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ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD), such as acute myocardial infarction (AMI), are
associated with endothelial dysfunction, characterised by reduced nitric oxide (NO)
bioavailability. Treatment of AMI consists of rapid reperfusion, which is not without
side effects. In this context, histone deacetylase (HDAC) inhibitors such as valproic
acid (VPA) have been suggested as a possible treatment to reduce ventricular injury
following AMI. However, the effects of VPA on vascular function after AMI and on
NO synthesis and signalling are not yet fully understood. Therefore, the aim of this
study was to examine whether VPA protects vascular function in the abdominal aorta
through mechanisms that increase NO-dependent signalling in an in vivo model of
AMI.

Our study was conducted in male White New Zealand rabbits, in which AMI was
induced by occlusion of the left circumflex coronary artery for one hour, followed
by reperfusion. The rabbits were divided into three experimental groups: a sham
surgery or control group, an AMI group, and a VPA-treated AMI group. Five weeks
later, abdominal aorta was isolated to study the vascular function and to quantify
protein expression. Blood was also taken for plasma determination of nitrate and
nitrite (NOy) levels using a colorimetric assay.

Our results showed that AMI decreased the endothelial response to ACh, without
altering the endothelium-independent response to sodium nitroprusside, indicating
endothelial dysfunction. Treatment with VPA was able to reverse this AMI-induced
dysfunction, and in addition increased vascular smooth muscle sensitivity to NO. On
the other hand, VPA was able to restore the protein levels of the antioxidant enzyme
superoxide dismutase 1 (SOD1), which was decreased by AMI. The mechanism of
action of VPA was ruled out as being related to the expression of nitric oxide
synthase, soluble guanylate cyclase, or arginase 2, concluding that the endothelial
improvement was attributed to its antioxidant effect.

We also studied the effects of VPA on the sympathetic nervous system (SNS),
endothelin 1 (ET-1) and angiotensin II (Ang II), involved in the pathophysiology of



AMILI. Our results showed that AMI increased the vasoconstriction induced by NE
and ET-1. This effect was reversed by VPA, which promoted up-regulation of .-
adrenergic receptors and ETB, and down-regulation of ETA receptors compared to
AMI. Although no changes in the vascular response to Ang I were observed in
rabbits with AMI or treated with VPA, an increase in angiotensin type 2 receptor
(ATR2) expression was observed with VPA treatment.

In conclusion, VPA favours vasodilation by increasing NO bioavailability, probably
due to its antioxidant effect. Furthermore, VPA could act as a vascular protector by
modulating SNS, ET-1 and Ang II in aorta, which, added to its cardioprotective

effect, would make it a promising candidate for the treatment of AMI.



RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), como el infarto agudo de miocardio
(IAM), se relacionan con disfunciéon endotelial, caracterizada por una
biodisponibilidad reducida de 6xido nitrico (NO). El tratamiento del IAM consiste
en la rapida reperfusion, que no esta exenta de efectos secundarios. En este contexto,
se ha sugerido como posible tratamiento a los inhibidores de las histonas
desacetilasas (HDAC), como el acido valproico (VPA) para reducir la lesion
ventricular posterior a un IAM. Sin embargo, los efectos del VPA sobre la funcion
vascular, y sobre la sintesis y sefalizacion del NO, todavia no se comprenden
completamente. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue examinar si el VPA
protege la funcion vascular en la aorta abdominal a través de mecanismos que
aumenten la sefializacion dependiente de NO en un modelo in vivo de [AM.
Nuestro estudio se realizé en conejos macho White New Zealand, a los cuales se les
indujo un IAM mediante la oclusiéon de la arteria coronaria circunfleja izquierda
durante una hora, seguida de reperfusion. Los conejos se distribuyeron en tres grupos
experimentales: un grupo sometido a cirugia simulada o grupo control, un grupo con
IAM, y un grupo con IAM tratado con VPA. Cinco semanas después, se aislaro la
aorta abdominal para el estudio de la funcién vascular en bafio de o6rganos y
cuantificar la expresion proteica. También se tomo sangre para la determinacion
plasmatica de los niveles de nitratos y nitritos (NOy) a partir de un ensayo
colorimétrico.

Nuestros resultados mostraron que el [AM disminuy0 la respuesta relajante a la ACh,
sin alterar la respuesta independiente del endotelio al nitroprusiato sodico (NPS), lo
que indicaba una disfuncion endotelial. El tratamiento con VPA logré revertir esta
disfuncion inducida por el IAM, ademas de incrementar la sensibilidad del musculo
liso vascular al NO. Por otro lado, el VPA logré restaurar los niveles de la enzima
antioxidante superoxido dismutasa 1 (SOD1), que habia disminuido por el IAM. Se

descart6 que el mecanismo de accion del VPA estuviera relacionado con la expresion



de la 6xido nitrico sintasa, la guanilato ciclasa soluble, o la arginasa 2, concluyendo
que la mejora endotelial se atribuia a su efecto antioxidante.

Con respecto a la respuesta vasoconstrictora, estudiamos los efectos del VPA sobre
el sistema nervioso simpatico (SNS), la endotelina 1 (ET-1) y la angiotensina Il (Ang
II), involucrados en la fisiopatologia del IAM. Nuestros resultados mostraron que el
IAM aument6 la vasoconstriccidon inducida por la NE y la ET-1. Este efecto fue
revertido por el VPA, el cual promovid una regulacion al alza de los receptores o, y
ETB, y una regulacién a la baja de los receptores ETA comparados con el IAM.
Aunque no se observaron cambios en la respuesta vascular a la Ang Il en conejos
con IAM o tratados con VPA, se observé un aumento en la expresion del receptor
de angiotensina tipo 2 (ATR2) con el tratamiento con VPA.

En conclusion, el VPA favorece la vasodilatacion al aumentar la biodisponibilidad
de NO, probablemente debido a su efecto antioxidante. Ademas, el VPA podria
actuar como un protector vascular al modular el SNS, la ET-1 y la Ang II en aorta,
lo que, sumado a su efecto cardioprotector, lo convertiria en un candidato

prometedor para el tratamiento del IAM.



RESUM

Les malalties cardiovasculars (ECV), com l'infart agut de miocardi (IAM), es
relacionen amb disfuncié endotelial, caracteritzada per una biodisponibilitat reduida
d'oxid nitric (NO). El tractament de ’IAM consistix en la rapida reperfusio, que no
esta exempta d'efectes secundaris. En este context, s'ha suggerit com a possible
tractament als inhibidors de les histones desacetilasas (HDAC), com 'acid valproic
(VPA) per a reduir la lesio ventricular posterior a un IAM. No obstant aixo, els
efectes del VPA sobre la funcio vascular, i sobre la sintesi i senyalitzacié del NO,
encara no es comprenen completament. Per tant, I'objectiu d'este estudi va ser
examinar si el VPA protegix la funcié vascular en l'aorta abdominal a través de
mecanismes que augmenten la senyalitzacié dependent de NO en un model in vivo
d’ IAM.

El nostre estudi es va realitzar en conills mascle White New Zealand, als quals se'ls
va induir un IAM mitjangant ['oclusié de l'artéria coronaria circumflexa esquerra
durant una hora, seguida de reperfusid. Els conills es van distribuir en tres grups
experimentals: un grup sotmés a cirurgia simulada o grup control, un grup amb [AM,
i un grup amb IAM tractat amb VPA. Cinc setmanes després, es van aillar 'aorta
abdominal per a l'estudi de la funcié vascular en bany d'organs i quantificar
l'expressio proteica relacionada amb la sintesi i senyalitzacié del NO. També es va
prendre sang per a la determinacid plasmatica dels nivells de nitrats i nitrits (NOx)
per colorimetria.

Els nostres resultats van mostrar que I’lAM va disminuir la resposta relaxant a
I’acetilcolina, sense alterar la resposta independent de l'endoteli al nitroprusiato
sodic, la qual cosa indicava una disfuncio endotelial. El tractament amb VPA va
aconseguir revertir esta disfuncié induida per I'[AM, a més d'incrementar la
sensibilitat del muscul llis vascular al NO. D'altra banda, el VPA va aconseguir
restaurar els nivells de l'enzim antioxidant superoxid dismutasa 1 (SOD1), que
havien disminuit per 'IAM. Es va descartar que el mecanisme d'accié del VPA

estiguera relacionat amb l'expressié de 1'0xid nitric sintasa, la guanilat ciclasa



soluble, o I’arginasa 2, concloent que la millora endotelial s'atribuia al seu efecte
antioxidant.

Respecte a la resposta vasoconstrictora, estudiarem els efectes del VPA sobre el
sistema nervios simpatic (SNS), I’endotelina 1 (ET-1) i I'angiotensina II (Ang II),
involucrats en la fisiopatologia de ’lAM. Els nostres resultats van mostrar que
I’TAM va augmentar la vasoconstriccid induida per la NE i ’ET-1. Este efecte va ser
revertit pel VPA, el qual va promoure una regulacio a l'alca dels receptors
adrenérgics a2 i ETB, i una regulacid a la baixa dels receptors ETA. Encara que no
es van observar canvis en la resposta vascular a I’Ang II en conills amb IAM o
tractats amb VPA, es va observar un augment en I'expressio del receptor
d'angiotensina tipus 2 (ATR2) amb el tractament amb VPA.

En conclusid, el VPA afavorix la vasodilatacio en augmentar la biodisponibilitat de
NO, probablement a causa del seu efecte antioxidant. A més, el VPA podria actuar
com un protector vascular en modular els efectes del SNS, ’ET-111’Ang I en aorta,
la qual cosa, sumat al seu efecte cardioprotector, el convertiria en un candidat

prometedor per al tractament del [AM.
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Introduccion

1.1.Infarto agudo de miocardio

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de mortalidad
y morbilidad en todo el mundo (Incalza et al., 2018; Li et al., 2022) siendo un
problema de salud publica que contribuye al 30% de la mortalidad mundial y al 10%
de la carga mundial de morbilidad. En 2005, de un total de 58 millones de muertes
en todo el mundo, 17 millones se debieron a ECV vy, entre ellas, 7,6 millones a
enfermedades coronarias (Mendis et al., 2011). Segin datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), se espera que mueran mas de 23 millones de personas
al afio por ECV para 2030, debido al envejecimiento de la poblacion y al aumento
de la prevalencia de la diabetes y la obesidad (WHO, 2014). Dentro de las ECV se
incluyen varias afecciones, como la aterosclerosis o la insuficiencia cardiaca, y
factores de riesgo clave, como la hipertension o la obesidad (Gray et al., 2024). Sin
embargo, los mecanismos que median el desarrollo y la progresion de estas

enfermedades siguen sin comprenderse por completo (Li et al., 2022).

Las manifestaciones principales de enfermedad coronaria incluyen angina de
pecho, infarto de miocardio y muerte cardiaca subita. La de mayor prevalencia es el
infarto agudo de miocardio (IAM), que produce un dafio irreversible en el musculo
cardiaco, provocando la pérdida de millones de cardiomiocitos (Tian et al., 2019,
Gronros et al., 2013; Tratsiakovich et al., 2013). En los estudios epidemioldgicos, la
incidencia de infarto de miocardio en una poblacién puede utilizarse como indicador
indirecto para estimar la carga de cardiopatia coronaria (Mendis et al., 2011). El IAM
representa la primera causa de mortalidad en todo el mundo (15,9 millones/afio)
(Fernandez Rico et al., 2022). En Espana, entre el 2007 y 2008, se observo un
aumento de la tasa de incidencia con la edad, tanto en hombres como en mujeres. La
tasa de incidencia paso6 de 169 y 28 casos/100.000/afio en el grupo de 35-64 afios, a
2.306 y 1.384 casos/100.000/afio en mayores de 85 afios para hombres y mujeres

respectivamente (Vazquez-Oliva et al., 2018). Sin embargo, a pesar de que en la
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actualidad la incidencia del IAM sigue siendo menor en mujeres, la mortalidad es
mayor en este grupo. Esta alta mortalidad en mujeres, podria ser, en parte atribuida,
por un lado, al peor prondstico del IAM con elevacion del segmento ST en este
grupo, y al infra diagnostico y menor uso de tratamiento intervencionista en este

colectivo (de Miguel-Yanes et al., 2021).

El IAM puede clasificarse en varios tipos segun la etiologia: tipo 1, por rotura
de una placa aterosclerotica; tipo 2, por un desequilibrio entre la demanda y el
suministro de oxigeno al miocardio de forma secundaria a otras enfermedades
agudas (esta es la forma mas comun y representa mas de un tercio de las
hospitalizaciones); tipo 3, en el cual se produce la muerte cardiaca subita e
inesperada, a menudo con sintomas que sugieren isquemia miocardica; tipo 4,
relacionado con la intervencion coronaria percutanea; y tipo 5, relacionado con la
revascularizacion aorto-coronaria con injerto (Chapman et al., 2017). E1 [AM es un
evento patologico que implica una remodelacion ventricular y la necrosis de las
células del miocardio debido a una isquemia significativa y mantenida (Cheng et al.,
2019), que desemboca en una hipertrofia cardiaca patoldgica, con cicatrices de
colageno de tipo IV (Cheng et al., 2019), asi como de colageno de tipo I/IIT (Yu
et al., 2018). Finalmente, el deterioro en la funcidn contractil del corazén conduce a

una insuficiencia cardiaca (Y. Wu et al., 2011).

Los cambios que ocurren en los cardiomiocitos vienen definidos por una gran
variedad de modificaciones de la cromatina, como la acetilacion, la metilacion, la
fosforilacion y la remodelacion de la cromatina dependiente de ATP, y tienen un
impacto en la expresion génica (Tian etal. 2019). Estas alteraciones estan
englobadas en la epigenética, que se define como cambios hereditarios y temporales
en la expresion y funcion génica que se llevan a cabo a través de ciertos mecanismos
genomicos, dejando la secuencia de ADN intacta. La importancia de la epigenética

reside en su fuerte relacion con factores ambientales, lo que puede alterar el
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epigenoma y modular la expresion génica (Rizzacasa et al., 2019). En concreto, la
acetilacion de histonas tiene un papel crucial en el desarrollo de ECV (Lee et al.,
2007). Las cargas positivas de las histonas se neutralizan mediante la adicion de un
grupo acetilo a los residuos de lisina presentes en las colas a partir del acetil
coenzima A por las histonas acetiltransferasas (HAT) para asi formar e-N-acetil
lisina. Como consecuencia, la interaccidon con las cargas negativas del ADN se
desestabiliza, activando y permitiendo el reclutamiento de factores de transcripcion.
Este proceso puede verse revertido por las enzimas que realizan la funcion opuesta,
las histonas desacetilasas (HDAC) (Tang & Zhuang, 2019). Se trata de un grupo de
enzimas clasificadas en cuatro clases (I, II, IIl y IV) (Lyu et al., 2019), involucradas
en la remodelacion de la cromatina, ejerciendo su funcidon mediante la eliminacién
de los grupos acetilo de los residuos de lisina (Ruess et al., 2016), que produce la
condensacion de la cromatina y la consecuente inhibicion de la transcripcion (Chiu

et al., 2013). La figura 1 representa el papel de las HAT y de las HDAC.



