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I ARTICULO ORIGINAL

Efectos de la administracion cronica de carvedilol sobre la
variabilidad de la presion arterial y el dano de 6rgano blanco
en ratas con desnervacion sinoaodrtica

Effects of Chronic Carvedilol Administration on Blood Pressure Variability and Target Organ
Injury in Rats with Sinoaortic Denervation

JULIETA S. DEL MAURO', YANINA SANTANDER', FACUNDO M. BERTERA', ANDREA CARRANZA!, MARTIN DONATOM™AC.2,
SUSANA GORZALCZANY', RICARDO GELPIM™A¢.2, CARLOS TAIRA'3, CHRISTIAN HOCHT"3

RESUMEN

Introduccién: El incremento en la variabilidad de la presién arterial resulta un nuevo factor de riesgo para el desarrollo de
dafno de érgano blanco en individuos tanto hipertensos como normotensos, por lo que se postula que su reduccién debe con-
siderarse una posible nueva meta terapéutica.

Objetivos: Evaluar el efecto del tratamiento a largo plazo con carvedilol sobre la presién arterial, su variabilidad y el dano de
6rgano blanco en el ventriculo izquierdo y la aorta toracica en el modelo de la labilidad de presién.

Material y métodos: Se incluyeron 12 ratas Wistar macho sometidas a desnervacién sinoadrtica, las cuales fueron tratadas
durante 8 semanas con una tinica administracién diaria de carvedilol 30 mg/kg o vehiculo. Finalizado el tratamiento se realiz6
la medicion de la presion arterial y de la variabilidad a corto plazo y la evaluacion ecocardiografica. Se determind el peso del
ventriculo y de la aorta toracica y se realizaron preparados histolgicos sobre ambos tejidos. Se cuantificé la expresion de
metaloproteinasa 2 (MMP-2) y factor de crecimiento transformante  (TGF-B) en el ventriculo izquierdo y la aorta toracica.
Resultados: El carvedilol redujo la presién arterial sistélica y su variabilidad en las ratas con desnervacién sinoadrtica en
comparacion con el grupo control (126 = 5 vs. 142 = 11 mm Hg, p < 0,05; DE: 2,9 + 0,5 vs. 6,0 = 0,5 mm Hg; p < 0,05). Se
evidencié menor cantidad de tejido conectivo en los animales tratados con carvedilol. La expresion de TGF-p se encuentra
disminuida en ambos 6rganos luego del tratamiento con carvedilol.

Conclusiones: El tratamiento crénico con carvedilol reduce significativamente la presién arterial y su variabilidad a corto plazo
en ratas con desnervacion sinoaértica, disminuyendo el grado de fibrosis del ventriculo izquierdo.

Palabras clave: Carvedilol - Dafio de 6rgano blanco - Desnervacion sinoadrtica - Variabilidad de la presién arterial - Hipertrofia ventricular

ABSTRACT

Background: Increased blood pressure variability is a novel risk factor for the development of target organ injury both in
hypertensive and normotensive subjects, so its reduction should be considered as a new therapeutic goal.

Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of long-term oral carvedilol treatment on blood pressure, blood
pressure variability and target organ injury in the left ventricle and thoracic aorta in a model of blood pressure liability.
Methods: Twelve male Wistar rats submitted to sinoaortic denervation were treated during 8 weeks with a single dose of
carvedilol 30 mg/kg or vehicle. At the end of treatment, echocardiographic evaluation and blood pressure and short-term vari-
ability measurements were performed. Left ventricular and thoracic aortic weights were determined and histological samples
were prepared from both tissues. Metalloproteinase MMP-2 and transforming growth factor p (TGF-B) were quantified in the
left ventricle and thoracic aorta.

