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I ARTICULO ORIGINAL

Inhibicion de la hipertrofia ventricular izquierda, normalizacion de
la respuesta contractil cardiaca y estrés oxidativo en hipertension
experimental

Inhibition of Left Ventricular Hypertrophy, Normalization of the Contractile Response and
Oxidative Stress in Experimental Hypertension

HERNAN GOMEZ LLAMBI", BRUNO BUCHHOLZM™AC.2, GABRIEL CAO', GRACIELA OTTAVIANO', ANGELICA MULLER', RICARDO GELPM™SAC. T,
MATILDE OTERO-LOSADA!, JOSE MILE[M™AC. 1

RESUMEN

Introducciéon y objetivos: La hipertrofia ventricular izquierda secundaria a hipertension arterial se ha interpretado como un
mecanismo de proteccion para reducir el estrés parietal y prevenir la insuficiencia cardiaca. Sin embargo, paraddjicamente,
su presencia se acompana de un incremento de la morbimortalidad cardiovascular. El presente estudio se llevé a cabo con
el propdsito de evaluar si el tratamiento antihipertensivo crénico inhibe el desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda y
revierte el deterioro de la respuesta betaadrenérgica cardiaca y su posible relacién con cambios en el metabolismo oxidativo
del miocardio.

Material y métodos: Ratas macho espontaneamente hipertensas (REH, 2 meses de edad) se distribuyeron en grupos (n_,, = 18)
segin (mg/kg, v.0.): losartan 30 (L), hidralazina 11 (H), rosuvastatina 10 (R), carvedilol 20 (C), agua (control tratamiento).
Control hipertensién: 18 ratas normotensas (Wistar-Kyoto, WKY). Periédicamente se registraron la presion arterial sistélica
(PAS) (pletismografia, en animales despiertos) y el peso corporal (PC). Luego de 16 meses se practicé eutanasia. El 50% de los
corazones se montaron en preparaciéon de Langendorff para medir contractilidad preestimulo y posestimulo betaadrenérgico
[isoproterenol (Iso): 10°M, 10"M, 10°M]. En los corazones restantes se registré el peso del ventriculo izquierdo (PVI), que
se normaliz6 por el PC. Se cuantificé la expresién inmunohistoquimica de tiorredoxina 1(Trx-1), peroxirredoxina 2 (Prx-2) y
glutarredoxina 3 (Grx-3) (indicadores antioxidantes).

Resultados: Peso corporal: similar en todos los grupos. PAS (mm Hg): 154 = 3 (L), 137 = 1 (H), 190 = 3 (R)**, 206 + 3 (REH)*,
183 + 1 (C)**, 141 = 1 (WKY) (*p < 0,05 vs. L, H, WKY: **p < 0,05 vs. L, H, WKY, REH). E1 PVI/PC de REH y R fue mayor
(p < 0,05) respecto de L, H, C y WKY. En C no se observé correlacion entre hipertension e hipertrofia ventricular izquierda.
Grupos REH, R y C: mostraron depresién de contractilidad basal vs. L, H y WKY. Respuesta a Iso 10° M: similar en WKY y
L; disminuida en C, H, R y REH. Expresion de Trx-1, Prx-2 y Grx-3: aument6 en C, H, Ry L (1,5-2 veces promedio; p < 0,01
vs. REH y WKY).

Conclusiones: El tratamiento con losartan, hidralazina y carvedilol previno el desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda.
El losartan normalizé la respuesta al isoproterenol en REH. Factores adicionales participarian en el desarrollo de hipertrofia
ventricular izquierda con deterioro de la respuesta inotrépica a la estimulacién betaadrenérgica en hipertensién. El aumento
en la expresion de tiorredoxinas por tratamientos antihipertensivos sugiere un beneficio asociado, aumentando la respuesta
antioxidante frente al estrés oxidativo en hipertension.