Begoria Belmonte Alonso

000 = 66 4

T B0 B0 &® ®®

Transcripcion Transcripcion
génica génica

@@ ) 9 k) (Eof
‘\

Figura 1. Papel de las HAT y de las HDAC. Las histonas acetiltransferasas (HAT) acetilan
los residuos de lisina de las histonas, lo que promueve la transcripcion, ya que se neutralizan
las cargas positivas de las histonas y, por tanto, se impide que interactiien con las cargas
negativas del ADN. Por el contrario, las histonas desacetilasas (HDAC) eliminan estos
grupos acetilo, por lo que se condensa la cromatina y se inhibe la transcripcion. Adaptado de
(Lyu etal., 2019).

El incremento en la expresion y la actividad de las HDAC se ha relacionado
con procesos patologicos como las arritmias, la insuficiencia cardiaca, el sindrome
coronario agudo y la hipertrofia (Benedetti etal., 2015). Concretamente, la
sobreexpresion de las HDAC de clase I y de clase II interviene en la cardiopatia
isquémica (Tang & Zhuang, 2019) y el inicio y la progresion de fibrosis en el corazon
(Lyu et al., 2019). Por ejemplo, en un modelo de IAM en raton, se encontrd que el
incremento de la actividad de las HDAC provocaba un aumento del tamafio del
infarto (L. Zhang et al., 2018), y en un modelo de IAM en rata, los niveles de las
HDAC de clase I y de clase II estaban elevados (Nural-Guvener et al., 2014).

La prevalencia de las patologias cardiovasculares, entre ellas el IAM, ha
llevado a la busqueda de tratamientos para prevenirlo o paliar sus efectos posteriores,

como el desencadenamiento de una insuficiencia cardiaca. La implementacion de
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medidas de prevencion primaria y la optimizacion en el uso de tratamientos
especificos tanto farmacoldgicos como intervencionistas han reducido la incidencia
del IAM en las personas mas jovenes (Vazquez-Oliva et al., 2018). Los tratamientos
actuales se enfocan en la reperfusion para reestablecer el abastecimiento de oxigeno
al miocardio, lo que no esta exento de efectos secundarios, ya que tras la reperfusion
del miocardio se activan vias de sefializaciébn que contribuyen a la disfuncién
produciendo el denominado dafio por isquemia reperfusion (Kalogeris et al., 2012;
Sanada et al., 2011; Yellon & Hausenloy, 2007). Por lo tanto, es necesaria la

farmacoterapia destinada a reducir la lesion por referfusion (Uriel et al., 2018).

Los tratamientos farmacologicos que se emplean actualmente no pueden
regenerar por completo el miocardio y la lesion ventricular. Por lo que la bisqueda
de tratamientos contra la lesion por isquemia/reperfusion es una necesidad actual. En
este sentido, la inhibicion de las HDACs podria ser un tratamiento prometedor contra
la lesion por isquemia/reperfusion. De hecho, se han iniciado estudios, en su mayoria
en animales de investigacion, con el objetivo de evaluar los efectos de la inhibicion
de las HDACs tras un IAM (Pickell et al., 2020; Sanchez-Fernandez et al., 2024; M.
Yang et al., 2020). Las HDAC de clase I, II y IV requieren iones de zinc para
desacetilar su sustrato y compartir un dominio de desacetilacion funcional, lo que
apunta a que un solo compuesto podria inhibir todas las HDAC dependientes de zinc
de forma simultanea. Por otro lado, las HDAC de clase III pueden inhibirse con
nicotinamidas (S. Yoon etal., 2019). Los experimentos en modelos animales
sugieren que la inhibicion de las HDAC mejora la remodelacion cardiaca, la funcion
ventricular y disminuye el tamafio del infarto y la inflamacion, entre otros efectos
beneficiosos (Sanchez-Fernandez et al., 2024). Entre estos inhibidores de las
HDAC:s encontramos el acido valproico (VPA) (H. Jung et al., 2019; S.-Y. Wu
et al., 2015), que podria ser un buen candidato para el tratamiento del IAM. El VPA
actiia como inhibidor de las HDAC, disminuyendo la expresion de las citoquinas
proinflamatorias IL-13 y TNF-a, inhibiendo asi la fibrosis y mejorando la funcion
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cardiaca (Soria-Castro et al., 2019a). Ademas, se ha sugerido que el VPA puede ser
cardioprotector cuando se administra a pacientes con IAM en dosis de 1.000 mg/dia
o superiores (English etal., 2022). A nivel cardiovascular el VPA detiene del
crecimiento, la diferenciacion y la apoptosis de los cardiomiocitos in vitro (Lee et al.,
2007). En modelos animales de raton y rata, el VPA bloquea la hipertrofia cardiaca
inducida por la Ang II de forma eficaz (H. Jung et al., 2019), atentia el desarrollo de
aterosclerosis y actia de manera positiva sobre la remodelacién del ventriculo
izquierdo después del IAM (Olesen et al., 2011). Tambien se ha observado que el
VPA reduce el tamaiio del infarto en un modelo de rata mediante un mecanismo que
implica la sobreexpresion de FoxM1, un gen codificador de proteinas que preserva
la funcidn cardiaca y regula los genes implicados en la supresion de la respuesta
inmune (Tian et al., 2019). Sin embargo, a nivel vascular sus efectos no se conocen
por completo, por ello en esta tesis nos centramos en estudiar los efectos del
tratamiento del IAM con VPA en la aorta abdominal, explorando mecanismos

endoteliales y musculares que pudieran alterarse en el IAM y revertirse con el VPA.

1.2. Papel fisiologico del endotelio y otros factores reguladores del tono
vascular

El sistema vascular es una red tubular ramificada compuesta por vasos
sanguineos, tales como las arterias, las venas y los capilares, que abastecen de
nutrientes y oxigeno a los tejidos, y eliminan los desechos catabdlicos (Moccia et al.,
2019). El interior de estos vasos sanguineos esta recubierto por una monocapa de
células conocida como endotelio, inicialmente definido como una barrera con
funciones de permeabilidad selectiva al agua y electrolitos, exclusivamente
(Rajendran et al., 2013). Sin embargo, se ha demostrado que sus funciones son
esenciales para regular la circulacion de las células sanguineas, el tono vascular, la
actividad plaquetaria, la inflamacién y el crecimiento vascular, entre otras (Daiber

etal., 2017).
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En condiciones fisiologicas, las células endoteliales sintetizan y secretan
sustancias que afectan a su propia funcion y a la funcion de las células musculares
lisas adyacentes (Alem, 2019). Mediante esta secrecion de sustancias vasoactivas, se
regula el tono vascular en respuesta a diversos estimulos, dependiendo del lecho
vascular (Rajendran et al., 2013). El endotelio participa, por tanto, activamente en
la regulacion del tono vascular mediante la liberacidon de sustancias vasodilatadoras,
como la prostaciclina (PGI,) o el 6xido nitrico (NO), y mediante la iniciacion del
mecanismo conocido como hiperpolarizacion derivada del endotelio (EDH), un
proceso que involucra la activacon de canales de potasio y la modulacion de la
relajacion vascular (Cahill & Redmond, 2016). El endotelio también libera
sustancias vasoconstrictoras, como la endotelina-1 (ET-1), la angiotensina II (Ang

II) (Smiljic, 2017) y el tromboxano A, (TXA») (Ellinsworth et al., 2014).

La PGI se sintetiza a partir del acido araquidonico (AA) en dos pasos: primero,
el AA se convierte en prostaglandina H, (PGH») a través de la via de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Mauricio et al., 2013), para finalmente sintetizar PGI,
mediante la enzima prostaciclina sintasa (Korbecki etal. 2014). La via de la
ciclooxigenasa 1 (COX-1) estda mas relacionada con la sintesis de prostanoides
contractiles, como el tromboxano A, (TXA;) (Aldasoro et al., 2007; H. Chen, 2018),
que es sintetizado a partir de la PGH>, pero a través de la enzima tromboxano sintasa
(Korbecki et al., 2014) y que también favorece la agregacion plaquetaria (Rucker &

Dhamoon, 2021).

Por otro lado, el NO es un potente vasodilatador, que ademads inhibe la
proliferacion de las células del musculo liso vascular (MLV) y la agregacion
plaquetaria (Rajeshwari et al., 2014). El NO se sintetiza a partir del aminoéacido L-
arginina por accion de la 6xido nitrico sintasa (NOS), que posee tres isoformas
principales: neuronal (nNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS) (Hayashi et al.,
2021). La L-arginina acepta electrones de NADPH a través del cofactor
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tetrahidrobiopterina (BH4) (Grandl & Wolfrum, 2018), en una reaccion que da como
resultado la formacion de L-citrulina junto con la sintesis de NO. La liberacion del
NO del endotelio y su facil difusion a través de las membranas biologicas da como
resultado la estimulacion de la guanilato ciclasa soluble en las células del musculo
liso vascular, que provoca un aumento de GMP ciclico (GMPc) (Cahill & Redmond,
2016). Una de las acciones mas importantes del GMPc para el sistema cardiovascular
es la activacion dependiente de GMPc de la proteina quinasa I (PKI) en el endotelio.
Esto, a su vez, activa la miosina fosfato, que da como resultado la liberacion de Ca**
de las reservas intracelulares, lo que permite la vasodilatacion (Triposkiadis et al.,

2022).

Por otra parte, la L-arginina también es sustrato de la enzima arginasa. Por tanto,
ambas enzimas, eNOS y arginasa, compiten por el mismo sustrato (R. B. Caldwell
et al., 2015). La arginasa escinde la L-arginina para formar urea y L-ornitina. La
L-ornitina es necesaria para la proliferacion celular, la formacion de colageno y otras
funciones fisioldgicas (R. W. Caldwell et al., 2018). Cuando aumenta la actividad de
la arginasa, se produce un mayor consumo de L-arginina, disminuyendo asi la
produccion de NO. Por ello, esta reduccion en la sintesis de NO daria lugar a una
disfuncion endotelial (Pernow & Jung, 2013), presente en el desarrollo de la lesion
por isquemia-reperfusion y en IAM (Roy et al., 2023), cuyo mecanismo clave es esta
disminucion en la biodisponibilidad de NO (Tratsiakovich et al., 2013).

Se han descrito dos isoformas distintas de arginasa: la arginasa I (ARG1), que es una
enzima citosélica que se expresa principalmente en el higado, aunque también se
encuentra en el musculo liso vascular, las células endoteliales y el miocardio, y la
arginasa Il (ARG2), que es mitocondrial y se expresa en varios tejidos, incluidos el

corazén y los vasos sanguineos (Gonon et al., 2012).

El mecanismo de EDH procude una vasodilatacién hiperpolarizando la

célula muscular mediante la salida de K (Cahill & Redmond, 2016).
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Especificamente, la EDH se inicia en las células endoteliales a través de un aumento
del Ca*" intracelular y la subsiguiente activacion de los canales de K* activados por
Ca*" de baja e intermedia conductancia. La salida de K* de las células endoteliales
produce hiperpolarizacion, que se propaga a las células musculares lisas adyacentes
a través de las uniones gap (Jackson, 2022). Ademas, en este mecanismo se ha
descrito la activacion de los canales de K activados por Ca*" de alta conductancia,
localizados principalmente en la célula muscular, que favorecen la salida de K" hacia
el espacio mioendotelial. Por ultimo, la hiperpolarizacién se mantiene gracias a la
activacion de la bomba Na'-K" y de los canales rectificadores de K* (Garland &
Dora, 2017; Goto et al., 2018). La figura 2 muestra los principales factores relajantes

y sus interacciones.

— Arginasa| e‘I\EJ
PG Iz L-ornitina NO
Q
K_
Ca
K* GC
AC

Hiperpolarizacion

RELAJACION

Figura 2. Principales interacciones entre la célula endotelial (CE) y la célula del misculo
liso vascular (CMLYV) mediante la liberaciéon de sustancias vasoactivas relajantes. AA:
acido araquidonico. L-Arg: L-arginina; COX: ciclooxigenasa; eNOS: 6xido nitrico sintasa
endotelial; PGI: prostaciclina; NO: 6xido nitrico; ATP: adenosin trifosfato; AMPc: adenosin
monofosfato ciclico; GC: guanilato ciclasa GTP: guanosin trifosfato; GMPc: guanosin
monofosfato ciclico. Adaptado de (Cahill & Redmond, 2016).
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Por otro lado, el endotelio produce también sustancias vasoconstrictoras.
Una de las mas potentes es la ET-1. Su sintesis implica el procesamiento de un
precursor por una proproteina convertasa de tipo furina a un intermediario inactivo,
big ET-1. Este péptido puede luego ser escindido directamente por la enzima
convertidora de endotelina (ECE) en ET-1, o bien a través de un proceso de dos
pasos que hidroliza la big ET-1 (Houde etal., 2016). La ET-1 es sintetizada
principalmente por las células endoteliales, y contribuye al mantenimiento del tono
vascular, promoviendo la inflamacion y la proliferacion de las células del MLV
(Thorin & Webb, 2010). La ET-1 ejerce su efecto a través de la activacion de sus
dos tipos de receptores, tipo A (ETA) y tipo B (ETB), ambos localizados en el MLV
(Aflyatumova et al., 2018; Spieker et al., 2001). El receptor ETB se encuentra
también en las células endoteliales, provocando vasodilatacion (Mazzuca & Khalil,
2012; Spieker et al., 2001) a través de la via del NO (Park et al., 2022).
En la homeostasis cardiovascular, la regulacion neural del tono vasomotor esta
mediada, en parte, por la ET-1. La evidencia experimental sugiere que la ET-1 puede
estimular la actividad central y periférica del SNS a través de los receptores ETA
(Bruno et al., 2011). En concreto, la ET-1 y sus receptores, ETA y ETB, participan
en la fisiopatologia del IAM y modulan la activacion simpatica a nivel miocardico y
suprarrenal  (Lekkas etal., 2019). [Esta interaccibn se ejerce en
el miocardio ventricular, en el que se ha demostrado la presencia de los receptores
ETA y ETB en las varicosidades del nervio simpatico (Kolettis et al., 2014). La
activacion de ETA conduce a una inhibicion de la recaptacion de NE, lo que resulta
en un aumento en la liberacion de NE. Por el contrario, la activacion de ETB conduce
a una inhibicion de la liberacion de NE exocitotica. Por lo tanto, la abundancia
relativa de ETA y ETB puede favorecer un aumento o una disminucién de la

liberacion de NE (Lehmann et al., 2014).