Results: Carvedilol reduced systolic blood pressure and its variability in sinoaortic-denervated rats compared with the control
group (126+5 vs. 142+11 mmHg, p<0.05; SD: 2.9+0.5 vs. 6.0+0.5 mmHg; p<0.05). A lower amount of connective tissue was
found in carvedilol-treated animals. The expression of TGF-$ decreased in both organs after carvedilol treatment.
Conclusions: Chronic carvedilol treatment significantly reduces systolic blood pressure and its short-term variability in
sinoaortic-denervated rats, decreasing the degree of left ventricular fibrosis.
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Abreviaturas

AF Alta frecuencia

BF Baja frecuencia

DSA Desnervacion sinoaortica

MBF Muy baja frecuencia

MMP-2  Metaloproteinasa de la matriz 2

INTRODUCCION

La presion arterial (PA) no es una variable constante,
sino que sufre oscilaciones profundas y espontdneas a
corto plazo (de minutos a dias) y a largo plazo (meses).
(1) Un incremento en la variabilidad de la presién ar-
terial (VPA) se ha establecido como un factor de riesgo
para el desarrollo de lesién de érgano blanco no solo
en pacientes hipertensos, sino también en los sujetos
normotensos. (1, 2) Estudios clinicos han establecido
que el incremento en la fluctuacién de la PA durante
24 horas, dia a dia y entre visitas médicas se asocia con
mayor riesgo de eventos cardiovasculares mayores en
la poblacién hipertensa. (3) Teniendo en cuenta esta
relacién, hoy en dia se postula que la reduccion de la
VPA debe considerarse como una posible nueva meta
terapéutica de la terapia antihipertensiva. (3)

Los betabloqueantes, aunque hasta hace poco
considerados como medicamentos de primera linea
en pacientes con hipertension arterial sin patologias
coexistentes, se han dejado de recomendar para el tra-
tamiento inicial en sujetos hipertensos no complicados
debido a la menor proteccién del paciente frente a
eventos cerebrovasculares y al mayor riesgo de tras-
tornos metabdlicos. (4) Una de las posibles razones
asociadas con la menor protecciéon de érgano blanco con
betabloqueantes es la menor atenuacion de la VPA en
comparaciéon con otros agentes antihipertensivos, en
especial los bloqueantes calcicos. (5) Sin embargo, la
evidencia clinica que asocia el uso de betabloqueantes
con la menor proteccién cardiovascular del paciente
hipertenso se basa en gran medida en estudios cli-
nicos que evaluaron el atenolol, un betabloqueante
con relativamente baja cardioselectividad y sin accién
vasodilatadora. (3, 4) En las ultimas décadas se han
desarrollado betabloqueantes vasodilatadores de ter-
cera generacion, entre ellos el carvedilol y el nebivolol,
que presentan propiedades farmacolégicas superiores
al atenolol, incluyendo la capacidad de reducir la PA
central y con perfil metabélico neutro. (4) Sin embargo,
la superioridad de los betabloqueantes de tercera gene-
racién por sobre el atenolol en términos de reducciéon
de la VPA no fue evaluada en estudios clinicos. En un
trabajo previo llevado a cabo en ratas sometidas a des-
nervacién sinoaédrtica (DSA), un modelo de labilidad de
la PA, hemos demostrado que la administracion aguda
de carvedilol y nebivolol reduce en mayor medida la
VPA a corto plazo en comparacion con el atenolol. (6)

Considerando estos antecedentes, el objetivo del
presente trabajo fue estudiar los efectos de la ad-
ministraciéon crénica del carvedilol sobre la PA y su

PA Presion arterial

PAM Presion arterial media

PAS Presion arterial sistolica

TGF-B  Factor de crecimiento transformante 3
VPA Variabilidad de la presion arterial

variabilidad en ratas con DSA y su posible impacto
sobre el dano de 6rgano blanco a nivel del ventriculo
izquierdo y de la aorta.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar macho (200-220 g), las cuales fue-
ron sometidas a la DSA mediante el método de Krieger, con-
sistente en la seccion de los nervios aérticos a la altura de las
arterias carétidas y la diseccion bilateral de las bifurcaciones
carotideas para la reseccion de los nervios carotideos. (6) Los
animales fueron tratados durante 8 semanas con carvedilol
30 mg/kg (n = 6) o vehiculo (n = 6), ambos una vez al dia,
por via oral mediante el uso de trocar. Durante las tltimas 2
semanas de tratamiento se evalué el nivel de presion arterial
sistélica (PAS) con el método indirecto de tail-cuff alas 13:00
horas. A partir de las mediciones se estim6 el valor de la PAS
promedio, la variacién intradia y la fluctuacion interdia de
la medicién.