Palabras clave: Losartan - Rosuvastatina - Carvedilol - Hidralazina - Hipertrofia ventricular izquierda - Estrés oxidativo - Tiorredoxina 1 - Glutarredoxina 3 -
Peroxirredoxina 2

ABSTRACT

Background and objectives: Left ventricular hypertrophy secondary to hypertension has been perceived as a protective
mechanism to reduce wall stress and prevent heart failure. However, its presence is paradoxically associated with increased
cardiovascular morbidity and mortality. The aim of this study was to evaluate whether chronic antihypertensive treatment
inhibits the development of left ventricular hypertrophy and normalize the reverting impaired cardiac beta-adrenergic re-
sponse, and its possible association with changes in myocardial oxidative metabolism.

Methods: Spontaneously hypertensive male rats (SHR, 2 months old) were divided into groups (n_ = = 18) according to (mg/
kg, p.o): losartan 30 (L), hydralazine-11 (H), rosuvastatin 10 (R), carvedilol 20 (C), and water (controf treatment). The control
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hypertension group consisted of 18 normotensive rats (Wistar-Kyoto, WKY). Systolic blood pressure (SBP) (plethysmography
in awake animals) and body weight (BW) were measured periodically. The animals were sacrificed at 16 months and 50%
of the hearts were mounted in a Langendorff system to measure contractility before and after beta-adrenergic stimulation
[isoproterenol (Iso): 10° M, 107 M, and 10®° M]. In the remaining hearts left ventricular weight (LVW) was measured and
normalized by BW. Immunohistochemical expression of thioredoxin 1 (Trx-1), peroxyredoxin 2 (Prx-2) and glutaredoxin 3
(Grx-3) (antioxidant indicators) was quantified.

Results: Body weight was similar in all groups. Systolic blood pressure (mm Hg) was 154 = 3 (L), 137 = 1 (H), 190 + 3 (R)**,
206 = 3 (SHR)*, 183 = 1 (C)**, and 141 = 1 (WKY) (* p < 0.05 vs. L, H, WKY, ** p < 0.05 vs. L, H, WKY, SHR). LVW/BW
was higher in SHR and R (p < 0.05) compared with L, H, C and WKY. In C, there was no correlation between hypertension
and left ventricular hypertrophy. SHR, R and C evidenced baseline contractile depression vs. L, H and WKY. The response to
10° M Iso was similar in WKY and L, and reduced in C, H, R and SHR. The expression of Trx-1, Prx-2 and Grx-3 increased
in C, H, R and L (average increase: 1.5-2 times; p < 0.01 vs. SHR and WKY).

Conclusions: Treatment with losartan, hydralazine, and carvedilol prevented the development of left ventricular hypertrophy.
Losartan normalized the response to isoproterenol in SHR. Additional factors might participate in the development of left
ventricular hypertrophy with impaired inotropic response to beta-adrenergic stimulation in hypertension. The increased ex-
pression of thioredoxins as a result of antihypertensive treatment suggests an additional benefit, increasing the antioxidant

response against oxidative stress in hypertension.

Key words: Losartan - Rosuvastatin - Carvedilol - Hydralazine - Left Ventricular Hypertrophy - Oxidative Stress - Trx-1 - Grx-3 - Prx-2

Abreviaturas

C Carvedilol
ERO Especies reactivas del oxigeno
Grx-3 Glutarredoxina 3

H Hidralazina

HMG-CoA Hidroximetilglutaril-coenzima A

HVI Hipertrofia de ventricular izquierda
IC Insuficiencia cardiaca
L Losartan

INTRODUCCION

La prolongacién de la vida, fruto del desarrollo farma-
colégico y tecnologico ha favorecido el incremento de
patologias como la insuficiencia cardiaca (IC).

La hipertrofia ventricular izquierda (HVI) secun-
daria a hipertensién arterial se ha interpretado como
un mecanismo de protecciéon para reducir el estrés
parietal y prevenir la IC. Sin embargo, la presencia de
HVI, paradéjicamente, se acompana de un incremento
de la morbimortalidad cardiovascular.

El objetivo de este trabajo fue el de evaluar en ratas
genéticamente hipertensas (REH, una de las cepas
endogamicas mas utilizadas como modelo animal en
el estudio de la hipertensién esencial humana) si el
tratamiento crénico con farmacos utilizados habitual-
mente en el tratamiento de la hipertension arterial
(sean hipotensores o no) y que acttian sobre diferentes
mecanismos fisiol4gicos es capaz de inhibir el desarro-
llo de HVI con reversién del deterioro de la respuesta
betaadrenérgica cardiaca, independientemente de la
normalizacion de las cifras de presion arterial (PA), y
si existe alguna relacion de los posibles efectos con mo-
dificacion del metabolismo oxidativo en el miocardio.

