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RESUMEN

Introduccién: Tradicionalmente se ha considerado que el riesgo cardiovascular asociado con la hipertensién es producto de la
elevacion sostenida de la presion arterial, que lleva al dano de 6rgano blanco. En los dltimos afos se ha descripto que otros
factores, como la variabilidad de la presion arterial y la presion arterial central, también afectan directamente el dano de
6rgano blanco.

Objetivo: Determinar los efectos de la administracién crénica de atenolol o nebivolol sobre la variabilidad de la presién arterial
a corto plazo y el dano de érgano blanco a nivel del ventriculo izquierdo y de la aorta.

Material y métodos: Se incluyeron ratas espontaneamente hipertensas (REH) que fueron tratadas durante 8 semanas con
una Unica administracién diaria de atenolol, nebivolol o vehiculo. Se determinaron la presion arterial y su variabilidad a corto
plazo y se realiz6 ecocardiografia. Se extrajeron el ventriculo izquierdo y la aorta toracica para cuantificar la expresién del
factor de crecimiento transformante B y realizar estudios histolégicos.

Resultados: El tratamiento créonico con nebivolol redujo la presion arterial media (PAM) y su variabilidad en mayor medida que
el atenolol (PAM WKY: 118,6 + 8,0 mm Hg; REH: 174,6 + 2,1> mm Hg; REH-atenolol: 155,2 + 2,1>* mm Hg; REH-nebivolol:
122,3 + 2,3>»<mm Hg; desviacion estandar de la PAM WKY: 3,8 + 0,2 mm Hg; REH: 6,2 + 0,3* mm Hg; REH-atenolol: 5,2 +
0,3>> mm Hg; REH-nebivolol: 4,2 + 0,2>° mm Hg; ?p < 0,05 vs. ratas WKY; °p < 0,05 vs. REH; p < 0,05 vs. REH-atenolol).
Conclusiones: El anélisis del dafio de 6rgano blanco establece que el nebivolol reduce el contenido de fibrosis ventricular,
disminuye el espesor de la media aértica e induce una mayor reduccién de la sobreexpresion del factor de crecimiento trans-
formante  en ambos 6rganos en comparacion con REH tratadas con vehiculo o atenolol. Estos hallazgos sugieren que la
mayor reduccién de la presion arterial central, junto con la disminucién de la labilidad de la presién arterial, contribuiria en
la superior proteccién del dafio de 6rgano blanco por el nebivolol respecto del atenolol.
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ABSTRACT

Background: Hypertension-related cardiovascular risk has been traditionally considered the result of sustained blood pres-
sure elevation, leading to target organ injury. In recent years, other factors have been described, such as blood pressure and
central blood pressure variability, also directly affecting target organ injury.

Objective: The aim of this study was to assess the effects of chronic atenolol or nebivolol administration on short-term blood
pressure variability and target organ injury at the left ventricular and aortic level.

Method: Spontaneously hypertensive rats (SHR) were treated for 8 weeks with a single daily dose of atenolol, nebivolol or
vehicle. Blood pressure and its short-term variability were measured and echocardiography was performed. The left ventricle
and thoracic aorta were removed to quantify the expression of transforming growth factor B and to perform histological studies.
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Results: Chronic treatment with nebivolol reduced mean arterial pressure (MAP) and its variability to a greater extent than
atenolol (MAP: WKY: 118.6+8.0 mmHg, SHR: 174.6+2.1> mmHg; SHR-atenolol: 155.2 = 2.1»®> mmHg, SHR-nebivolol:
122.3+2.3» °mmHg, MAP variability: WKY: 3.8+0.2 mmHg; SHR: 6.2+0.3* mmHg; SHR-atenolol: 5.2+0.3** mmHg; SHR-
nebivolol: 4.2+0.2> < mmHg; 2p<0.05 vs. WKY rats; "p<0.05 vs. SHR; ©p<0.05 vs. SHR-atenolol).