En la dltima semana de tratamiento se realizaron me-
diciones ecocardiograficas con un ecoégrafo marca Acuson
Sequoia, modelo C512 equipado con un transductor de 7-14
MHz en ratas anestesiadas con mezcla de ketamina/xilazina.
Al cabo de los dos meses de tratamiento, se canul6 la arteria
carétida y se conectd, 24 horas después, a un transductor
de presién Spectramed P23XL (Spectramed, Oxnard, CA,
USA), acoplado a un poligrafo Grass 79D (Grass Instruments,
Quincy, MA, USA). El poligrafo se conecté a un convertidor
digital (Polyview, PVA 1, Grass-Astro Med, West Warwick,
RI, USA), y los registros de PA obtenidos durante 2 horas
se almacenaron y se analizaron con el software Polyview 2.3
(Astro-Med, West Warwick, RI). A partir del anélisis de los
registros se estimaron la presion arterial media (PAM), la
frecuencia cardiaca y la VPA a corto plazo en registros de 3
minutos. Adicionalmente, se evalué la variabilidad latido-
a-latido mediante el andlisis espectral del registro de PA
utilizando el algoritmo de la transformada rapida de Fourier
con una ventana de Hamming. Se calcularon las densidades
espectrales en el rango de muy baja frecuencia (MBF) (0,1-
0,2 Hz), baja frecuencia (BF) (0,2 a 0,7 Hz) y alta frecuencia
(AF) (0,7-2,5 Hz). Aunque es conocido que la variabilidad de
la BF se ve afectada por la modulacién simpética del tono
vascular, se utilizé la relacién BF/AF como indice de dicha
actividad, ya que este procedimiento de normalizacion tiende
a minimizar el efecto de los cambios de los valores absolutos
de la variabilidad en la BF. (7, 8)

Finalizada la determinacion de los parametros hemodina-
micos, todos los animales fueron sacrificados con guillotina
extrayéndose la aorta toracica y el ventriculo izquierdo para
la evaluacion del dafo de érgano blanco. Como marcadores
morfoldgicos del dafio de 6rgano blanco se evalué la relacién
entre el peso del ventriculo izquierdo y el peso corporal y la
razén entre el peso de la aorta y su longitud utilizando una
balanza de precisién. (9) Con la finalidad de establecer la
presencia de fibrosis, se realiz6 la evaluacién histopatoldgica
del ventriculo izquierdo sobre secciones histolégicas de 4 mm
de espesor de acuerdo con trabajos previos en ratas con DSA,
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(9) empleandose el colorante Sirius Red, con el que las fibras
de colageno se tifien de color rosado.

Finalmente, como marcadores bioquimicos del dano de
6rgano blanco se determiné la expresion de la metalopro-
teinasa de la matriz 2 (MMP-2) y del factor de crecimiento
transformante  (TGF- ) en homogenatos de ventriculo iz-
quierdo y aorta tordcica mediante la técnica de Western blot.
Los homogenatos (20 pg) se corrieron en gel de poliacrilamida
con SDS (12%). La transferencia se realiz6 sobre membranas
de PVDF y luego del bloqueo fueron incubadas durante la
noche con Rabbit anti-MMP-2 (PM 63 kDa), Mousse anti-
TGF-p1 (PM 13 kDa) y Rabbit anti-GAPDH (PM 37 kDa)
como control de carga. Las proteinas fueron detectadas por
quimioluminiscencia mediante el uso de una pelicula foto-
grafica y luego cuantificadas con el programa Imaged. (10)

Analisis estadistico

La distribucién normal de los datos y las variables del estu-
dio se comprobaron con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Los datos se expresaron como media * error estdndar de la
media. La comparacion estadistica entre ambos grupos de
tratamiento se realizé mediante la prueba de la ¢ de Student
con el programa GraphPad Prism version 5.02 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, California, CA). La signifi-
cacién estadistica se definié como p < 0,05.

Consideraciones éticas

Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con
los “Principios de cuidado de los animales de laboratorio”
(publicacion de los NIH No. 85-3, Revision de 1985).