La IC es un sindrome clinico complejo que resulta
de una alteracién funcional y/o estructural, donde el
coraz6n es incapaz de mantener un volumen minuto
adecuado ante los diferentes requerimientos tisulares
de oxigeno.

PC Peso corporal

PP Peso pulmonar

Prx-2 Peroxirredoxina 2

PVI Peso del ventriculo izquierdo

R Rosuvastatina

REH Ratas espontaneamente hipertensas
Trx-1 Tiorredoxina 1

WKY Wistar-Kyoto

La hipertension arterial (HTA) es uno de los fac-
tores de riesgo mas importantes para el desarrollo de
IC y de HVI, y la presencia de esta tltima incrementa
hasta 6 veces la posibilidad de desarrollar IC. (1, 2)

Se ha postulado que la HVI cumple un rol protector
cardiaco en la preservacién de la funcién contractil y la
prevencion de la IC. El estudio Framingham demostrd
que la HVI, segtn el patrén anatémico desarrollado, es
un factor de riesgo independiente de morbimortalidad
general y cardiovascular incluyendo eventos cardio-
vasculares adversos, como IC, aterosclerosis, accidente
cerebrovascular y/o muerte. (3, 4) Los resultados epide-
miolégicos plantean la necesidad de resolver los interro-
gantes que surgen con respecto al papel que desempena
la HVI en el desarrollo y en la evolucién de la IC.

Se ha postulado que asi como la generaciéon de
especies reactivas del oxigeno (ERO) cumple un papel
muy importante en la remodelacion y la HVI, (5) los
antioxidantes como el glutatién, enzimas antioxidan-
tes de la familia de las tiorredoxinas y otras como la
superoxido-dismutasa y la catalasa, pueden tener un
efecto protector atenuando o contrabalanceando la
accién nociva de las ERO. (6)

Es llamativo el hecho de que las ERO en concen-
traciones bajas inducen la expresion de Trx-1 pero en
concentraciones altas inactivan la Trx-1 a través de
un desacople secundario a un desequilibrio entre 6xido
nitrico (NO) y ERO. De esta manera, la inactivaciéon
de la Trx-1 con el resultante aumento en los niveles
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de ERO podria participar en respuestas diversas como
la hipertrofia o la apoptosis. (7, 8) También se ha in-
formado que la Trx-1 reduce la hipertrofia ventricular
inducida por estimulacion del receptor para angioten-
sina II cardiaco. (9)

Este estudio evalia si el tratamiento antihiper-
tensivo cronico inhibe el desarrollo de HVI con re-
cuperacion de la respuesta betaadrenérgica cardiaca
deteriorada y su posible relacién con cambios en el me-
tabolismo oxidativo del miocardio. Se evalu6 el efecto
de distintos farmacos utilizados como antihiperten-
sivos: losartan (hipotensor indirecto por bloqueo del
receptor I de angiotensina II), hidralazina (hipotensor
directo por su accién vasodilatadora), rosuvastatina
[estatina hipolipemiante que bloquea la conversion
de hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) en
mevalonato] (10, 11) y carvedilol (betabloqueante
con actividad antioxidante, hipotensora y antihiper-
tréfica). (12, 13)

MATERIAL Y METODOS

Se distribuyeron ratas macho espontaneamente hipertensas
(REH, 2 meses de edad) en grupos (n,,,, = 18) segin (mg/
kg, v.0.): losartan 30 (L), hidralazina i1 (H), rosuvastatina
10 (R), carvedilol 20 (C), agua (control tratamiento). Control
hipertensién: 18 ratas normotensas (Wistar-Kyoto, WKY).
Todos los animales fueron mantenidos en el bioterio del
ININCA, con ciclos de luz-oscuridad de 12-12 horas, a una
temperatura de 21 + 2 °C y alimentados con un balanceado
extrusado, con contenido normal de sodio y 16-18% de pro-
teinas (Cooperacién-Argentina), de acuerdo con las recomen-
daciones del Canadian Council on Animal Care (1980-1984)
(Guide to the care and use of experimental animals. 2 vols.
Ottawa, Ont.: CCAC).