La evidencia clinica y experimental sugiere que la hiperactividad del sistema

nervioso simpatico y los niveles elevados de ET-1 estin directamente
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correlacionados con la progresion del IAM (Abukar et al., 2016). En un modelo de
IAM en rata, el bloqueo de los receptores ETA cerebrales disminuy6 la respuesta
simpatica y produjo un aumento de las respuestas vagales, lo que conduce a un
entorno electrofisioldgico mas homogéneo (Lekkas et al., 2019). La microinyeccion
local de ET-1 en el ganglio estrellado izquierdo resultd en una activacidon simpatica
aumentada y una arritmia ventricular agravada inducida por isquemia en perros
Beagle macho mediante la via de sefializacion de los receptores ETA (Z. Wang et al.,
2019). En corazones isquémicos aislados de cobayas, la ET-1 ex6gena aument6 la

liberacidén de NE y las arritmias ventriculares (Isaka et al., 2007).

Al igual que la ET-1, la Ang II es otro factor contractil importante liberado
por el endotelio, y juega un papel crucial en el sistema renina-angiotensina (RAS).
La renina act@ia sobre el angiotensindgeno para formar angiotensina I, que se
convertird en Ang II (activa fisioldgicamente) por accion de la enzima convertidora
de angiotensina (ECA), localizada en el endotelio (Vargas Vargas et al., 2022). Las
funciones de la Ang II estin mediadas por receptores especificos acoplados a
proteina G, siendo estos de tipo 1 (ATR1) y de tipo 2 (ATR2) unidos a la membrana
(Méndez-Valdés et al., 2022). La mayor parte de la actividad cardiovascular de Ang
II esta mediada por los receptores ATR1, cuya activacion causa la contraccion de las
células del MLV, incrementa la contractilidad del miocardio e induce la produccion
de aldosterona y la liberacion de catecolaminas de la médula suprarrenal (Mirabito
Colafella et al., 2019; Sun, 2010). El aumento de aldosterona es perjudicial para el
endotelio, que lleva a una reduccion de la liberacion de NO y, en consecuencia, a
una menor capacidad vasodilatadora (Triebel & Castrop, 2024). Por otro lado, los
receptores ATR2 inducen una vasodilatacion que estd mediada en gran parte por el
NO (Kaschina et al., 2017). La sefializacion intracelular mediada por ATR2 incluye,
entre otras, la regulacion de la via NO-GMPc. Esto amortigua los efectos de la Ang
IT sobre los receptores ATR1 atenuando la vasoconstriccion (Triebel & Castrop,

2024). Ademas, la Ang II estimula la apoptosis, el crecimiento celular, la
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inflamacion, la fibrogénesis y la diferenciacion celular, regula la expresion génica
de sustancias bioactivas y activa multiples vias de sefializacion intracelular, que
producen la remodelacion de los tejidos (Sun, 2010). En la figura 3 se muestran los

factores contractiles principales y sus interacciones.

CE

CMLV

Figura 3. Principales interacciones entre la célula endotelial (CE) y la célula del musculo
liso vascular (CMLYV) mediante la liberacion de sustancias vasoactivas contractiles.
ADMA: dimetilarginina asimétrica. ANG I: Angiotensina I. ANG II: angiotensina II. ATRI:
receptor 1 de angiotensina II. ATR2: receptor 2 de angiotensina II. AA: &cido araquidénico.
Big ET-1: big endotelina-1. COX: ciclooxigenasa. DDAHs: dimetilarginina
dimetilaminohidrolasas. ECA: Enzima convertidora de angiotensina. ECE: enzima
convertidora de endotelina. eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial. ET-1: endotelina-1. ETa,
ETg: receptores de endotelina tipo A y B. L-Arg: L-arginina. NO: 6xido nitrico. O, anién
superoxido. ONOO': peroxinitrito. TXA,: tromboxano A2. Adaptado de (Berialdo F. et al.
2017).

La activacion del sistema nervioso simpatico (SNS), a través de la liberacion
de norepinefrina (NE) y la unién a sus receptores o y B regula el tono vascular (Al-
Gburi et al.,, 2017). En condiciones fisiologicas, la NE se libera a través de las
vesiculas sindpticas mediante un mecanismo dependiente de Ca** hacia la hendidura
sinéptica. Una vez que la membrana se despolariza, el Ca" intracelular aumenta y
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las vesiculas que contienen NE migran y se fusionan con la membrana, lo que

permite que la NE entre en la hendidura sinaptica (Lehmann et al., 2014).

La NE es capaz de aumentar la presion arterial sistémica mediante la
estimulacion de los receptores adrenérgicos o (Russell et al., 2021; Zuo et al., 2022).
Los receptores adrenérgicos a; se encuentran principalmente en el tejido muscular
liso, lo que produce vasoconstriccidn tras su estimulacion. Esto, ademas de aumentar
la presién arterial, también induce efectos inotropicos positivos en los
cardiomiocitos. La estimulacion de los receptores adrenérgicos a, ubicados en el
endotelio (Vanhoutte et al., 2017) da como resultado una vasodilatacion arterial

(Zuber et al., 2011).

La actividad simpética excesiva es, sin duda un factor importante que contribuye
a la fisiopatologia de la hipertension, insuficiencia cardiaca, enfermedad renal
terminal, y muchas otras enfermedades cardiovasculares cronicas (J. Lu et al., 2014).
Las primeras etapas de la insuficiencia cardiaca se caracterizan por una alta actividad
simpatica y altos niveles de NE circulatoria, que afectan perjudicialmente a los

organos vitales, entre ellos el corazon (Abassi et al., 2022).

1.3. Infarto agudo de miocardio y disfuncién endotelial

La disfuncién endotelial subyace en todas las ECV, y se puede definir como el
desequilibrio en la funcién reguladora del endotelio que conduce a una pérdida de
vasodilatacion (Janaszak-Jasiecka etal., 2023; Widmer & Lerman, 2014).
Generalmente, se caracteriza por una disminucion en la biodisponibilidad del NO,
aunque otros mecanismos pueden estar implicados. Ademas, la disfuncion endotelial
se asocia a un estado proinflamatorio y protromboético (Aflyatumova et al., 2018),
caracterizado por vasoconstriccion, activacion plaquetaria, adhesion leucocitaria,

mitogénesis, prooxidacion, alteracion de la coagulacion e inflamacion vascular
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(Incalza et al., 2018; Kalkman, 2020). La disfuncién endotelial esta relacionada con
los factores clasicos de riesgo cardiovascular, como son la hipertension arterial, la
hipercolesterolemia, la diabetes mellitus y el tabaquismo cronico (Daiber et al.,
2017).

EITAM se caracteriza por cambios en la estructura y funcion de la pared de estos
vasos sanguineos (Rajeshwari et al., 2014), formandose nuevas ramificaciones y
aumentando en grosor y tamafo, ademas de incrementar la permeabilidad y la
liberacidén de vesiculas extracelulares, posiblemente para mediar la comunicacion
intercelular después de un IAM (X. Wu etal., 2021). Durante la isquemia, se
produce una situacion de hipoxia que afecta a la integridad de las células endoteliales
y a su funcion de barrera, lo que incrementa la permeabilidad vascular y facilita la
infiltracion de células inflamatorias del tejido infartado (Prabhu & Frangogiannis,

2016).

La biodisponibilidad de NO se puede encontrar alterada por diversos
mecanismos, como un aumento en la actividad de la arginasa, en los niveles de
ADMA o ante un estado de estrés oxidativo (Janaszak-Jasiecka et al., 2023;
Poeggeler et al., 2023). En los ultimos afios, se ha relacionado la arginasa con ECV
y factores de riesgo cardiovascular, como la hipertension, la aterosclerosis, la
enfermedad vascular diabética o la reperfusion isquémica (Li etal., 2022;
Tratsiakovich et al., 2013). La regulacion al alza de la via de la arginasa ha surgido
como un factor importante que contribuye a la reduccion de la biodisponibilidad de
NO al competir con la eNOS por el sustrato L-arginina (Gonon et al., 2012; Gronros
etal., 2013; Molek et al., 2021). El aumento de la actividad de la arginasa puede
causar desacoplamiento de la eNOS, lo que conduce a una mayor formaciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y por ende a una reduccion en la
biodisponibilidad de NO (Chandra et al., 2012). Por ejemplo, se ha observado un
aumento de la actividad de la arginasa durante la isquemia-reperfusion en arteria

coronaria que conduce a una menor producciéon de NO (H. Jung etal., 2019).
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Ademas, un estudio realizado en un modelo porcino de isquemia-reperfusion
demostréo que la isquemia-reperfusion miocardica aumentaba la actividad de la
arginasa sin afectar la expresion de ARG1 ni ARG2, y que la inhibicion de la
arginasa miocardica local protegia al corazon contra la lesion por isquemia-
reperfusion a través de una mayor produccién de NO (Gonon et al., 2012). Por otro
lado, un estudio realizado en un modelo de rata con ligadura de la arteria coronaria
durante 30 minutos y posterior reperfusion, concluyo6 que la actividad de la arginasa
se incrementaba durante la reperfusion y que este aumento se mantienia hasta 8 dias.
Ademas, la inhibicion de la actividad de la arginasa provoc6 una mejora a largo plazo
de la funciéon microvascular coronaria y la limitacion del tamafio del infarto (Gronros
et al., 2013). En pacientes con IAM, se observo una mayor afinidad de L-arginina
por la arginasa (Molek et al., 2021). Otro estudio en ratas Sprague-Dawley con
isquemia-reperfusion demostré que la actividad de la arginasa aumentaba en el
miocardio durante la isquemia-reperfusion y que la inhibicion de la arginasa por nor-
NOHA después del inicio de la isquemia, pero antes de la reperfusion, protegia de la
lesiéon por isquemia-reperfusion del miocardio (Tratsiakovich etal., 2013). No
obstante, a pesar de la extensa investigacion clinica y experimental que indica el
potencial de la arginasa como biomarcador y herramienta de diagnostico para la
progresion de las ECV, todavia no existe un estandar de definicion clinica para la
actividad de la arginasa o los niveles de expresion de ARG1 y ARG2 en sangre o

tejidos para el diagnostico de las ECV (Li et al., 2022).

En 1992, se describi6 por primera vez la presencia de ADMA, como inhibidor
endogeno de la eNOS en plasma y orina (Korandji et al., 2007). Niveles elevados de
ADMA disminuyen la produccion de NO en las células endoteliales y, por lo tanto,
la vasodilatacion (Chalioti et al., 2020; Klinger et al., 2013; Korandji et al., 2007).
Las metilargininas, como la ADMA, la dimetilarginina simétrica (SDMA), y la
NG-metil-1-arginina (L-NMMA) son analogos estructurales de la L-arginina

(Klinger etal, 2013). Estas son sintetizadas por la enzima arginina
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N-metiltransferasa (Pautz etal., 2021) y se eliminan por excrecion renal,
degradandose a L-citrulina por las dimetilarginina dimetilaminohidrolasas
(DDAHS). La disminucion de las DDAHs puede contribuir a una inhibicion de la
produccion de NO (Palm et al., 2007).

Los niveles elevados de ADMA, por encontrarse mas concentrado en plasma
que el L-NMMA, se han convertido en un marcador de riesgo cardiovascular
(Klinger et al., 2013), y son utiles para documentar el transcurso de la disfuncion
endotelial en las ECV (Gavriilaki et al., 2020). Los niveles elevados de ADMA y
SDMA se han relacionado con mal pronostico del IAM (Chalioti et al., 2020;
Korandji et al., 2007). En pacientes con enfermedad coronaria se encontraron niveles
mas altos de ADMA en plasma que en pacientes control (Valkonen & Laaksonen,
2004). En otro estudio en pacientes con IAM, se investigaron los niveles de ADMA
durante 24 horas, observandose un incremento al inicio, lo que sugiriéo un aumento
de la actividad plaquetaria a través de la supresion de la biodisponibilidad del NO
(Bergheanu et al., 2011). Estos hallazgos pueden relacionar los niveles de ADMA

con la aparicion de futuros eventos cardiovasculares fisiopatologicos.

Otro de los factores clave en el desarrollo de las ECV es el estrés oxidativo,
definido como un desequilibrio entre la produccion de ROS y sustancias
antioxidantes, de manera que las primeras prevalecen (Daiber et al., 2017; Dawson
et al., 2008). Concretamente, la disfuncion endotelial asociada al estrés oxidativo
aparece por una disminucién en la biodisponibilidad del NO cuando el anidon
superoxido (0O;) reacciona con el NO para formar peroxinitritos (ONOO)
(Roumeliotis et al., 2020; Vrankova et al., 2019), un agente prooxidante muy potente
que intensifica el desacoplamiento de eNOS al oxidar su cofactor BH4 (Janaszak-
Jasiecka et al., 2023). La BH4 sirve en este proceso como donante de un electron para
el oxigeno unido al hemo, que activa el O, permitiendo la siguiente oxidacion de L-

arginina a L-citrulina y NO. El cofactor BH4 es, por tanto, esencial para una actividad
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optima de la eNOS (Stuehr & Haque, 2019). El desacoplamiento de la eNOS esta
presente en ECV, como la hipertension arterial, la aterosclerosis o la insuficiencia

cardiaca (Bendall et al., 2014).

Por otra parte, se ha demostrado que los niveles plasmaticos de ET-1 aumentan
después de un IAM, lo que contribuye a la vasoconstriccidon coronaria que subyace
a la isquemia miocardica y la disfuncion ventricular (Doggrell, 2004). En un modelo
de isquemia en rata, se determiné que el receptor ETA mediaba la muerte de las
células cardiacas a través de su interaccion con ROS (Park et al. 2022). Por otro lado,
el bloqueo del receptor ETA a corto plazo también redujo el tamafio del infarto en
modelos animales de IAM (oclusion coronaria seguida de reperfusion). Durante la
oclusion de la arteria coronaria en rata, las arritmias ventriculares se redujeron
mediante el bloqueo del receptor ETA. En el modelo de IAM en conejo, el bloqueo
de la enzima convertidora de endotelina redujo el tamafio del infarto (Park et al.

2022).

Después de un IAM, uno de los componentes clave que participa en las
modificaciones estructurales es la Ang II. La activacion de Ang II se ha relacionado
con los procesos fisiopatologicos del IAM (Zhang et al., 2018) y esta implicada en
diversas funciones fisioldgicas que regulan la vasoconstriccion, el gasto cardiaco, el
crecimiento celular y la integridad de la pared vascular. Por otro lado, la produccion
de ROS inducida por Ang Il puede dafiar ain mas el miocardio y agrandar el tamafio
del infarto (Forrester et al., 2018). La Ang Il induce un aumento en la tension de la
pared ventricular al actuar a través de un sistema de transduccion de sefiales mediado
por receptores y da como resultado el desarrollo de hipertrofia cardiaca (Shah et al.,
2021). En las ultimas décadas, varios autores han destacado la participacion de Ang
[T en el JAM, concluynedo que la activacion transitoria del sistema RAS y el aumento
de los niveles la Ang II empeora la funcion cardiovascular (Duncan et al., 1997)

(Forrester et al., 2018) (X. Zhang et al., 2018).
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1.4.El acido valproico y sus efectos vasculares

El VPA tiene una estructura quimica similar a la de los acidos grasos de cadena
corta (Rabadiya & Dudhrejiya, 2019) que se une a proteinas plasmaticas con un
porcentaje mayor al 85%, lo cual conlleva a una menor tasa de eliminacion y
excrecion en orina (Wahba & Bergez, 2020). Fue aprobado por la Administracion
de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) en 1978 (Hwabejire et al.,
2014), y actualmente es el farmaco antiepiléptico mas utilizado (Wahba & Bergez,
2020). En mayo de 2018 la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) aprobo este
farmaco para tratar la epilepsia y los desérdenes bipolares. Ademas, dio luz verde a
algunos paises europeos para probarlo en el tratamiento de la migrana. El VPA se
usa también como tratamiento en pacientes con fobias sociales, dolor neuropatico y
esquizofrenia (Rabadiya & Dudhrejiya, 2019). A lo largo de los afos, diversos
estudios han demostrado que el VPA tiene un papel protector en el sistema nervioso
(W. Zhao et al., 2020). Atraviesa la barrera hematoencefalica (Zhou et al., 2017) y
aumenta la disponibilidad del acido y-aminobutirico (GABA), disminuyendo la

hiperexcitabilidad neuronal (Soria-Castro et al., 2019b).