RESULTADOS

El analisis de la determinacion de la PA indirecta por
el método de tail-cuff documenté que el tratamiento
cronico con carvedilol redujo la PAS y la variacion in-
tradia de la PAS sin modificar la fluctuacién de la PAS
entre estimaciones interdia (Tabla 1). La evaluacion de
la PA central en la arteria carétida en animales DSA
canulados no detecté diferencias en la PAM entre el
grupo de ratas tratadas con carvedilol 30 mg/kg y las
que recibieron vehiculo (véase Tabla 1). En cambio,
el tratamiento crénico con carvedilol redujo la VPA a
corto plazo, evidenciado por una atenuacién signifi-
cativa de la desviacién estandar en comparacion con
el grupo control (véase Tabla 1). La evaluacién del
analisis espectral del registro de PA establecié que el
tratamiento crénico con carvedilol reduce de manera
altamente significativa la VPA latido-a-latido en todos
los dominios de frecuencia en comparacién con el grupo
control (Figura 1). Incluso en las ratas DSA que reci-
bieron carvedilol 30 mg/kg el indice BF/AF, marcador
del tono simpatico vascular, fue menor en comparaciéon
con los animales que recibieron vehiculo.

El analisis del dano de 6rgano blanco en el ventricu-
lo izquierdo y la aorta toracica mostré6 resultados dis-
pares entre los animales DSA tratados con carvedilol
y los que recibieron vehiculo. La razén peso ventriculo
izquierdo/peso animal fue similar entre el grupo de
ratas DSA que recibieron vehiculo (2,29 =+ 0,04, n = 6)
y las tratadas con carvedilol 30 mg/kg (2,47 + 0,12,
n = 6). Tampoco se detectaron diferencias significa-
tivas en la relacién entre peso de la aorta toracica y

Tabla 1. Parametros hemodinamicos de ratas con desnervacion
sinoadrtica tratadas de manera cronica con carvedilol o vehiculo

Ratas DSA
carvedilol
(n =6)

Parametro hemodinamico Ratas DSA

vehiculo
(n =6)

Presion indirecta (tail-cuff)

PAS, mm Hg 142 £ 5 126 + 2*
DE intradia, mm Hg 6,0+0,2 29 +0,2*
DE interdia, mm Hg 7,3+0,9 70+1,3
Presion directa

en la arteria carétida

PAM, mm Hg 106 + 6 93+8
DE, mm Hg 92+0,7 58=+1,3*
Coeficiente de variacion porcentual 8,7+1,0 6,2 +0,5*

Los datos indican la media * error estandar de la media. * p < 0,05 vs. ratas
DSA vehiculo. DSA: Desnervacién sinoadrtica. PAS: Presidn arterial sistdlica.
DE: Desviacion estandar. PAM: Presion arterial media.

Variabilidad latido-a-latido
(mmHg?)

MBF BF AF

BF/AF

Fig. 1. Variabilidad latido-a-latido en distintos rangos de frecuencia
en ratas con desnervacién sinoadrtica luego del tratamiento du-
rante 8 semanas con vehiculo (barras blancas) o carvedilol 30 mg/
kg (barras negras). * p < 0,05 vs. grupo tratado con vehiculo. MBF:
Muy baja frecuencia. BF: Baja frecuencia. AF: Alta frecuencia. BF/
AF: Relacion baja frecuencia/alta frecuencia.

su longitud entre los animales tratados con carvedilol
(2,55 + 0,35 mg/mm, n = 6) y el grupo control (3,07 =
0,21 mg/mm, n = 6).

En la evaluacién ecocardiografica no se detectaron
diferencias significativas entre ratas DSA tratadas
con carvedilol respecto del grupo control que recibié
vehiculo en la comparacién de los principales parame-
tros ecocardiograficos de funcién sistélica y diastélica
(Tabla 2).