Conclusions: The analysis of target organ injury showed that nebivolol reduced the content of ventricular fibrosis, decreased
aortic media thickness and induced greater reduction of transforming growth factor p overexpression in both organs compared
to SHR treated with vehicle or atenolol. These findings suggest that a greater reduction in central blood pressure, together
with a decrease in blood pressure variability, would contribute to the better protection of target organ injury with nebivolol

than with atenolol.
Key words: Nebivolol - Atenolol - Blood Pressure - Rats

Abreviaturas
AT Aorta toracica

DE Desviacion estandar
FCl Fraccion de colageno intersticial
PA Presion arterial

PAM Presion arterial media

PAS  Presion arterial sistolica

INTRODUCCION

Tradicionalmente se ha considerado que el riesgo car-
diovascular asociado con la hipertensién es producto
de la elevacién sostenida de la presion arterial (PA) que
lleva al dano del 6rgano blanco. En los tltimos anos se
ha descripto que otros factores, como la variabilidad
de la presién arterial (VPA) y la PA central también
afectan directamente el dano de 6rgano blanco. (1-
6) Distintos estudios clinicos han establecido que el
incremento en la VPA durante 24 horas, dia a dia y
entre visitas médicas, se asocia con mayor riesgo de
eventos cardiovasculares. (7) Hoy en dia se postula que
la reduccién de la VPA puede ser considerada como una
posible nueva meta terapéutica en el tratamiento de la
hipertensién arterial, razén por la cual los farmacos an-
tihipertensivos no solo deben ser capaces de disminuir
la PA, sino también de controlar su variabilidad. (7)

La PA central representa la presion directa ejercida
sobre el cerebro, el corazén y los rifhiones y ha demostra-
do mayor correlacién con el dafo de érgano blanco y la
incidencia de eventos cardiovasculares en comparacién
con la PA braquial. (3, 4) Un analisis retrospectivo
evidencié que la terapia con atenolol, si bien reduce la
PA braquial, es capaz de elevar la PA central generando
una falsa sensacién de control de la hipertension y del
riesgo cardiovascular. (8, 9)

Los B-bloqueantes han dejado de ser recomendados
para el tratamiento inicial en sujetos hipertensos no
complicados debido a la menor proteccién del paciente
frente a eventos cerebrovasculares y al mayor riesgo de
trastornos metabdlicos. (8) La menor cardioproteccion
aportada por los B-bloqueantes frente a otros agentes
antihipertensivos de primera linea se ha atribuido a
su efecto limitado sobre la PA central y la VPA. (8,
10) Sin embargo, la evidencia clinica que asocia el
uso de B-bloqueantes con la menor protecciéon del pa-
ciente hipertenso se basa en gran medida en estudios
clinicos que evaluaron el atenolol, un B-bloqueante

REH Ratas espontaneamente hipertensas
TGF-B Factor de crecimiento transformante beta
\/| Ventriculo izquierdo

VPA  Variabilidad de la presion arterial

WKY  Wistar Kyoto

con relativamente baja cardioselectividad y sin accién
vasodilatadora. (7, 8)

En las ultimas décadas se han desarrollado B-
bloqueantes de tercera generacion, entre ellos el
carvedilol y el nebivolol, que presentan propiedades
farmacoldgicas superiores al atenolol, incluyendo la
capacidad de reducir la PA central y un perfil metabé-
lico neutral. (8, 11) Sin embargo, la superioridad de los
B-bloqueantes de tercera generacién por sobre el ate-
nolol en términos de reduccion de la VPA y proteccion
de dafno de 6rgano blanco no fue evaluada previamente
en estudios clinicos.

Considerando estos antecedentes, el objetivo del
presente trabajo fue estudiar los efectos de la adminis-
tracién oral crénica de atenolol o nebivolol sobre la VPA
de corto plazo y evaluar su accién sobre marcadores de
dano de 6rgano blanco a nivel del ventriculo izquierdo
(VI) y de la aorta toracica (AT).