Como ya se ha comentado anteriormente, el VPA puede ser un candidato para
tratar el IAM por sus beneficios a nivel cardiaco, sin embargo, los efectos que tiene
a nivel vascular son todavia contradictorios o desconocidos. Por eso, en la presente
tesis nos centramos en la via del NO endotelial, la via de la arginasa, el estrés
oxidativo, la via de la Ang II, ET-1 y la respuesta adrenérgica, puesto que todos estos
sistemas se alterarian tras un [AM.

El VPA inhibe la funcion endotelial y la angiogénesis tanto in vitro como in vivo
(Kvestad et al., 2014; Michaelis et al., 2004; Nevo et al., 2020). Por otro lado, el
VPA podria mitigar los cambios en los patrones de expresion de genes vasculares y
preservar la funcion endotelial, ya que atentia la expresiéon de factores de

permeabilidad vascular y angiogénicos (Causey et al., 2012). También se encontrd
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que el tratamiento con VPA inducia angiogénesis postisquémica y promovia la
recuperacion funcional a largo plazo en un modelo experimental de accidente
cerebrovascular isquémico (Z. Wang et al., 2012). En pericitos microvasculares
humanos, el VPA condujo a un aumento general en los genes asociados con la
estabilizacion y maduraciéon de los vasos, como la supervivencia endotelial, la
formacion, estabilizacion y ramificacion del tubo endotelial y el mantenimiento de
contactos directos entre células endoteliales (Karén et al., 2011). Estos hallazgos
sugieren que la inhibiciéon de HDAC inducida por VPA puede modular la expresion
génica proangiogénica y contribuir a la angiogénesis postisquémica (Z. Wang et al.,

2012).

Respecto al efecto del VPA sobre la expresion o actividad de la arginasa, hay
pocos estudios que los evaliien y, de nuevo, los resultados son contradictorios. Por
un lado se ha demostrado un descenso en los niveles de arginasa (Xie et al., 2018),
mientras que otro grupo encontrd un aumento de esta enzima (Gezginci-Oktayoglu
et al., 2016). Si el VPA demostrara disminuir la actividad de la arginasa, aumentaria

su idoneidad como tratamiento para la disfuncién endotelial originada por el [AM.

En cuanto al efecto del VPA sobre el sistema ADMA-NO, los estudios tampoco
son concluyentes. Algunos autores indicaron que el tratamiento con VPA aumentaba
los niveles de ADMA (Oz et al., 2009; Ozdemir et al., 2011), lo que repercutiria en
una menor produccion de NO. Sin embargo, otros estudios han demostrado que el
tratamiento con VPA aumentaba los niveles séricos de NO en nifios (Karabiber et al.,
2004; Peker et al., 2009). En cultivo de células embrionarias de aorta bovina y en
aorta de ratones macho sanos, el VPA aumentd la produccion de NO y la

vasodilatacion inducida por acetilcolina (Cho et al., 2014).

Con relacion al estrés oxidativo, el VPA es capaz de atenuar sus efectos nocivos,

ya que incrementa los niveles de sustancias antioxidantes como el 4cido urico
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(Hamed et al., 2007), la superdxido dismutasa (SOD) y el glutation (GSH), ademas
de reducir los niveles de malondialdehido (MDA) (Shi et al., 2019; H. Wu et al.,
2018) en tejido miocardico, concretamente en ventriculo izquierdo (Shi et al., 2019),
de ratas Sprague-Dawley (Wu etal.,, 2018). No obstante, otros estudios han
determinado que el VPA podria producir un aumento de estrés oxidativo en tejido

renal de ratas Sprague-Dawley (Gezginci-Oktayoglu et al., 2016).

Por ultimo, no hay estudios que describan qué efectos vasculares tendria el VPA
sobre el SNS, ET-1 y Ang II, activados tras un IAM. Si el VPA atenuase la respuesta
a estos agonistas contractiles, podria ejercer un efecto protector frente a la
vasoconstriccion excesiva inducida por el aumento de actividad de estos sistemas
tras el JAM. Esto, junto a la controversia de los efectos endoteliales del VPA hace
necesario investigar mas en este campo antes de proponerlo como tratamiento para

el IAM.

El grupo de investigacion del Departamento de Fisiologia GRELCA ha
desarrollado un modelo de infarto agudo de miocardio en conejo y ha demostrado
que el VPA reduce la magnitud del dafio miocardico (Genovés et al., 2020). En la
presente tesis nos centramos en los efectos del tratamiento con VPA a nivel vascular
en conejos con IAM, ahondando en los mecanismos por los que el VPA puede ejercer

su efecto protector.
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Hipotesis

En base a los antecedentes expuestos, nuestra hipotesis es que el IAM provocaria
una disminucion de la capacidad vasodilatadora de la aorta abdominal, aumentando
la poscarga y, por tanto, agravando la patologia. El tratamiento con VPA podria tener
efectos beneficiosos a nivel vascular, tal y como se ha demostrado a nivel cardiaco

después de un IAM.
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Objetivos

3.1.Objetivo general

Partiendo de la hipdtesis de que el IAM induce una disfuncion vascular en aorta
abdominal de conejo, nuestro objetivo principal era analizar los mecanismos que
subyacen a tal disfuncion y estudiar si el VPA ejerce un efecto protector vascular
centrandonos en las vias de sefializacion del NO, adrenérgica, ET-1 y Ang II. El
estudio se realizo en conejos macho White New Zealand divididos en tres grupos:

control, [AM e IAM tratado con VPA (IAM + VPA).

3.2.Objetivos especificos

1. Estudiar la vasodilatacion tanto dependiente (en respuesta a la acetilcolina, ACh)
como independiente (en respuesta al nitroprusiato sédico, NPS) de endotelio en
aorta de conejo de los tres grupos de estudio.

2. Determinar los mecanismos endoteliales que participan en la relajacion a la ACh,
centrandonos en la via del NO, en aorta de conejo de los tres grupos de estudio.

3. Analizar la expresion proteica de las enzimas implicadas en la via del NO y estrés
oxidativo vascular.

4. Evaluar la respuesta a agonistas contractiles como la NE, ET-1 y Ang II en aorta
de conejo de los tres grupos de estudio.

5. Analizar la expresion proteica de los receptores que median la respuesta a los

agonistas contractiles estudiados.
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Material y métodos

4.1. Animales de experimentacon

Se utilizaron conejos macho White New Zealand (Oryctolagus cuniculus) de 15
semanas de edad, bajo condiciones ambientales y alimentarias controladas segun la
normativa espafiola RD 53/2013 por la que se establecen las normas basicas
aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia. Los animales permanecieron en jaulas
especificas estabulados en la Unidad Central de Investigacion de la Facultad de
Medicina y Odontologia de la Universitat de Valencia, alimentados con pienso
estandar y agua, con una temperatura ambiente de 19 + 2°C, una humedad relativa
de 55 + 10% vy ciclos de luz-oscuridad artificiales de 12 horas. Los protocolos
experimentales y el cuidado animal siguieron la normativa 2010/63 de la Unidon
Europea sobre la proteccion de animales utilizados con fines cientificos, y recibieron
aprobacion por parte del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la
Universidad de Valencia (2015/VSC/PEA/00233 tipo 2). Para mas detalle del

modelo experimental consultar (Genovés et al., 2020).

4.2. Procedimiento experimental

4.2.1.  Grupos de estudio

Los animales se dividieron en tres grupos: el grupo control estuvo constituido
por un grupo de animales que fueron sometidos al mismo estrés quirirgico, pero sin
induccion de infarto (grupo control, n=12). En otro grupo de animales se indujo un
IAM mediante una esternotomia media, se ocluy6 la arteria coronaria circunfleja
izquierda durante 1 hora. Posteriormente, se reperfundié la arteria mediante la
eliminacion de la oclusion y se cerrd el torax usando técnicas de sutura estandar. El
tiempo transcurrido desde la induccion del IAM hasta el sacrificio fue de 6 semanas

(grupo 1AM, n=15). Por ultimo, el tercer grupo consistié en administrar VPA a los
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animales sometidos a la cirugia para crear un IAM, (grupo IAM + VPA, n=14). El
tratamiento con VPA fue también de 6 semanas, iniciandose después de la induccion

del IAM.

4.2.2.  Extraccion y preparacion de las muestras

Antes del sacrificio, se procedio a la recoleccion de sangre de la vena marginal
de la oreja en tubo con EDTA (Figura 4). La sangre se centrifug6 a 2500 r.p.m.
durante 15 minutos, se alicuot6 el sobrenadante (plasma) en microtubos de 1.5 mL
y se guardo a -20°C para la determinacion plasmatica de nitratos y nitritos (NOy),

L-arginina y ADMA.

Figura 4. Recoleccion de sangre por goteo en un tubo con EDTA mediante puncion de la
vena marginal de la oreja.

A continuacion, se llevo a cabo la extraccion de la aorta abdominal, que se
limpio en placa Petri provistas con suero fisioldgico. Bajo una lupa de diseccion con
iluminacion blanca, se separaron y desecharon los restos de tejido graso perivascular
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y se procedié a cortarla en segmentos de unos 3mm de longitud, que fueron
destinados inmediatamente al estudio de la reactividad vascular o congelados a -80°C

para el estudio de la expresion proteica.

4.2.3.  Estudio de la reactividad vascular

Los segmentos vasculares se montaron en un equipo para el registro de la tension
isométrica (Figura 5). La fuerza se midi6 en mg de contraccion. Previamente al
analisis de la respuesta de los segmentos vasculares a los diversos estimulos, se
procedié a determinar la tensiéon basal Optima en un grupo de experimentos
preliminares en segmentos de longitud y diametro semejantes a los experimentales.
Para ello, se registro la contraccion inducida por el KC1 (60 mM) después de exponer
los segmentos arteriales a diversas tensiones pasivas (1, 2, 3 y 4 g). La tension pasiva
a la que se obtuvo la mayor respuesta contractil se consideré como la tension 6ptima
de reposo y la que se consideraria como referencia para calibrar los transductores

isométricos. La tension pasiva 6ptima para la aorta de conejo fue de 3 g.
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TRANSDUCTOR  we———p

SEGMENTO

95% O,
5% CO,

Figura 5. Esquema del bafio de 6érganos y preparacion experimental utilizada para el registro
de la tension isométrica.

La preparacion experimental consiste en la introduccion de dos alambres rigidos
de acero inoxidable a través de la luz del anillo vascular. Uno de los alambres esta
unido a un soporte que a su vez se fija a la pared del bafio de 6rganos y el otro se
desplaza paralelamente al anterior y esta conecta a un transductor de fuerza (FT03
Grass Instruments). Cada uno de los segmentos vasculares se introduce en un bafio
de o6rganos compuesto por pequenas copas de vidrio con altura ajustable, cubriendo
los segmentos vasculares con un volumen de 4 mL de solucion de Krebs-Henseleit,
cuya composicion en mM es 115 NaCl, 4.6 KCl, 1.2 MgCl,-6H,0, 2.5 CaCl,, 25
NaHCO3, glucosa 11.1 y 0.01 EDTA disoédico. Esta solucion se equilibra con una
mezcla gaseosa de O, (95%) y CO; (5%), que proporciona un pH entre 7,3 - 7,4. La
temperatura se mantuvo constante a 37°C en las copas del sistema gracias a un
termocirculador que libera y retorna agua destilada a esta temperatura usando un
circuito estanco que rodea todo el sistema. Un tornillo micrométrico unido al
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transductor isométrico (UF1 Pioden Controls Ltd) permite aplicar al anillo vascular
la tension pasiva adecuada separando los alambres. Los cambios de tension
isométrica se registran en un ordenador Macintosh utilizando un software Chart v7
y un sistema de adquisicién de datos MacLab /8¢ (AD Instruments). Una vez
terminado el montaje de las arterias, se dejan estabilizar aproximadamente 1 hora,

realizando lavados cada 20 minutos con la solucion de Krebs-Henseleit.

4.2.4. Viabilidad vascular

La capacidad de contraccion del musculo liso vascular se comprobd por su
respuesta al KCI (60mM), que provoca el aumento de los niveles de Ca®* intracelular
obteniendo una contraccion inespecifica de receptor. La integridad funcional del
endotelio se comprob6 observando la presencia de relajacion provocada por la ACh

(107-10°) en segmentos previamente contraidos con NE (107-3x107).

4.2.5.  Curvas concentracion-respuesta

Se realizaron curvas concentracion-respuesta al nitroprusiato sédico (NPS, 10~-
10 M) para estudiar la relajacion independiente de endotelio, y a la ACh (107-107
M) para comprobar la relajacion dependiente de endotelio. En este ultimo caso las
curvas se realizaron en ausencia (control) y presencia de diferentes inhibidores:
— Indometacina (10 M), un inhibidor de la COX, para evaluar la participacion
de los prostanoides.
—  L-NAME (10*M), un inhibidor de la NOS, para evaluar la liberacion de NO
inducida por la ACh.
— Indometacina (10° M) + L-NAME (10 M) + KCI (20 mM), para inhibir la
produccion de prostaglandinas, NO y EDH.

Todas las incubaciones se realizaron durante 20 minutos en el bafio de 6rganos.
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También se realizaron curvas concentracion-respuesta a los siguientes agonistas
contractiles:

- NE (10°-10" M).

—  ET-1(10"-107 M).

-  AnglII (10M-10° M).

4.2.6.  Determinacion de los niveles plasmaticos de NO,

La determinacion de los niveles plasmaticos de NOx se realizé por colorimetria
(kit de Cayman Chemical Company®) segiin el método de Griess. Este método se
basa en la conversion enziméatica de nitratos a nitritos por la enzima nitrato reductasa.
Como producto final se obtiene un compuesto azoderivado que absorbe a 540-550
nm (Bryan & Grisham, 2007). Las muestras de plasma se descongelaron, filtraron
y diluyeron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los estandares de
nitratos y nitritos se diluyeron sucesivamente de mayor a menor concentracion con
el diluyente de reaccion para la obtencion de la recta patron. Todas las diluciones se
colocaron en los pocillos y se calculd la media de la absorbancia de cada

concentracion. Los resultados se expresan en uM.