El analisis preliminar de los cortes histolégicos evi-
denci6 un grado menor de fibrosis intersticial y perivas-
cular en el ventriculo izquierdo de ratas DSA tratadas
cronicamente con carvedilol respecto del grupo DSA
control que recibi6 vehiculo (Figura 2). Finalmente, la
determinacién de la expresién de marcadores molecula-
res de fibrosis establecié que el tratamiento crénico de
ratas DSA con carvedilol 30 mg/kg reduce la expresion
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del TGF- tanto en el ventriculo izquierdo como en la
aorta toracica en comparaciéon con el grupo control
tratado con vehiculo (Figuras 3 y 4). En cambio, no se
detectaron diferencias significativas en la expresion de
MMP-2 en ambos tejidos entre los grupos de animales
carvedilol y control.

DISCUSION

Los hallazgos del presente estudio demuestran que
el tratamiento oral crénico con el betabloqueante
vasodilatador de tercera generacion carvedilol atentia
de manera marcada la VPA a corto plazo en ratas con
DSA, aunque el control de este marcador indepen-
diente de riesgo cardiovascular con carvedilol solo se
asocia con la reduccién de la fibrosis miocardica sin

Tabla 2. Principales parametros ecocardiograficos obtenidos en
ratas con desnervacion sinoadrtica luego del tratamiento durante
8 semanas con vehiculo o carvedilol 30 mg/kg

Ratas DSA
vehiculo
(n =6)

Ratas DSA
carvedilol
(n =6)

Parametro ecocardiografico

Diametro de fin de diastole, mm 7,57 +0,33 7,30+0,20
537+0,37 5,35+0,15
644+28 606+1,3

347+£20 345+25

Diametro de fin de sistole, mm

Fraccion de eyeccion, %

Tiempo de relajacion isovoltmica,
mseg

Los datos indican la media * error estandar de la media. p = no significativo
ratas DSA carvedilol vs. DSA control. DSA: Desnervacion sinoaortica.

cambios en las medidas morfolégicas y en parametros
ecocardiograficos.

En comparacién con las ratas espontdneamente
hipertensas y con DSA (REH-DSA), la realizacién de
DSA en animales normotensos representa el modelo
experimental ideal para evaluar inicamente la impor-
tancia del control de la VPA en la reduccion de eventos
cardiovasculares y el dano de 6rgano blanco. (3) La
reseccion bilateral de los nervios carotideos aumenta la
labilidad de la PA sin cambios altamente significativos
en el valor promedio de la PA. (11) Estudios previos
han detectado, sin embargo, un incremento de la PAS
determinada mediante el método pletismografico de
cola. (11) Ademas de los cambios hemodindmicos, la
elevada VPA en animales con DSA se asocia con aumen-
to del dano de 6rgano blanco, incluyendo hipertrofia
ventricular izquierda tardia, incremento de la fibrosis
y el engrosamiento de la pared del miocardio, hiper-
trofia aértica con acumulacién de colageno, deterioro
de la distensibilidad arterial e incremento de la matriz
mesangial. (3)

Las evidencias preclinicas obtenidas en animales
con DSA y los aportes de estudios clinicos en pacientes
hipertensos han llevado a postular que el incremento
en la fluctuacion de la PA contribuye de manera inde-
pendiente en el dano de 6rgano blanco asociado con la
hipertensién arterial. (3) Incluso se ha esgrimido que
el efecto cardioprotector deficiente de betabloqueantes
en comparacion con otros antihipertensivos se deberia
en parte a su efecto neutro sobre la VPA en contrapo-
sicién con la reduccién detectada con otros agentes,
en especial los bloqueantes calcicos del tipo dihidropi-
ridinas. (3, 5) En este contexto, es necesario destacar

Fibrosis intersticial

Fig. 2. Imagenes (20x) repre-
sentativas de la tincion con
Sirius Red en el ventriculo iz-
quierdo. Se muestra la fibrosis
instersticial y perivascular.
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TGFB/GAPDH
(unidades arbitrarias)
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DSA + Carvedilol

DSA+Carve DSA DSA+Carve

TGF-B 13 kDa

Fig. 3. Expresion del factor de crecimiento transformante 8 (TGF-f)
en homogenatos de ventriculo izquierdo de ratas con desnervacion
sinoaortica (DSA) luego del tratamiento durante 8 semanas con
vehiculo (barra clara) o carvedilol (Carve) 30 mg/kg (barra oscura).
* p < 0,05 vs. grupo tratado con vehiculo. GAPDH: Gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa.