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon ratas macho espontdneamente hipertensas
(REH) (200-220 g), que fueron tratadas durante 8 semanas
con nebivolol 30 mg/kg/dia (n = 6), atenolol 90 mg/kg/dia (n =
6) o vehiculo (n = 6), diariamente por via oral mediante el uso
de trocar. Un cuarto grupo de ratas WKY tratado con vehiculo
fue empleado como control. Durante las Gltimas 2 semanas
de tratamiento se evalué la presién arterial sistélica (PAS)
mediante el método indirecto de tail-cuff, estimandose la PAS
promedio, la variacién intradia y la fluctuacién interdia. (12)

En la dltima semana de tratamiento se realizaron me-
diciones ecocardiograficas con un ecégrafo marca Acuson
Sequoia, modelo C512 equipado con un transductor de 7-14
MHz en ratas anestesiadas con mezcla ketamina/xilazina.
Cumplidos los 2 meses de tratamiento, se canulé la arteria
carétida y se conectd, 24 horas después, a un transductor
de presion Spectramed P23XL (Spectramed, Oxnard, CA,
USA), acoplado a un poligrafo Grass 79D (Grass Instruments,
Quincy, MA, USA) y a un convertidor digital (Polyview, PVA
1, Grass-Astro Med, West Warwick, RI USA). Se obtuvieron
registros de la PA durante 2 horas, que fueron analizados con
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el software Polyview 2.3 (Astro-Med, West Warwick, RI, USA)
estimandose la PA media (PAM), que por su sitio de toma
representa la PA central, y la VPA a corto plazo en registros
de 3 minutos. (13)

Finalizada la determinacién de los parametros hemodina-
micos, los animales fueron sacrificados con guillotina extra-
yéndose la AT y el VI para la evaluacién del dano de érgano
blanco. Como marcador morfolégico del danio de 6rgano blanco
a nivel cardiaco se evalu6 la relacién entre el peso del VI y
el peso corporal utilizando una balanza de precisién. (14) Se
realiz6 la evaluacion histopatoldgica del VI y de la AT sobre
secciones transversales de tejido de 5 um de espesor. Las
aortas se tiferon con hematoxilina-eosina, mientras que en
los VI se utiliz6 la tincién Sirius Red, con la cual las fibras
de colageno se tifien de color rosado. Se tomaron fotografias
microscopicas de las secciones empleando un microscopio
(Olympus CX31microscope, Japan) acoplado a una camara
digital (U-CMA D3 Olympus, Japan). A nivel ventricular se
determing la fraccién de coldgeno intersticial (FCI), mientras
que a nivel adrtico se evalud el espesor de la media adrtica
y la relacion espesor de la media/didametro de la luz con un
software analizador de imagenes (Image Pro-Plus 3.0; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA para VI y Imaged 1.49
V Wayne Rasband, National Institute of Health, USA para
aortas). (15, 16) Finalmente, como marcador bioquimico del
dano de 6rgano blanco se determiné la expresion del factor
de crecimiento transformante beta (TGF-$) en homogenatos
de VI y de AT mediante la técnica de Western blot. Los ho-
mogenatos (20 pg) se corrieron en gel de poliacrilamida con
SDS (12%). La transferencia se realizé sobre membranas de
PVDF y luego del bloqueo se incubaron overnight con Mouse
anti-TGF-B (PM: 13 kDa) y Rabbit anti-GAPDH (PM: 37
kDa) como control de carga. Las proteinas se detectaron por
quimioluminiscencia con el empleo de una pelicula fotografica
y luego se cuantificaron con el programa Imaged. (17)

Anadlisis estadistico

La distribucién normal de los datos y las variables del estudio
se comprobaron con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los
datos se expresaron como media + error estandar de la media.
La comparacion estadistica entre los grupos de tratamiento

Parametro hemodinamico WKY

(n=6)

Presion indirecta (tail-cuff)

PAS, mm Hg 134 + 2 184 + 6° 169 + 22° 170 + 4°
DE intradia, mm Hg 3,38+ 0,52 9,21 +0,59° 6,42 + 0,35%° 3,76 + 0,40°¢
DE interdia, mm Hg 3,04 + 0,75 10,42 + 0,802 13,90 + 2,082 7,30 + 0,84°<
Presion central en la arteria carétida

PAM, mm Hg 118,6 £ 8,0 174,6 £ 2,1° 155,2 + 2,12b 122,3 + 2,3°¢
DE, mm Hg 3,8+0,2 6,2 £0,3° 5,2 + 0,320 4,2 +0,2b¢
Ecocardiografia