4.2.7.  Soluciones y farmacos empleados en el bafio de érganos

Todos los reactivos utilizados para el estudio de la funcidon vascular fueron
distribuidos por Sigma-Merck. Las soluciones concentradas de los farmacos se
realizaron con agua bidestilada, excepto la indometacina que se disolvio en etanol y
bicarbonato sodico (150 mM) ajustado a un pH 7,4 con HCI. La concentracién de
etanol final en el bafio fue inferior al 0,01%. Las diluciones correspondientes se

hicieron con suero fisioldgico.
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4.3. Analisis de la expresion proteica mediante western blot

Segmentos de 50 mg de aorta de conejo se descongelaron y se sumergieron en
buffer de lisis (0,125 M, pH 6,8, 2% SDS, 19% glicerol y 1% (v/v) inhibidor de
proteasas) en un microtubo de 1,5 mL para su homogeneizacién por friccion
mecanica. Posteriormente, se procedid a la centrifugacion de los microtubos a 10.000
r.p.m. durante 20 minutos a una temperatura de 4°C. Tras la centrifugacién se recogid
el sobrenadante y se determino la concentracion proteica total mediante el método
del acido bicinconinico (BCA) empleando una curva estandar de seroalbuimina

bovina (BSA).

4.3.1. Separacion y transferencia de las proteinas

Una vez conocida la concentracion proteica de las muestras, se anadio 0,5% de
la fraccion volumétrica (v/v) de 2-mercaptoetanol y 1% (v/v) azul de bromofenol, y
se calent6 durante 5 minutos a 95°C. La separacion de las proteinas se realizd por
electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis). Para ello, se cargaron entre 20-30 pg de proteina de cada
muestra en geles de resolucion, con un gradiente de poliacrilamida del 4 al 15% en
funcién del peso molecular de la proteina a estudiar. Para medir la eficacia de la
transferencia y determinar el tamafio de las proteinas de interés, se utilizd una
proteina estdndar multicolor (Broad MultiColor Pre-Stained Protein Standard,
GenScript). La electroforesis se realizo en el sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell
(Bio Rad), que contenia un tamp6n de migracion (Tris 25mM, glicina 200mM y SDS
al 0.1% (p/v), pH 8,3). Para la electroforesis se aplico un voltaje constante de 140 V
durante 50-60 minutos. Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas separadas
en el gel se transfirieron en medio humedo a una membrana de difloruro de
polivinidileno (PVDF) (Bio-Rad, Hércules, CA, EE.UU), activada previamente con

metanol. Para la transferencia se us6 un tampoén de transferencia (Tris 25 mM, 190
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mM glicina y 20% de metanol), y se aplicé un voltaje constante de 60 V durante 1

hora a 4°C.

4.3.2. Inmunodeteccion

Las membranas se incubaron con una solucion de bloqueo para evitar las uniones
inespecificas. Esta solucion estd compuesta por BSA al 5% en TBS-Tween (Tris-Cl
20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5). El bloqueo de las membranas se
realiz6 en agitacion suave, durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion,
las membranas se incubaron toda la noche a 4°C en agitacion suave con el anticuerpo
primario (Tabla 1), diluido en la solucion de bloqueo. Al dia siguiente, las
membranas se lavaron con TBS-Tween (3 lavados de 5 minutos) y se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario (anti-rabbit para
eNOS, peNOS, receptor adrenérgico a,, receptor adrenérgico a,, SOD1, ETA, ETB,
ATRI1, ATR2, ARG1 y ARG2; y anti-mouse para SOD2 y B-actina) junto con la
enzima peroxidasa de rabano picante (HRP), diluida en la solucién de bloqueo.
Finalmente, se lavaron las membranas con TBS-Tween tres veces durante 5 minutos
para eliminar el exceso de anticuerpo secundario, y se incubaron con el reactivo
comercial ECL (Pierce, Thermo Scientific), que permite la detecciébn por
quimioluminiscencia de los anticuerpos conjugados con HRP. La actividad de la
peroxidasa se observo mediante el sistema ImageQuant LAS-4000 (GE Healthcare
Life Science, Barcelona, Spain), y la sefial obtenida se cuantificd por densitometria
utilizando el software informatico Image J. La proteina de interés se normalizo a la

[B-actina, que se utiliz6 como proteina de control de carga.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados para la determinacion de la expresion proteica por

Western Blot.
Anticuerpo Peso Dilucion Referencia Casa
molecular comercial
(KDa)

SOD1 20 1:1000 | ADI-SOD-10 Enzo Life
Sciences

SOD2 21 1:1000 |sc-137254 Santa Cruz Bio-
technology

eNOS 133 1:1000 |ab76198 Abcam

peNOS 135 1:300 | BS3447R Thermo Fisher
Scientific

ARGI1 35 1:1000 | NBP1-32731SS Novus Biologi-
cals

ARG2 39 1:500 | NBP2-15446 Novus Biologi-
cals

ETA 48 1:1000 | Ab85163 Abcam

ETB 50 1:5000 | Ab117529 Abcam

Receptor 50 1:1000 | NB100-78585 Novus Biologi-

adrenérgico o4 cals

Receptor 48 1:1000 | NBP2-22452 Novus Biologi-

adrenérgico oy cals

ATRI1 41 1:1000 | PA5-20812 Thermo Fisher
Scientific

ATR2 36 1:2000 | PAS5-20813 Thermo Fisher
Scientific

B-actina 42 1:5000 | NB-600-501SS Novus Biologi-
cals
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4.4. Analisis estadistico

Los valores se indican como la media + error estandar (e.e) para los resultados
de la reactividad vascular y como la media + desviacion estandar para los resultados

de expresion proteica.

La relajacion se expresa como porcentaje de la contraccion inducida por la NE.
La concentracion de agonista que produce el 50% de la respuesta maxima (CEso) se
calculé para cada curva concentracion-respuesta por un método de analisis de
regresion no lineal. Los resultados se expresan como pD, calculado a partir del -log
(CEso). En cada grupo de experimentos, n indica el nlimero de animales.

La concentracion plasmatica de NOy fue determinada por extrapolacion del valor

de absorbancia para cada muestra con la recta patron.

Se utilizé el programa GraphPad PRISM (version 10.0; GraphPad Software Inc.)
para llevar acabo el analisis estadistico. En primer lugar, se comprobo si la
distribucion de las muestras cumplia con la normalidad. En caso de ser asi, las
diferencias entre los distintos grupos fueron estimadas por la aplicacion de un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias aplicando la prueba de Tukey o
Bonferroni. Se consideraron las diferencias como significativas cuando el valor de
p<0,05.se aplico la prueba T (prueba paramétrica). En caso de que la distribucion de
las muestras no fuera normal, se aplico la prueba de Mann-Whitney U para muestras

no apareadas (prueba no paramétrica).
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Resultados
5.1. Estudio de la respuesta vasodilatadora

En segmentos de aorta abdominal previamente contraidos con NE (107 M), se
obtuvieron curvas concentracion-respuesta a la ACh y al NPS, que muestran la
capacidad vasodilatadora dependiente e independiente de endotelio respectivamente.
La ACh (10°-10° M) produjo una relajacién dependiente de la concentracion en los
tres grupos de estudio, con un efecto significativamente menor en el grupo IAM
comparado con el grupo control (Figura 6, Tabla 2). Sin embargo, la relajacion
inducida por la ACh en el grupo IAM + VPA, fue similar a la obtenida en el grupo
control, indicando que la disfuncion endotelial producida por el IAM se revierte con

el VPA (Figura 6A, Tabla 2).

El NPS (10'°-10° M) también indujo una relajacion dependiente de la
concentracion en los tres grupos de estudio, sin embargo y a diferencia de lo
observado en respuesta a la ACh, no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos control e IAM (Figura 6B, Tabla 3). Estos resultados confirman que la
menor respuesta a la ACh observada en el grupo IAM no es debida a una disminucion
de la capacidad relajante del musculo liso vascular, sino a una disfuncion endotelial.
Nuestros resultados también indican que la funcion vasodilatadora independiente de
endotelio mejora con el tratamiento con VPA, ya que la respuesta al NPS fue

significativamente mayor en el grupo IAM + VPA comparado con el grupo IAM.
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Figura 6. Curvas concentracion-respuesta a la (A) acetilcolina (ACh, 10° — 10° M) y al (B)
nitroprusiato soédico (NPS, 101 — 10 M) en segmentos de aorta de los tres grupos
precontraidas con norepinefrina (NE, 107 M). Cada punto representa la media + error
estandar. *p<0,05 comparado con el grupo control. #p<0,05 comparado con el grupo IAM.
IAM: infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico.
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Tabla 2. Valores de pD2 + error estandar (e.e.) y del Emax + error estandar (e.e.),
en presencia de ACh en segmentos de aorta de conejo de los tres grupos de estudio.

ACh n pD2 +e.e Emax + e.e
Control 6 7,46 £ 0,06 933+1,6

IAM 10 7,17 +0,07* 80,5 + 4,9%
IAM + VPA 9 7,42 £0,10" 95,8+ 1,2%

n = numero de conejos. [AM: infarto agudo de miocardio; VPA: 4cido valproico. *p<0,05
comparado con el grupo control; *p<0,05 comparado con el grupo IAM.

Tabla 3. Valores de pD2 =+ error estdndar (e.e.) y del Emax =+ error estdndar (e.e.),
en presencia de NPS en segmentos de aorta de conejo de los tres grupos de estudio.

NPS n pD2 + e.e Emax =+ e.e
Control 6 7,63 £0,18 95,5+2,0
IAM 10 7,40 £0,13 92,0+ 1,9
IAM + VPA 9 7,86 + 0,35 97,2+0,7

n = nimero de conejos. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA: 4cido valproico. p<0,05
comparado con el grupo IAM.

5.2. Participacion de factores relajantes en respuesta a la acetilcolina

Para estudiar si la menor respuesta vasodilatadora a la ACh obtenida en el grupo
IAM era debida a la menor produccion de sustancias vasodilatadoras derivadas del
endotelio, como los prostanoides o el NO, se incubaron los segmentos de aorta con
indometacina (10°M), L-NAME (10* M) respectivamente. En presencia de
indometacina (10°M) + L-NAME (10* M) y con el fin de estudiar el mecanismo de
EDH relacionado con los canales de K* en respuesta a la ACh, se inubaron las curvas
con KCI 20 (mM). La incubacién con indometacina no modificé la respuesta a la
ACh en los grupos control e IAM + VPA. Sin embargo, el grupo IAM mostré una
mayor relajacion, lo que indica liberacion de prostanoides contractiles. Este hallazgo

podria explicar, en parte, la menor respuesta a la ACh en el grupo IAM (Figura 7).
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Figura 7. Curvas concentracion-respuesta a la acetilcolina (ACh, 10 — 10~ M) en segmentos
de aorta de los tres grupos precontraidas con norepinefrina (NE, 107 M) en ausencia y
presencia de indometacina (10° M). Cada punto representa la media + error estandar.
*p<0,05 comparado con la curva sin incubar. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA: acido

valproico.

En otro set de experimentos,

la relajacion a la ACh se bloqued
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significativamente en presencia de L-NAME (10 M) (Figura 8).
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Figura 8. Curvas concentracion-respuesta a la acetilcolina (ACh, 10° — 10~ M) en segmentos
de aorta de los tres grupos precontraidas con norepinefrina (NE, 10”7 M) en ausencia y
presencia de L-NAME (10 M). Cada punto representa la media + error estandar. *p<0,05
comparado con la curva sin incubar. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico.
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Puesto que el bloqueo con L-NAME fue significativo en los tres grupos de
estudio, para poder comparar si la produccion de NO en respuesta a la ACh era
diferente entre grupos, se calculd el area bajo la curva (AUC) resultante de restar el
AUC de la curva concentracion-respuesta en presencia y en ausencia de L-NAME
para cada uno de los grupos de estudio. Asi, la produccion de NO fue de 71,1 £2,0
unidades arbitrarias (UA) para el grupo control, 66,3 £ 2,9 UA para el grupo [IAM y
150,2 +2,0 UA para el grupo IAM + VPA. Se obtuvieron diferencias significativas
entre el grupo IAM + VPA frente al control y entre el grupo IAM frente al grupo
IAM + VPA (Figura 9, Tabla 4).

* K K K
200+ 0K K K
— 1504
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100
Q
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< 50_

1 1
Control |AM IAM + VPA

Figura 9. Produccion de NO inducido por acetilcolina (ACh) en los 3 grupos de estudio
calculado a partir de la diferencia de AUC de la curva concentracion-respuesta en presencia
y ausencia de L-NAME (10 M). ****p<(),0001. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA:
acido valproico.

Por ultimo, la respuesta relajante a la ACh se aboli6 en los tres grupos de estudio
tras la incubacién conjunta de indometacina (10° M), L-NAME (10 M) y KC1 (20
mM), (Figura 10). Estos resultados indican la apertura de los canales de K que
median hiperpolarizacion y, por ende, relajacion en el mecanismo de accion de la

ACh.
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Figura 10. Curvas concentracion-respuesta a la acetilcolina (ACh, 10° — 10° M) en
segmentos de aorta de los tres grupos precontraidas con norepinefrina (NE, 107 M) en
ausencia y presencia de indometacina (10 M), L-NAME (10 M) y KCI (20 mM). Cada
punto representa la media + error estandar. *p<0,05 comparado con la curva sin incubar.
IAM: infarto agudo de miocardio; VPA: 4cido valproico.
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5.3.Estudio de la respuesta vasoconstrictora

Para estudiar los efectos del IAM y del tratamiento con VPA sobre la respuesta
adrenérgica, se realizaron curvas concentracion-respuesta a la NE, agonista no
especifico de los receptores a-adrenérgicos. La administracion de concentraciones
crecientes de NE (10''-10° M) produjo una contraccién dependiente de la
concentracion en los segmentos vasculares procedentes de los tres grupos de estudio
significativamente mayor en el grupo IAM comparado con el grupo control (Figura
11, Tabla 4). El tratamiento con VPA revirtié el incremento de la contraccion
observada para el grupo IAM e igual6 la curva concentracion-respuesta a los valores
obtenidos para el grupo control. No se observaron diferencias a nivel de la pD»

(Figura 11, tabla 4).
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Figura 11. Curvas concentracion-respuesta a la norepinefrina (NE, 10° — 10* M) en
segmentos de aorta de los tres grupos. Cada punto representa la media + error estandar.
*p<0,05 comparado con el grupo control. #p<0,05 comparado con el grupo IAM. [AM:
infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico.
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Tabla 4. Valores de pD2 + error estandar (e.e.) y del Emax =+ error estandar (e.e.),
en presencia de NE en segmentos de aorta de conejo de los tres grupos de estudio.