TGF(/GAPDH
(unidades arbitrarias)

DSA DSA + Carvedilol

DSA DSA+Carve DSA DSA+Carve

TGRB 13 kDa

Fig. 4. Expresion del factor de crecimiento transformante 3 (TGF-
) en homogenatos de aorta toracica de ratas con desnervacion
sinoaodrtica (DSA) luego del tratamiento durante 8 semanas con
vehiculo (barra clara) o carvedilol (Carve) 30 mg/kg (barra oscura).
* p < 0,05 vs. grupo tratado con vehiculo. GAPDH: Gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa.

que la mayor evidencia del efecto neutro o negativo
de los betabloqueantes sobre la VPA proviene de estu-
dios clinicos que evaluaron atenolol. Resulta incierto
si la falta de atenuaciéon de este marcador de riesgo
cardiovascular detectada con atenolol es extrapolable
a betabloqueantes vasodilatadores como el carvedilol.
En estudios previos llevados a cabo en ratas con DSA
hemos documentado que la administracion aguda de

carvedilol reduce en mayor medida la VPA a corto plazo
en comparacion con el atenolol. (6) Teniendo en cuenta
estos antecedentes, en el presente trabajo nos propu-
simos comparar el efecto del tratamiento crénico con
carvedilol o vehiculo sobre la VPA y el dafo de 6rgano
blanco en ratas con DSA. El analisis de los resultados
de la medicion directa e indirecta de la PA document6
que el carvedilol en una dosis diaria de 30 mg/kg es
capaz de reducir de manera significativa la desviaciéon
estandar del registro de PA, un reconocido parametro
de la variabilidad a corto plazo. Por otro lado, dado que
la variacion interdia del registro de PA indirecta no
difirié entre los grupos carvedilol y vehiculo, se puede
inferir que el betabloqueante vasodilatador no tendria
un efecto significativo en la VPA dia-a-dia.

Por otro lado, la toma oral crénica de carvedilol
durante 8 semanas redujo de manera significativa
la VPA latido-a-latido en todos los dominios de fre-
cuencia. La identificacién de los componentes de
frecuencia de la VPA mediante el analisis espectral
puede proporcionar informacién sobre los mecanis-
mos involucrados en la regulacién de la PA. (12) Asi,
la cuantificacién de la variabilidad en el dominio de
BF, AF y la estimacion del cociente BF/AF permiten
cuantificar de manera indirecta la modulacién de la
PA por el 6xido nitrico derivado del endotelio y la
actividad simpatica vascular, respectivamente. (12)
En comparacion con el tratamiento con vehiculo, la
administracién crénica de carvedilol redujo el cociente
BF/AF, demostrando su capacidad de bloqueo de la
actividad vascular simpética.

En términos de dano de 6rgano blanco, el estudio
ha arrojado resultados mixtos. El carvedilol no redujo
los marcadores morfométricos de hipertrofia del ven-
triculo izquierdo y la aorta torécica ni los parametros
ecocardiograficos en comparacion con el grupo que
recibié vehiculo. Sin embargo, el analisis histol6gico
de cortes de ventriculo izquierdo y la determinacion
del nivel de expresién del TGF-p establecen que la
terapia crénica con carvedilol es capaz de reducir el
grado de fibrosis miocardica y vascular en ratas con
DSA. La falta de eficacia de carvedilol en términos de
marcadores morfométricos puede estar relacionada con
el hecho de que la hipertrofia del ventriculo izquierdo se
desarrolla de manera tardia, después de 10-16 semanas
de la DSA. (13)

CONCLUSIONES

En sintesis, la administracién crénica de carvedilol
es efectiva para la reduccion de la variabilidad latido-
a-latido y la variabilidad a corto plazo en un modelo
experimental de labilidad de PA. Aunque la atenuaciéon
de la VPA en animales con DSA tratados con carvedi-
lol no mostré efectos beneficiosos sobre marcadores
de hipertrofia ventricular y parametros de funcién
sistélica y diastolica, el betabloqueante vasodilatador
previno, al menos parcialmente, la fibrosis miocardica
y la expresion del factor profibrético TGF-B.
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