Semanalmente se determind el peso corporal (PC). Quince-
nalmente se registro la PA por pletismografia de la cola usando
un médulo NIBP controller (ADinstruments) en linea con un
equipo PowerLab (ADinstruments). Los registros se almacena-
ron y analizaron con el software LabChart (ADinstruments).

Eutanasia

Al final del tratamiento (16 meses) se practic6 eutanasia por
inyeccion de pentobarbital 40 mg/kg i.p. en todos los animales
en estudio.

Medicion de la funcidn contractil en respuesta a la
estimulacion betaadrenérgica

E150% de los corazones por grupo se montaron en un sistema
de perfusion de acuerdo con la técnica modificada de Langen-
dorff. El procedimiento completo duré menos de 1 minuto.
El corazon se perfundié con buffer Krebs-Henseleit (mM:
118,5 NaCl; 4,7 KCI; 24,8 NaHCO,; 1,2 KH,PO; 1,2 MgSO,;
2,5 CaCl,, 10 glucosa) a pH 7,43-7,47; burbujeado con 95%
de O, a 37 °C. Se colocaron dos electrodos conectados a un
marcapasos y se estimul6 a 175 latidos/minuto.

A través de un tubo de polietileno, un balén de latex colo-
cado en el ventriculo izquierdo se conecté a un transductor de
presion Deltram IT (Utah Medical System), conectado a su vez
a una computadora por medio de un convertidor analégico-
digital. Este equipo permitié obtener y almacenar los valores
de presion del ventriculo izquierdo y sus registros derivados
(dP/dt +) en tiempo real.

Se registré la presion sistdlica ventricular y el valor
méximo de la dP/dt + (+dP/dt_, ) (un indicador de velocidad

de desarrollo de la fuerza contractil) en respuesta a la esti-
mulacién con isoproterenol: 10, 107y 10 M.

Expresion inmunohistoquimica de tiorredoxinas

El resto de los corazones fueron disecados y los ventriculos
izquierdos se pesaron (PVI) y se procesaron convencional-
mente para evaluacién inmunohistoquimica. Se utilizaron
anticuerpos especificos antirredoxinas: antitiorredoxina-1,
antiglutarredoxina-3 y antiperoxirredoxina-2 (anti-Trx-1,
anti-Grx-3, anti Prx-2, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA).
El PVI se normaliz6 segtin el PC.

Como indicadores de respuesta antioxidante se cuantificé
la expresion nuclear de Trx-1 y Grx-3 y la expresién inters-
ticial de Prx-2.

Se pesaron ambos pulmones (PP) y los valores registrados
se normalizaron de acuerdo con el PC (PP/PC).

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por ANOVA seguido de la prue-
ba de Bonferroni para evaluar diferencias entre los factores
de interés (SPSS® 14.0). Convencionalmente, se considerd
diferencia significativa una p < 0,05.

Consideraciones éticas

El protocolo se realizé de acuerdo con las recomendaciones
del Canadian Council on Animal Care (1980-1984) (Guide
to the care and use of experimental animals. 2 vols. Ottawa,
Ont.: CCAC).

RESULTADOS

Presion arterial

En el grupo REH, la PA se elevé progresivamente desde
el inicio del estudio (2 meses de edad) y alcanzé valores
maximos a partir de los 4 meses de edad. Los grupos
tratados con losartan o hidralazina no mostraron este
ascenso y sus valores de PA fueron similares a los ob-
servados en el grupo WKY (Figura 1).

En contraposicién, la administracién de rosuvas-
tatina no modificé la PA. Por su parte, el tratamiento
con carvedilol gjercié un leve efecto hipotensor durante
todo el tiempo de estudio. En el grupo WKY, la PA
aumento ligeramente con la edad.

Peso corporal

El PC fue similar en todos los grupos al inicio y a lo largo
del estudio. Se observé un aumento gradual y paralelo en
todos los grupos en el periodo de vida estudiado (Figura 2).

