce la fibrosis cardiaca inducida por el

primero.

6. Este efecto beneficioso de la LC en el dafio cardiovascular inducido por sunitinib podria

estar mediado por los factores de transcripcion NF-kB y PPARy.

7. El presente estudio identifica por primera vez a la LC como un agente terapéutico
deseable para la prevencion del dafio cardiaco e HTA inducidos por sunitinib, y podria
constituir la base de nuevos estudios que justifiquen una posible nueva aplicacion clinica de

la carnitina.
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