NE n pD2 +e.e Emax =+ e.e
Control 8 6,64 + 0,14 183,8 £8,5
IAM 11 6,63 0,13 226,2 £9,8%
IAM + VPA 6 6,59 + 0,23 171,0 £ 9,9

n = numero de conejos. *p<0,05 comparado con el grupo control; *p<0,05 comparado con el
grupo IAM. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico

Con el fin de estudiar si la respuesta a la ET-1 (10°-10* M) aumentaba en el IAM
y si el tratamiento con VPA era capaz de revertirla, se realizaron curvas
concentracién-respuesta a este agonista. Se obtuvo una contraccion dependiente de
la concentracion que se vio aumentada en el grupo IAM con respecto al control. Este
aumento no se observd en los segmentos vasculares procedentes del grupo IAM +
VPA, que contrajo de manera similar al grupo control y significativamente por
debajo de los valores obtenidos para el IAM (Figura 12, Tabla 5). Estos resultados
indican que el VPA reduce el tono vasoconstrictor mediado por la ET-1 después de

un [AM.
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Figura 12. Curvas concentracion-respuesta a la ET-1 en segmentos de aorta de los tres
grupos. Cada punto representa la media + error estdndar. *p<0,05 comparado con el grupo

control; #p<0,05 comparado con el grupo IAM. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA:
acido valproico.

Tabla 5. Valores de pD2 + error estandar (e.e.) y del Emax =+ error estandar (e.e.),
en presencia de ET-1 en segmentos de aorta de conejo de los tres grupos de estudio.

ET-1 n pD2 +e.e Emax + e.e
Control 4 8,15+0,21 120,7 + 3,7
IAM 7 8,21 + 0,08 147,7 + 13,1*
IAM + VPA 5 8,18 +0,10 108,5 + 4,6"

n = namero de conejos; *p<0,05 comparado con el grupo control; *p<0,05 comparado con el
grupo IAM. TAM: infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico
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Para estudiar los efectos del IAM y del tratamiento con VPA sobre la actividad
vasoconstrictora de la Ang 11, se realizaron curvas concentracion-respuesta a la Ang
I (10"-10° M). Los resultados obtenidos fueron similares en los tres grupos de
estudio (Figura 13, Tabla 6).
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Figura 13. Curvas concentracion-respuesta a la angiotensina 1I (Ang II, 10'-10° M) en

segmentos de aorta de los tres grupos. Cada punto representa la media + error estdndar. IAM:
infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico.

Tabla 6. Valores de pD2 + error estandar (e.e.) y del Emax =+ error estandar (e.e.),
en presencia de Ang Il en segmentos de aorta de conejo de los tres grupos de estudio.

Ang I n pD2 +e.e Emax + e.e
Control 6 8,00+ 0,19 87,4+9,2
1AM 8 7,90 + 0,19 72,4+ 7,4
IAM + VPA 7 7,96 £ 0,17 91,6 +4,0

n = numero de conejos. ITAM: infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico.
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5.4. Estudio de la expresion proteica

5.4.1. Efecto del tratamiento con VPA en un modelo de IAM sobre la
expresion proteica de eNOS, peNOS, ARG1 y ARG2

Nuestros resultados indicaban que en los segmentos de aorta procedentes del
grupo IAM, la menor respuesta relajante a la ACh no venia determinada por una
menor participacion de NO, sin embargo, el tratamiento con VPA revertia la
disminucion de relajacion obtenida en el grupo IAM por aumentar la
biodisponibilidad de NO, como mostraba el bloqueo con L-NAME. Con el fin de
estudiar si este efecto del VPA era mediado por un aumento en la sintesis proteica
de eNOS, medimos su expresion por Western Blot en los tres grupos de estudio. Los
resultados mostraron que, a pesar de existir una tendencia a aumentar la expresion
de eNOS en el grupo IAM + VPA con respecto a los grupos control e IAM (Figura
14A), no alcanzaba a ser significativa. Ademas, la peNOS se mantenia en niveles de
expresion similares en los tres grupos de estudio (Figura 14B), por lo que concluimos
que el aumento en la biodisponibilidad de NO observado en el grupo [AM + VPA
no venia determinado ni por un aumento en la sintesis proteica de eNOS ni por un

aumento de su forma activa fosforilada en Ser1177.
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Figura 14. Expresion proteica de eNOS (A) y peNOS (B) en aorta de conejo de los tres
grupos de estudio. La B-actina se usé como proteina de control de carga. Las barras
representan la media + desviacion estandar. n=5 por grupo. IAM: infarto agudo de miocardio;

VPA: acido valproico.
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Por otro lado, la arginasa compite con la eNOS por el mismo sustrato, la
L-arginina, por tanto, una disminucion de arginasa en el grupo IAM + VPA podria
explicar una mayor biodisponibilidad de L-arginina para entrar en la via de sintesis
de NO. Nuestros resultados mostraron que ni el IAM ni el tratamiento con VPA
cambian la expresion de ARG1 (Figura 15A). Sin embargo, se observé un aumento
en la expresion proteica de la ARG2 en el grupo IAM, que no se revirtié con el VPA
(Figura 15B). Estos resultados indican que la mejora a nivel vascular observada con

el VPA no parece tener relacion directa con la via de la arginasa.

En conjunto, estos resultados demuestran que el mecanismo por el cual el VPA
aumenta la relajacion a la ACh, aunque implica la via del NO, no esté relacionada ni
con una mayor sintesis o activacion por fosforilacion en Ser1177 de la eNOS ni con

la via de la arginasa.
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Figura 15. Expresion proteica de ARG1 (A) y ARG2 (B) en aorta de conejo de los tres grupos
de estudio. La B-actina se us6é como proteina de control de carga. Las barras representan la
media + desviacion estandar. n=4-5 por grupo. *p<0,05 y **p<0,01 comparado con el grupo
control. JAM: infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico.
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5.4.2.  Efecto del tratamiento con VPA en un modelo de IAM sobre la
expresion proteica de SODI1 y SOD2

El estrés oxidativo se relaciona con disfuncion endotelial debido a una
disminucion de la biodisponibilidad de NO. Con la finalidad de dilucidar si esta
podria ser la causa de la disfuncion endotelial observada en el grupo IAM y la mejora
vascular producida por el VPA, se cuantifico la expresion proteica de las principales
enzimas relacionadas con el estrés oxidativo a nivel vascular, SOD 1 y SOD 2.
Nuestros resultados indicaron una disminucion en la expresion proteica de la SOD1
en el grupo IAM con respecto al control, que se revertia en el grupo IAM + VPA
(Figura 16A). No se observaron diferencias en la expresion proteica de SOD2
(Figura 16B). Por lo tanto, el IAM induce una disminucion de la defensa antioxidante
SOD1, que el tratamiento con VPA es capaz de revertir, aumentando asi la

biodisponibilidad de NO.
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Figura 16. Expresion proteica de SOD1 (A) y SOD2 (B) en aorta de conejo de los tres grupos
de estudio. La B-actina se us6 como proteina de control de carga. Las barras representan la
media £+ desviacion estandar. n=5-6 por grupo. *p<0,05 comparado con el grupo control.
#p<0,01 comparado con el grupo IAM. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA: 4cido

valproico.
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5.4.3. Efecto del tratamiento con VPA en un modelo de IAM sobre la

expresion proteica de receptores adrenérgicos oy a;

Nuestros resultados de reactividad vascular indicaron que los segmentos de aorta
procedentes del grupo IAM contrajeron mas a la NE y que el tratamiento con VPA
revertia este aumento. El andlisis de la expresidon proteica reveld un incremento de
los receptores a; sin cambios en a en el grupo IAM (Figura 17). El tratamiento con
VPA no revirtié el incremento en la expresion del receptor adrenérgico oy, que se
mantuvo elevada (Figura 17A). Sin embargo, el tratamiento con VPA aument¢ la
expresion del receptor o, (Figura 17B). Estos hallazgos podrian explicar la mayor
respuesta adrenérgica de los segmentos de aorta del grupo IAM, via a4, y también la

capacidad para revertirla del VPA, via a,.
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Figura 17. Expresion proteica de los receptores adrenérgicos ai (A) y a» (B) en aorta de
conejo de los tres grupos de estudio. La B-actina se us6é como proteina de control de carga.
Las barras representan la media + desviacion estandar. n=4-5 por grupo. **p<0,01 y
*#%%p<(,0001 comparado con el grupo control. *p<0,05 comparado con el grupo IAM. IAM:
infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico.
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5.4.4. Efecto del tratamiento con VPA en un modelo de IAM sobre la
expresion proteica de receptores de la ET-1 (ETA Y ETB)

Al estudiar la reactividad vascular observamos un aumento de contraccion a la
ET-1 en aorta procedente del grupo IAM, que se revertia con el tratamiento con VPA.
El analisis de la expresion proteica de los receptores de ET-1 indic6é un aumento del
receptor ETA en el IAM, que revirtié con el tratamiento con VPA (Figura 18A),
pudiendo ser la explicacion a lo observado en los resultados de reactividad vascular.
En el caso del receptor ETB se observd una disminucion en el grupo IAM que
también revirtio con el tratamiento con VPA (Figura 18B). Este mecanismo también
podria explicar parte de la mejora vascular atribuida al VPA, ya que el receptor ETB

se ha relacionado con produccion de NO.
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Figura 18. Expresion proteica de los receptores de la ET-1, ETA (A) y ETB (B) en aorta de
conejo de los tres grupos de estudio. La B-actina se usé como proteina de control de carga.
Las barras representan la media = desviacion estandar. n=4-6 por grupo. *p<0,05 y
**xkxn<(,0001 comparado con el grupo control. #p<0,01 y ##p<0,001 comparado con el
grupo IAM. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA: acido valproico.
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5.4.5. Efecto del tratamiento con VPA en un modelo de IAM sobre la
expresion proteica de los receptores de la Ang Il (ATRI1 y ATR2)

Finalmente, se determiné la expresion proteica de los receptores de tipo 1y 2
de la Ang II (ATR1 y ATR2). No hubo diferencias significativas en la expresion de
ATRI en ninguno de los tres grupos de estudio (Figura 19A), lo que concuerda con
los resultados obtenidos en reactividad vascular para la Ang II. No obstante, la
expresion de ATR2 se vio aumentada en el grupo IAM + VPA con respecto a los
grupos control e IAM (Figura 19B). La activacion del receptor ATR2 se ha
relacionado con la liberacion de NO, lo que podria jugar también a favor de la mejora

vascular inducida por el VPA.
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Figura 19. Expresion proteica de los receptores de la Ang II, ATR1 (A) y ATR2 (B) en aorta
de conejo de los tres grupos de estudio, n=4-5 por grupo comparado con el control B-actina.
Las barras representan la media + desviacion estandar. **p<0,01 comparado con el grupo
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1. #p<0,01 comparado con el grupo IAM. IAM: infarto agudo de miocardio; VPA:
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5.5.Niveles plasmaticos de nitratos y nitritos

Dada la implicacion del NO en la mejora vascular inducida por el VPA,
decidimos medir los niveles plasmaticos de NOy, asi como los de su precursor, la L-
arginina, en los tres grupos de estudio. Nuestros resultados no mostraron diferencias
significativas (Figura 20), lo que indica que los efectos del VPA se dan a nivel local,
es decir modulando la biodisponibilidad de NO en la pared vascular y no a nivel

sistémico.
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Figura 20. Concentracion plasmatica de NOy (A) y L-arginina (B) en los tres grupos de
estudio. n = 3 en cada grupo.
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6.1. Ventajas y limitaciones del procedimiento experimental

El modelo experimental de IAM por oclusion de la arteria coronaria circunfleja
izquierda en conejo White New Zealand, desarrollado por el grupo de investigacion
GRELCA de la UV, es comparable en términos cardiovasculares a un IAM en la
especie humana (Genovés et al., 2020; B. Jung et al., 2012). La presente tesis se
centra en las alteraciones vasculares que el IAM puede inducir en la aorta abdominal
y la capacidad del VPA para revertirlas, principalmente a través del estudio de la
reactividad vascular mediante la técnica de bafio de organos y de la expresion

proteica mediante Western Blot.

Cuando se realiza el aislamiento de un o6rgano, en nuestro caso de un vaso
sanguineo, y se sumerge en un bafio para el registro de la tension isométrica, se
eliminan las influencias nerviosas, hormonales y derivadas de la grasa perivascular.
Este procedimiento permite estudiar los mecanismos intrinsecos que se dan en la
pared vascular y que son propios de la contractilidad de las células musculares lisas
y de la capacidad moduladora del endotelio. El sistema otorga la ventaja de dilucidar
ex vivo los mecanismos de accion exclusivamente a nivel vascular, sin las
“Interferencias” que supone el estudio en un modelo animal in vivo. Sin embargo, al
extrapolar los resultados al organismo en general se pueden encontrar con mas
mecanismos reguladores que podrian, incluso, enmascarar los efectos a nivel
vascular observados en el bafio de 6rganos y no obtener el efecto esperado en el

organismo.

La otra técnica utilizada en la presente tesis es el estudio de la expresion proteica
por Western Blot. En este caso, se han realizado los experimentos utilizando el vaso
sanguineo completo; por tanto, los resultados no discriminan entre tejido endotelial
y muscular. El analisis de la expresion proteica ayuda a explicar los resultados
obtenidos en el estudio de la reactividad vascular. Sin embargo, también hay que
tener en cuenta que estas proteinas podrian sufrir modificaciones postraduccionales

que afecten a su actividad.
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6.2. Seleccion de conejo como modelo experimental de IAM y tratamiento

con VPA

Los animales pequefios, como el conejo, se han utilizado ampliamente en la
investigacion del sistema cardiovascular, debido a similitudes fisioldgicas con los
humanos y su manejo en estudios experimentales. El corazon de conejo carece de
flujo sanguineo colateral después de un IAM (TAN et al., 2017). Ademas, tanto el
conejo como el ser humano tienen la presencia de una tercera arteria coronaria en

comun (Burton et al., 2012).

La remodelacion ventricular, que comprende tanto la regulacion a nivel
estructural como funcional, es el proceso de curacion y sustitucion de cardiomiocitos
por tejido fibroso, y dura varias semanas en animales pequefios y meses en animales
grandes y humanos (Richardson etal., 2015). Como consecuencia del dafio
miocardico, estos fibroblastos se activan y se diferencian en miofibroblastos durante
las dos semanas posteriores al dafio miocardico, contribuyendo a la formacion
adicional de proteinas de la matriz extracelular, lo que aumenta la rigidez del tejido
y contribuye al deterioro de la funcion ventricular (McDowell et al., 2011) que
finalmente puede provocar insuficiencia cardiaca (Frantz et al., 2022). La progresion
de la disfuncion ventricular a insuficiencia cardiaca después de un IAM se ha
asociado con la disfuncion endotelial, entre otros factores (Zuchi et al., 2020). De
hecho, se ha observado una disminucion en la respuesta a la ACh en pacientes con
insuficiencia cardiaca grave (Zuchi et al., 2020). En modelos de IAM en roedores se
ha demostrado que la funcion endotelial deteriorada en arterias grandes como la aorta
ocurre varias semanas después y puede depender de factores adicionales como el

tamafio del infarto o el sexo (Csanyi et al., 2006; Teerlink et al., 1993).