Peso ventricular izquierdo en relacion con el peso
corporal

Los grupos REH y R mostraron aumento del PVI rela-
tivo al PC (PVI/PC) comparados con los demés grupos
(Figura 3). El PP normalizado por PC (PP/PC) aument6
en REH y R (p < 0,05) respecto de los demas grupos
(L 3,21 +0,12,H3,63 = 0,1, R5,8 + 0,43, REH 5,64
+ 0,31, WKY 3,6 + 0,31, C 3,91 = 0,27).

Respuesta contractil a la estimulaciéon
betaadrenérgica con isoproterenol

Los grupos REH, R y C mostraron disminucién de la
respuesta contractil en condiciones basales respecto
del grupo WKY.
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Fig. 1. Valores de presion
arterial en funcién del tiempo
de estudio. L: Losartan. H: Hi-
dralazina. R: Rosuvastatina. C:
Carvedilol. REH: Agua (control

mmHg
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tratamiento). WKY: Ratas nor-
motensas Wistar-Kyoto. * p <
0,05 vs. WKY, L, H; + p < 0,05
vs. REH, L, H, WKY; ** p< 0,05
vs. L, H, R, REH, C.
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Hidralazina. R: Rosuvastatina.
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Los grupos WKY y L respondieron de manera
similar frente a la estimulacion con dosis crecientes
de isoproterenol. Por su parte, los grupos REH, Ry C
mostraron disminucién de la respuesta a la estimula-
ci6én con isoproterenol (Figura 4).

Expresiéon inmunohistoquimica de tiorredoxinas
El tratamiento con H, L, C y R dio por resultado un
aumento de la marcacién especifica para Trx-1 (Figura

5, panel izquierdo y panel derecho superior) y para Grx-
3 (Figura 5, panel izquierdo y panel derecho inferior)
(nucleares) respecto de lo observado en los grupos REH
no tratadas y WKY. A su vez, la expresion de Trx-1 fue
menor en el grupo REH que en el grupo WKY (Figura
5, panel izquierdo y panel derecho superior).

La expresion de Prx-2 (intersticial) mostré un pa-
trén similar al observado para Trx-3 (Figura 5, panel
izquierdo y panel derecho medio).
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quierdo relativo al peso corpo-
ral. L: Losartan. H: Hidralazina.
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DISCUSION

La ausencia de efecto hipotensor de la rosuvastatina no
sorprende, ya que se trata de un farmaco hipolipemian-
te cuyo mecanismo de accién farmacolégica consiste
en el bloqueo del paso de conversiéon de la HMG-CoA
en mevalonato. Se interpreta que el aumento de la PA
observado en el grupo WKY en funcién del tiempo de
estudio estaria asociado con el proceso de envejecimien-
to natural de los animales.

La adaptacion del ventriculo izquierdo a cifras eleva-
das de PA durante periodos prolongados, sin incremento
ponderal, como se observo en el grupo tratado con carve-
dilol, y con depresién de la funcién ventricular tanto basal
como en respuesta a la estimulacién betaadrenérgica, sin
presentar IC, corrobora el rol que tendria la activacién
neuroendocrina en el desarrollo de IC. Asimismo, cuestio-
na el tradicional concepto del imprescindible papel de la
hipertrofia cardiaca como mecanismo protector, abriendo
la discusién en torno de la participacién del incremento
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Fig. 5. Efecto de los farmacos
estudiados en la expresién
inmunohistoquimica de las
tiorredoxinas Trx-1, Prx-2 y
Grx-3 en el miocardio. Panel
izquierdo: Microfotografia
de cortes histoldgicos que
muestran la expresién inmuno-
histoquimica de tiorredoxina 1
(Trx-1), peroxirredoxina 2 (Prx-
2) y glutarredoxina 3 (Grx-3). Se
observa el franco aumento de
las areas positivas para Trx-1,
Prx-2 y Grx-3. Panel derecho:
Resultados cuantificados para
cada tiorredoxina de acuerdo
con el grupo experimental.
Para Trx-1: * p < 0,05 vs. WKY,
L H R, G **p<0,05vs. L, H,
C, R. Para Prx-2 y Grx-3: * p <
0,05 vs. LH, R, C. L: Losartan.
H: Hidralazina. R: Rosuvasta-
tina. C: Carvedilol. REH: Agua
(control tratamiento). WKY:
Ratas normotensas Wistar-
Kyoto. Trx-1: Tiorredoxina 1.
Prx-2: Peroxirredoxina 2. Grx-3:
Glutarredoxina 3.