Las acciones terapéuticas dirigidas a regular el proceso de fibrosis postinfarto y
la acumulaciéon de sustancias que forman parte de la matriz extracelular pueden
contribuir a mejorar el proceso de remodelacion y disfuncion ventricular. El objetivo
del protocolo experimental no es inhibir el proceso de curacion, sino reducir el
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exceso de fibrosis y remodelado ventricular que se produce durante este proceso y
que contribuye a la formacion del sustrato arritmogénico responsable de la mayoria
de los episodios de muerte subita cardiaca en estos pacientes (Frantz et al., 2022;
Humeres & Frangogiannis, 2019). En este sentido, el VPA se administr6é durante la
fase preoperatoria, antes de la induccién del infarto de miocardio, ya que se ha visto
que las HDAC controlan la proliferacion celular, la inflamacion y la fibrosis (Lee

et al., 2007b; Stratton & McKinsey, 2016).

6.3. Efecto del VPA en un modelo de IAM. Estudio de la vasodilatacion

Después de un IAM, el endotelio muestra cambios morfoldgicos y funcionales,
experimentando un aumento del Ca?* citosélico que activa sustancias endoteliales
vasoconstrictoras, lo que promueve la formacion de espacios intercelulares que
aumentan la permeabilidad a las macromoléculas. Las células endoteliales y las
plaquetas activadas dan como resultado la expresion de moléculas de adhesion y la
agregacion de plaquetas y leucocitos a la microvasculatura coronaria (Hausenloy
et al., 2019). Los pacientes con IAM sometidos a terapia de reperfusion presentan
disfuncion endotelial coronaria (Hernandez-Reséndiz et al., 2018). La alteracion del
endotelio y la posterior extravasacion de células después de la reperfusion
probablemente se ven facilitadas por la desestabilizacion de las uniones celulares
(Hausenloy et al., 2019). En consecuencia, las células endoteliales isquémicas se
vuelven mas permeables y debilitan su potencial antitrombético y antiinflamatorio
natural. La lesiéon por isquemia-reperfusion se asocia con la activacion de los
componentes humorales y celulares del sistema inmune innato y hemostatico.
También con la produccion excesiva de ROS, la inhibicion de la eNOS y con
procesos inflamatorios (Hernandez-Reséndiz et al., 2018).

Para evaluar la funcion relajante endotelial, una herramienta farmacologica
ampliamente utilizada es la ACh, que se une a receptores muscarinicos acoplados a
proteinas G para mediar una elevacion transitoria del Ca®' libre intracelular. Este

aumento de Ca®' provoca la sintesis de NO en condiciones fisioldgicas (Edwards
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et al., 2020). En condiciones fisiopatoldgicas como el [AM, se ha descrito una menor
biodisponibilidad de NO que provoca una disfuncién endotelial (Bravo Baptista
et al., 2017; Horikoshi et al., 2019, 2021). En efecto, nuestros resultados apuntan a
la existencia de disfuncion endotelial en aorta procedente de conejos con IAM. Esto
concuerda con los estudios de otros autores en diferentes modelos animales. En el
caso de un modelo porcino de IAM, los autores encontraron una disfuncion
endotelial en las arterias coronarias (Kim et al., 2019). En pacientes menores de 40
afios con IAM con elevacion del segmento ST se determiné una disfuncion endotelial
grave, a través de la medicion de la vasodilatacion de la arteria braquial mediante
ultrasonido de alta resolucion (S.-M. Chen et al., 2011). En otro estudio en pacientes
con IAM se mostrd una menor actividad de la eNOS y, por tanto, un deterioro en la
funcion endotelial mediante la regulacion negativa del NO y la regulacion positiva
de la ET-1 (Z. Yang et al., 2013). En segmentos de arteria septal de ratas macho se
mostrd una respuesta significativamente menor a la ACh en el grupo con isquemia-
reperfusion en comparacion con el grupo control (Szabd et al., 2021). Por tanto,
basandonos en nuestros resultados y en los resultados de otros autores en otros
modelos animales, es evidente que el [AM causa una disfuncion endotelial, sin
embargo, lo novedoso de nuestros resultados es que esa disfuncion endotelial viene
determinadad por una liberacion de prostanoides contractiles en respuesta a la ACh
y no por una disminucion de NO como apuntan otros autores.

Para corroborar que la menor capacidad relajante a la ACh encontrada en
nuestro modelo de IAM era debida a una disfunciéon endotelial y no a una
disminucion de la capacidad del musculo liso para relajar, realizamos curvas de NPS,
un vasodilatador independiente del endotelio (Fereja et al., 2020). En el presente
estudio comprobamos que el IAM no modifica la respuesta al NPS, indicando que
no existe una disminuciéon de la capacidad del musculo liso para producir
vasodilatacion. En el mismo sentido, Kristiansen et al. (2017) demostraron que en
arteria coronaria de ratas Sprague-Dawley la sensibilidad al NO no cambia después
de la isquemia-reperfusion. Otros autores también demostraron que en segmentos de

aorta de rata no se modificaba la respuesta relajante al NPS en el grupo IAM con
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respecto al control (Lee et al., 2009). En base a lo expuesto, podemos deducir que el

IAM no afecta a la capacidad rejalante del musculo liso.

La disfuncion endotelial estd relacionada con baja biodisponibilidad de NO,
estrés oxidativo vascular e inflamacion (Donato et al., 2015). Los inhibidores de las
HDAC, como el VPA, mitigan la disfuncion endotelial (J. Chen etal., 2019;
Mahapatra et al., 2010; Rexhaj et al., 2011; Sharma & Sharma, 2013). Diversos
estudios han corroborado el papel beneficioso del VPA, en aorta de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), donde aument6 la capacidad relajante y la
produccion de NO (Cardinale et al., 2010) o en un modelo porcino de isquemia-
reperfusion con shock hemorragico, donde mostré un efecto positivo en la
preservacion de la funcion endotelial de grandes vasos (Causey et al., 2012). Otros
autores (Larsson etal. 2016) también encontraron una disminucion de la
acumulacion de fibrina, asi como trombos mas pequefios en respuesta a la lesion
vascular, en aorta de ratones tratados con VPA. H. Jung et al. (2019) hallaron que la
disminucion de la relajacion a la ACh se revertia mediante la administracion de VPA
en ratas con constriccion aortica transversal. No obstante, Michaelis et al. (2004)
concluyeron que el VPA disminuia la expresion de la eNOS en células endoteliales
de la vena de cordén umbilical humano (HUVEC). Por otro lado, Cho et al. (2014)
estudiaron la produccion de NO en células endoteliales bovinas de aorta y en raton,
encontrando que el tratamiento con VPA aument6 la produccion de NO y la

relajacion aortica in vitro e in vivo.

En base a todo lo anteriormente expuesto, el VPA podria ejercer un efecto
beneficioso a nivel vascular revirtiendo la disfuncion endotelial inducida por el IAM,
y en efecto asi lo demuestran nuestros resultados, pues en presencia del inhibidor de
la sintesis de NO, la ACh relajé menos en los tres grupos, siendo esta inhibicion ain
mas pronunciada en el grupo IAM+VPA. Para poder comparar la liberacion de NO
entre grupos se calculd la diferencia de AUC entre la curva control y la incubada con

L-NAME, que indicé claramente que el IAM no inducia disfuncion endotelial por
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disminuir la liberacién de NO; sin embargo, la mejora endotelial observada con el

VPA si fue por el aumento de la liberacion de NO inducida por ACh.

Por otro lado, la regulaciéon de la sintesis de NO por las células endoteliales a
través de la eNOS es fundamental para la salud cardiovascular. Esta regulacion
involucra la fosforilacion de la eNOS en diferentes sitios en respuesta a una amplia
variedad de estimulos mecanicos, humorales y farmacoldgicos. En concreto, la
fosforilacion de la eNOS en el residuo Serina 1177 (Ser1177) es un requisito esencial
para su activacion (Mount et al., 2007). En el presente trabajo, en base a nuestros
resultados concluimos que el aumento en la biodisponibilidad de NO por parte del
VPA no venia determinado ni por un aumento en la sintesis proteica de eNOS ni por
un aumento de su forma activa fosforilada en Ser1177. En este sentido, un estudio
previo en arterias coronarias de rata con IAM, mostré una disminucion de la
actividad de eNOS y un aumento de la expresion de peNOS en comparacion con el
grupo falso operado (X. Liu & Tao, 2013). Estas diferencias pueden ser atribuibles

al lecho vascular.

Dado que la arginasa compite con la eNOS por el mismo sustrato, la L-arginina,
hipotetizamos que, si el VPA disminuia la expresion de arginasa, podria haber una
mayor biodisponibilidad de L-arginina para entrar en la via de sintesis de NO,

explicando la mayor liberacion de éste en respuesta a la ACh.

La arginasa es un factor clave en la disfuncion endotelial al reducir la
biodisponibilidad del NO y aumentar el estrés oxidativo. La actividad arginasa
regulada al alza es un factor fisiopatologico en varias ECV, entre ellas el IAM
(Mahdi et al., 2020). Ademas, el aumento de la expresion y actividad de la arginasa
miocardica esta implicado en el desarrollo de la lesion por isquemia-reperfusion, lo
que respalda un importante papel funcional de la arginasa en esta afeccion (Gonon
et al., 2012; Tratsiakovich et al., 2013). Los niveles de ARG1 se relacionan con la
gravedad de la insuficiencia cardiaca (Quitter etal., 2013) y en pacientes con

hipertension arterial pulmonar se ha observado un incremento de ARG2 (Xu et al.,
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2004). Por tanto, era esperable observar cambios en la expresion de las arginasas con
el modelo de IAM. Nuestros resultados mostraron que la expresion proteica de
ARGTI no se modifico, mientras que la ARG2 aument6 en el IAM y el tratamiento
con VPA no consiguié revertir este efecto. Ademas de nuestro estudio, no se han
llevado a cabo otros estudios que analicen la expresion proteica de ARG1 y ARG2
en IAM con tratamiento con VPA. Por otro lado, la mejora de la funcion endotelial
por aumento de liberacion de NO observada con el VPA no parece tener relacion con
la via de la arginasa. En este sentido, son muy pocos los estudios que se centren en
el efecto que tiene el VPA sobre la actividad de la arginasa. El grupo de Bayrak et al.
(2021) observo un aumento en los niveles de arginasa tras la administracion de VPA,
aunque estos autores no se centraron a nivel vascular, ya que estudiaron tejido

pulmonar de ratas macho Sprague-Dawley con lesion pulmonar.

En conjunto, estos resultados descartan que el mecanismo por el cual el VPA
produce una mejora en la vasodilatacion es una activacion en Serl177 de la eNOS,

0 una menor expresion proteica de las arginasas.

Otro factor relajante que juega un rol critico en la salud cardiovascular es la
PGL (Won et al., 2014). Los prostanoides son importantes moduladores del tono
vascular tanto en circunstancias fisiologicas como fisiopatologicas. Tanto los
prostanoides contractiles como los relajantes son sintetizados por la COX; sin
embargo, la contraccion provocada por prostanoides contractiles se puede prevenir
mediante inhibidores no selectivos de las COX (Vanhoutte et al., 2017), como por
ejemplo la indometacina (Wong et al., 2009). En este estudio, para evaluar la
participacion de sustancias prostanoides en respuesta a la ACh, incubamos los
segmentos de aorta con indometacina, que solo incrementd el Emax en el grupo
1AM, indicando que la disfuncién endotelial inducida por el IAM puede ser debida,
en parte, a la mayor liberacion de prostanoides contractiles. Por el contrario, otro
estudio como el de Berges et al. (2005) en arterias coronarias de ratas Wistar, con
disfuncion endotelial posterior a un IAM, no encontr6 alteracion en la liberacion de

prostanoides en respuesta a la bradicinina. Otros autores concluyeron que el IAM no
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modificaba la producciéon de PGI, en respuesta a la ACh en aorta de rata (Csanyi
et al., 2006). Estas discrepancias pueden ser debidas al agonista vasodilatador, el

lecho vascular o a la especie animal.

El VPA tiene efectos antiplaquetarios, ademas de regular negativamente la
conversion del AA en prostaglandinas por COX-1 y COX-2 (Bambakidis et al.,
2017). Sin embargo, en cuanto al tratamiento con VPA, nuestros resultados
demuestran que el efecto por el cual el VPA revierte la disfuncion endotelial inducida
por IAM no estd mediado por prostanoides. Otros estudios han relacionado el efecto
del VPA sobre la liberacion de prostanoides. En pacientes tratados con VPA los
niveles plasmaticos de PGE; en células endoteliales microvasculares cerebrales
humanas fueron mas bajos en comparacion con el grupo sin el farmaco (Rawat et al.,
2020). En un estudio con células endoteliales de la microvasculatura del cerebro de
raton, el VPA suprime la expresion proteica de COX-2 inducida por
lipopolisacéridos a través de MKP-1, demostrando asi la capacidad antiinflamatoria
del VPA (Chuang et al., 2014). No obstante, no hay estudios que hayan esclarecido

sus efectos en el IAM, por lo que la presente tesis seria pionera en describirlos.

El endotelio también modula mecanismos que no necesariamente requieren un
factor quimico, como la hiperpolarizacion derivada del endotelio, y que contribuyen
a la vasodilatacion. Este mecanismo se torna mas patente una vez bloqueadas las vias
dependientes de prostanoides y de NO y esta relacionado con la salida de K" de la
célula muscular. Con KCI 20 mM se consigue bloquear esta hiperpolarizacion y asi
estudiar la participacion de EDH en respuesta a la ACh. En nuestro estudio este
mecanismo no se altera ni con el IAM ni con el tratamiento de VPA. Por tanto, en
base a nuestros resultados, se desmuestra que el VPA revierte la disfuncion
endotelial causada por el IAM al aumentar la biodisponibilidad de NO, sin afectar a
la liberacion de otros factores endoteliales como los prostanoides o la EDH. Otros
estudios como el de Csanyi et al. (2006) han puesto de manifiesto que en aorta de

ratas Sprague-Dawley, la EDH ejercia un efecto compensatorio a la reduccion de la
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biodisponibilidad de NO por el IAM. Aunque nuestros resultados indican la
existencia de una disfuncion endotelial en el IAM, no viene atribuida a la menor
produccion de NO, ya que la incubacion con L-NAME no tiene un mayor efecto
bloqueante en el grupo IAM que en el control. Ademas, en el grupo IAM hay una
tendencia significativa a relajar més cuando se incuba con indometacina, con lo que
podria estar aumentada la participacion de prostanoides contractiles y ser, al menos

parcialmente, la causa de la disfuncion endotelial.