Gl doxina-3

HREH EWKY "H "L BC 5R

Tioredoxina-1
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del estrés parietal como factor necesario en el desarrollo
de hipertrofia ventricular.

Estos resultados permiten sugerir que la hipertrofia
ventricular, expresada como incremento ponderal rela-
tivo (PVI/PC) en respuesta al incremento sostenido de
la poscarga, no seria un fenémeno adaptativo necesario
para prevenir la IC y que el incremento ponderal ven-
tricular seria un factor determinante en el desarrollo
de IC, como se observé en los grupos REH y R.

La disminucién de la actividad antioxidante (evi-
denciada para la menor expresion nuclear de Trx-1)
observada en el grupo REH permitiria suponer que la
disminucién de la actividad antioxidante participaria
enla HVIyen laIC.

Participacion de la tiorredoxina 1 en la
remodelacién ventricular
Se ha postulado que asi como la generacion de especies
reactivas del oxigeno (ERO) cumple un papel muy im-
portante en la remodelacién y la HVI, los antioxidantes
como el glutatiéon y enzimas antioxidantes como las
tiorredoxinas (Trx-1, Grx-3, Prx-2) pueden desempe-
nar un efecto protector y atenuar o contrabalancear la
accion nociva de las ERO. (5, 6)

Es llamativo el hecho que ERO en concentraciones
bajas inducen la expresion de Trx-1 pero en concentra-
ciones altas inactivan la Trx-1 por un mecanismo de

desacople secundario a un desequilibrio entre el 6xido
nitrico (NO) y las ERO. De esta manera, la actividad
de la Trx-1 mediada por ERO puede participar en
respuestas diversas como la hipertrofia o la apoptosis.
(14) El incremento de la actividad de Trx-1 observada
en todos los grupos tratados no estaria relacionado con
la hipertrofia, ya que se observé independientemente
de la presencia de hipertrofia y/o IC.

Tiorredoxina 1 e hipertrofia cardiaca

Esta demostrado que concentraciones bajas de ERO
promueven el desarrollo celular, pero también que
la accién antioxidante de la Trx-1 puede atenuarlo o
modificarlo. (15, 16)

Diversos experimentos con ratones transgénicos
que sobreexpresan Trx-2 o genéticamente deficitarios
en Trx-1 corroboran la participaciéon de esta enzima
como moduladora de la hipertrofia miocardica. (17) El
mecanismo probable a través del cual la Trx-1 ejerce
su accioén inhibitoria sobre la HVI seria por inhibicién
de la Ras-MAPK, (18) aunque otros mecanismos y
vias de senalizacion regulados por la Trx-1 pueden
participar.

La IC es un complejo sindrome neurohumoral e in-
flamatorio (19) en el que la produccién de ERO se halla
incrementada y la actividad antioxidante se encuentra
disminuida. (20-22)
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Se ha demostrado que en la depresion contractil
asociada con la IC participan diversos mecanismos. (23,
24) En la HVI y en la IC se ha demostrado un circuito
vicioso en el que aumenta la formacion de ERO como
consecuencia de la disfuncién mitocondrial inducida
inicialmente por las ERO. (25, 26)

CONCLUSIONES

Estos resultados experimentales evidencian una diso-
ciacién entre la HVI expresada por el incremento del
peso ventricular, la hipertensién arterial, la respuesta
contractil a la estimulacién betaadrenérgica y la pre-
sencia de IC.

El incremento de la respuesta antioxidante inducido
por todos los farmacos utilizados (incluyendo el grupo
tratado con rosuvastatina) independientemente de
la presencia de HVI e IC indica que el aumento de la
defensa antioxidante seria insuficiente para prevenir
la IC, otorgandole un papel secundario en el desarrollo
de HVI e IC.
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