Se sabe que el aumento del estrés oxidativo y la disminucion de la defensa
antioxidante desempefian papeles importantes en la patogénesis de las ECV como el
IAM (Aladag et al., 2021). La SOD, la glutation peroxidasa y la glutation reductasa
son las principales enzimas antioxidantes. La SOD cataliza la dismutacion de O, a
H>0,, que luego se transforma en H.O y O, por la enzima catalasa (R. Liu et al.,
2023). Dado que al VPA se le ha atribuido capacidad antioxidante (Beltran-
Sarmiento et al., 2018; Suda et al., 2013) y que la biodisponibilidad de NO se ve
incrementada en un entorno antioxidante, nuestro siguiente paso fue determinar la
expresion proteica de las principales enzimas antioxidantes a nivel vascular, la SOD
1 y SOD 2. Segun nuestros resultados, la expresion proteica de la SOD1 disminuye
en el grupo IAM, indicando que existe una menor defensa antioxidante en este grupo.
Estos resultados eran esperables, puesto que otros autores han establecido la relacion
entre el IAM y estrés oxidativo (Lubrano etal., 2019; Yin etal.,, 2019). El
tratamiento con VPA revierte este efecto, igualando los niveles de expresion de
SODI1 a los del control. En cuanto a la SOD2 no encontramos cambios significativos
entre grupos. Contrariamente a estos resultados, otros autores describen un aumento
en la expresion de SOD2 en el IAM comparado con el grupo falso operado, sin
encontrar cambios en la expresion de SOD1 en aorta toracica de rata (Dardi et al.,
2021). Estas diferencias pueden ser debidas a cambios en la especie e incluso dentro
de la aorta, el segmento a estudiar, puesto que la funcién vasodilatadora de la aorta
toracica y abdominal se rige por mecanismos distintos. La SOD1 parece ser la

isoforma mas abundante a nivel vascular (Mendez et al., 2005). Estudios previos de
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nuestro grupo han demostrado que en enfermedades como el sindrome metabolico,
la SOD1 es la isoforma que disminuye, mientras que la SOD2 no se ve afectada
(Guerra-Ojeda et al., 2021). Por tanto, el cambio de esta isoforma tendria un papel

mas relevante en nuestro modelo experimental.

En base a nuestros resultados, la mejora en la capacidad vasodilatadora
atribuida al VPA podria ser debida, al menos en parte, a su capacidad antioxidante,
que aumentaria la biodisponibilidad de NO, lo que explicaria tanto la mayor
respuesta a la ACh como al NPS. Este mecanismo le confiere al VPA un potencial

atractivo terapéutico para reducir el dafio vascular inducido por el [AM.

6.4. Efecto del VPA en un modelo de IAM. Estudio de la vasoconstriccion

La sintesis, liberacion y recaptacion de NE se altera después de un IAM, lo que
da como resultado un aumento de NE extracelular (Ostrowski et al., 2013; Parrish
et al., 2008) con incremento de la presion arterial por estimulacion de los receptores
adrenérgicos o; (Russell etal.,, 2021; Zuo et al., 2022). En nuestro trabajo, la
respuesta contractil a la NE aument6 en el grupo IAM y, en consonancia, la expresion
de los receptores adrenérgicos a;. Estos resultados concuerdan con el estudio de
otros autores, ya que en un modelo de isquemia-reperfusion en ratas Wistar macho
se produce una mayor respuesta contractil a la NE en segmentos de aorta (Granado
et al., 2022). Sin embargo, aunque el VPA fue capaz de revertir el aumento de
contraccion a la NE, no modifico el aumento de la expresion de los receptores
adrenérgicos oi. En este sentido, debido a que la NE es un agonista no selectivo de
los receptores adrenérgicos (Guimardes & Moura, 2001), es razonable sugerir que
el VPA puede estar activando los receptores adrenérgicos a,. Segiin Vanhoutte &
Miller (1989), en el endotelio de vasos expuestos a elevadas presiones parciales de
oxigeno y elevado flujo sanguineo, como ocurre en la aorta, se expresan receptores
adrenérgicos a» que median la relajacion dependiente de endotelio, y asi lo han

comprobado posteriormente otros estudios (Maaliki et al., 2019; Pillay-Fuentes
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Lorente etal., 2020; S. Y. Wang, 2000). A pesar de que nuestros resultados
mostraron que el JAM no modificé la expresion de los receptores adrenérgicos ay, el
VPA si la aumento. Por lo tanto, el efecto del VPA sobre la respuesta adrenérgica
podria venir determinado por el aumento de expresion de los receptores adrenérgicos
oz en el endotelio, induciendo la liberacion de NO. En este sentido, cabe destacar
que no hemos encontrado estudios que se centren en la modulacién de los receptores
adrenérgicos vasculares por el VPA. Un estudio ha especulado que, debido a que el
VPA reduce la lesion neuronal y tiene efectos antiinflamatorios y antiapoptoticos
como inhibidor de la histona desacetilasa, este puede tener un papel en la
remodelacion cardiaca al inhibir la actividad simpatica (Y. Liu et al., 2017), pero no
profundiza en la interaccion entre el VPA y los receptores adrenérgicos. Por tanto,
nuestro estudio es probablemente el primero en establecer que el VPA puede
aumentar la expresion de a, en la aorta después de un IAM.

Por otro lado, los niveles elevados de ET-1 cardiaca y circulante se han
relacionado con el desarrollo de disfuncion cardiaca y la gravedad de la insuficiencia
cardiaca (Brés-Silva y Leite-Moreira, 2008). En patologias como el 1AM, la
actividad y la densidad de los receptores de ET-1 en las membranas celulares del
miocardio estan aumentadas (Ai et al., 2022). En concreto, los efectos de la ET-1
durante el infarto de miocardio parecen estar mediados principalmente por la
activacion del receptor ETA (Oikonomidis etal., 2010). Nuestros resultados
muestran que la expresion proteica de los receptores ETA aumentaba en el grupo
IAM, explicando la mayor respuesta a la ET-1. En el mismo sentido, en otro estudio
se observo que pacientes con infarto de miocardio con peso corporal normal, tenian
mayor expresion génica de ETA en comparacion con pacientes obesos (Dabek et al.,
2022). En esta tesis, demostramos que el VPA fue capaz de revertir tanto la
contraccion elevada a la ET-1 inducida por el [AM como el aumento de la expresion
de los receptores ETA. Esto podria explicar la hipercontractilidad en respuesta a la
ET-1 en el IAM y el mecanismo por el cual el VPA revierte este efecto. Por otro
lado, observamos que la expresion del receptor ETB disminuy6 con el IAM. Sin

embargo, el trabajo de Dimitrijevic et al. (2009), muestra resultados opuestos a los
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obtenidos por nuestro grupo, ya que observaron un aumento significativo de la
expresion de los receptores ETB en pacientes con cardiopatia isquémica. Estos
hallazgos podrian ser indicio de una remodelacion vascular asociada a la cardiopatia
isquémica y las diferencias con nuestros resultados podrian ser debidas al modelo
experimental y al lecho vascular, ya que estos autores emplean en su estudio arterias
subcutaneas de procedencia humana. En nuestro modelo de IAM, el tratamiento con
VPA aumenta la expresion de los receptores ETB, que provoca vasodilatacion
(Mazzuca & Khalil, 2012) a través de la via del NO (Park et al., 2022). Por tanto, la
capacidad del VPA para disminuir la expresion del receptor ETA y aumentar la del

ETB le confiere un efecto protector frente al IAM.

Un vasoconstrictor que promueve la produccion de ET-1 mediante la
estimulacion de la bigET es la Ang Il (Saenz-Medina et al., 2022), que es un potente
vasopresor del RAS. Esta se ha visto aumentada en pacientes con ECV (Garcia et al.,
2023; Mehta y Griendling, 2007) como el IAM (Ma et al., 2010). A nivel vascular,
Ang II es uno de los factores contractiles mas importantes, que se sintetiza para
actuar como antagonista fisioldogico del NO (Radenkovi¢ et al., 2016). Por tanto,
dado que la aorta del grupo IAM padece una disfunciéon endotelial y presenta
aumento en la respuesta contractil a los otros agonistas estudiados, NE y ET-1, cabria
esperar que también aumentase la respuesta a la Ang II. Sin embargo, nuestros
resultados muestran que ni el IAM ni el tratamiento con VPA inducen cambios en
respuesta a la Ang 1, ni tampoco variaciones en la expresion del receptor ATR1. No
obstante, el VPA aumenta la expresion del ATR2, relacionado con mecanismos de

vasodilatacion (Baranov y Armstead, 2005; Chia et al., 2011).

La mayoria de los trabajos que estudian el efecto del VPA sobre el sistema RAS
se centran en el tejido cardiaco, como el estudio de Y. Lu & Yang (2009) que mostro
que la Ang II inducia hipertrofia cardiaca, y el VPA ejercia un efecto protector sobre
la hipertrofia de los cardiomiocitos. El mecanismo propuesto es que el VPA modula
la expresion proteica de HDAC2. Ademas, en otro estudio en modelo animal de rata
y de ratdon se observo una reduccion por parte del VPA de la hipertrofia cardiaca
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producida por la Ang II (Kee et al., 2006). En cardiomiocitos se ha demostrado que
el VPA es capaz de ejercer un efecto protector frente a la hipertrofia, actuando como
un modulador selectivo de isoenzimas, revirtiendo el incremento de la expresion

proteica de HDAC2 (Kramer et al., 2003; Y. Lu & Yang, 2009; McKinsey, 2011).

En otros trastornos cardiovasculares, como la hipertension inducida por una
dieta rica en grasas, la expresion de ARNm de ATR1 aumenta y el VPA la revierte
a niveles normales a nivel renal (Choi et al., 2017). El estudio de Dimitrijevic et al.
(2009) muestra que los pacientes con cardiopatia isquémica presentan una mayor
expresion de los receptores ATR1 en las células del musculo liso en arterias
subcutaneas. Por otra parte, Serneri et al. (2001) no vieron cambios en ATR1 y ATR2
en pacientes con insuficiencia cardiaca en tejido cardiaco, arterias coronarias, aorta,
arteria pulmonar, arteria mamaria y vena safena al igual que ocurre en nuestro
estudio, pero no evaluaron el efecto del VPA. Asi pues, la regulacion al alza del
receptor ATR2 por el VPA después de un IAM, como se muestra en esta tesis, no ha

sido descrita previamente.

6.5. Efecto del VPA en un modelo de IAM. Niveles plasmaticos de nitratos

y nitritos

Los niveles plasmaticos de NOy son un parametro que caracteriza varios
procesos, incluida la sintesis y oxidacion de NO enddgeno o la excrecion de nitritos
y nitratos, podrian considerarse predictores independientes de mortalidad
cardiovascular y existe una asociacion entre los niveles elevados de NOy y el riesgo
de TAM (Gumanova et al., 2022). Puesto que el efecto de la mejora endotelial
atribuida al VPA dependia de una mayor produccién de NO, quisimos estudiar si a
nivel sistémico también se producia un aumento de los niveles plasmaticos de NO.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre grupos, concluyendo
que el IAM no modifica los niveles plasmaticos de NO y que el VPA aumenta la

liberacion de NO solo a nivel local. En la literatura encontramos estudios que indican
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un aumento de los niveles plasmaticos de NO tras un IAM en sujetos jovenes, que
puede ser debido a la produccion de NO por macrofagos (Akiyama et al., 1998;
Caimi et al., 2008). También se ha observado un aumento de niveles de NO en
conejos White New Zealand infartados (Akiyama etal., 1997) y en ratas, por
incremento de actividad de iNOS (Sartério etal., 2005) o en pacientes con
enfermedad de las arterias coronarias, donde el polimorfismo E298D del gen de la
eNOS se asoci6é con un aumento de NOx en plasma (Y. Yoon et al., 2000). Sin
embargo, en el estudio de Serrano-Ponz etal. (2016), pacientes con accidente
cerebrovascular isquémico agudo presentaron menores niveles plasmaticos de NO
en comparacion con sujetos sanos. Lo mismo ocurrié en el estudio de Y. B. Zhao
et al. (2015), ya que encontraron niveles plasmaticos de NO disminuidos en modelo
animal de conejo con lesion aguda por isquemia-reperfusion miocardica.

Por otra parte, el VPA inhibe la expresion de eNOS en cultivo de células
endoteliales procedentes del cordon umbilical (HUVECS), lo que conduce a una
disminucion de la produccion de NO (Murugavel et al., 2018). En plasma de ratas
tratadas con VPA, también se observd una disminuciéon en los niveles de NO
(Adegoke et al., 2022). Contrariamente a esto, en plasma de raton los niveles de NO
aumentaron con VPA (Cho et al., 2014). Por otro lado, Emeksiz et al. (2013) no
encontraron diferencias significativas en los niveles plasmaticos de NO en nifios con
epilepsia y nifios sanos. Asi que el efecto del VPA sobre los niveles plasmaticos de
NOx no queda claro en base a la literatura actual y con esta tesis aportamos que no
tiene relevancia, por no encontrar diferencias entre grupos, asi que no podria

utilizarse como un biomarcador de la mejora del IAM con el VPA.

6.6. Consideraciones finales

El VPA podria ser un fAirmaco efectivo para tratar el IAM, ya que es capaz de
revertir la disfuncion endotelial y la hipercontractilidad vascular observada en esta
patologia. En este trabajo hemos atribuido estas mejoras vasculares a la capacidad

antioxidante del VPA, que aumentarian la biodisponibilidad de NO a nivel local
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mejorando la vasodilatacion y sin afectar a los niveles plasmaticos de NO. Dado que
tras un IAM se activan los sistemas simpatico, ET-1 y Ang I, la modulacion de estos
por el VPA, a través del aumento de expresion de los receptores adrenérgicos oy,
ETB y ATR2, todos ellos relacionados con la vasodilatacion, tendria efectos
beneficiosos disminuyendo las resistencias periféricas tras un IAM y mejorando la

funcion cardiaca.
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Conclusiones

El IAM induce disfuncion endotelial en aorta abdominal de conejo, sin
afectar a la capacidad vasodilatadora del musculo liso vascular. El
tratamiento con VPA mejora la funcion endotelial por aumentar la
biodisponibilidad de NO y por aumentar la sensibilidad del musculo liso

vascular al NO.

La mejora en la biodisponibilidad de NO con el VPA es independiente de la
via de la eNOS, ya que no se produce un aumento de su expresion proteica
ni una mayor activacion por fosforilacion en Serl177. Tampoco parece que
esté relacionada con la via de la arginasa, ya que el VPA no es capaz de

revertir el aumento de la expresion de la ARG2 inducida por el [AM.

El tratamiento con VPA mejora el estrés oxidativo vascular inducido por el
IAM al restaurar los niveles de SODI1, pudiendo ser la causa de la mayor

biodisponibilidad de NO.

La respuesta a agonistas contractiles como la NE y la ET-1 aumenta en el
grupo IAM. El tratamiento con VPA revierte este efecto hasta igualarlo a los
valores del grupo control. La mayor respuesta contractil a la NE y a la ET-1
en el [AM puede estar relacionada con la mayor expresion de los receptores
a1 y ETA respectivamente. El VPA es capaz de incrementar la expresion de
los receptores o, y ETB, ambos relacionados con mecanismos de

vasodilatacion.

La respuesta a la Ang II no se altera con el IAM ni con el VPA. No obstante,
el VPA aumenta la expresion del receptor ATR2 relacionado también con

vasodilatacion.
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