Diametro de la pared 1,31 +£0,08 2,40 £ 0,032 2,20 £ 0,012 1,70 + 0,042
posterior en diastole, mm

{ndice de masa ventricular 2,17 £ 0,10 3,51 +0,18° 3,52 £ 0,02¢ 2,98 + 0,0620¢

izquierda, mg/g

Los datos indican la media # error estandar de la media. 2p < 0,05 vs. WKY, °p < 0,05 vs. REH, p < 0,05 vs. REH Ate-
nolol. WKY: Wistar Kyoto. REH: Ratas espontaneamente hipertensas. PAS: Presion arterial sistélica. DE: Desviacion

estandar. PAM: Presion arterial media.

Atenolol

se realiz6 mediante ANOVA de una via y la aplicacién del mé-
todo de Tukey como prueba a posteriori utilizando GraphPad
Prism version 6.0 (GraphPad Software, San Diego, California,
USA). Se defini6 significacién estadistica un valor de p < 0,05.

Consideraciones éticas

Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con
los “Principios de cuidado de los animales de laboratorio”
(publicacion de NIH No. 85—3, Revision de 1985) y fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires (EXP-UBA
N° 0062949/2015).

RESULTADOS

El tratamiento crénico con nebivolol, si bien no reduce
significativamente la PAS, disminuye su fluctuacién
intradia e interdia en comparaciéon con los animales
hipertensos tratados con vehiculo o atenolol (Tabla 1).
La evaluacion de la PA central demostré que el nebivolol
produce una reduccién de la PAM y su variabilidad de
corto plazo en mayor medida que el atenolol, restable-
ciendo los valores del grupo control normotenso (véase
Tabla 1).

Hallazgos ecocardiograficos revelaron un incre-
mento significativo del didmetro de la pared poste-
rior durante la diastole en REH en comparacion con
animales normotensos, el cual fue reducido en mayor
medida por el nebivolol respecto del atenolol (-29% vs.
-8%;p < 0,05). La administracién crénica de nebivolol
reduce el indice de masa ventricular izquierda expre-
sado como la relacién peso del VI/peso corporal (véase
Tabla 1). La evaluacion histopatolégica estableci6 la
existencia de un incremento del depésito de colageno
intersticial en el VI de las REH en relacién con los
animales normotensos, evidenciado por un incremento
del 62% de la FCI. Si bien atenolol redujo parcialmente

Tabla 1. Parametros hemodi-
namicos de ratas WKY y REH
tratadas en forma crénica con
atenolol, nebivolol o vehiculo

REH REH
Nebivolol

(n =6) (n=6)
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el contenido de colageno intersticial, el nebivolol re-
virtié completamente esta alteraciéon de la estructura
cardiaca, reduciendo el contenido de fibrosis en el VI
de REH. El analisis de los cortes histologicos de AT
mostré un incremento tanto en el espesor de la media
aodrtica como en la relacion espesor de la media aértica/
diametro de la luz en REH en relacién con animales
WKY. Ambos parametros de morfometria se redujeron
tGnicamente luego del tratamiento crénico con nebivolol
(Tabla 2). Finalmente, la evaluacién bioquimica de
dano de 6rgano blanco evidencié que el nebivolol induce
una mayor reduccion de la sobreexpresion de TGF-$ en
comparacion con el atenolol, tanto a nivel ventricular
como aortico (Figura 1 A).

DISCUSION

En el presente estudio, el tratamiento crénico oral con
el B-bloqueante vasodilatador de tercera generacion
nebivolol atentia marcadamente la VPA de corto plazo
en el modelo de REH. El analisis de los resultados de
la medicion directa e indirecta de la PA establece que
el nebivolol en una dosis diaria de 30 mg/kg es capaz
de reducir de manera significativa la DE del registro
de PA, un reconocido parametro de la variabilidad de
corto plazo. A nivel indirecto, el nebivolol, aunque no
genera una reduccién de la PAS, disminuye los para-
metros de fluctuacion de la PA tanto a corto plazo como
a mediano plazo. La diferente eficacia que presentan
algunos farmacos en términos de disminucién de la PA
central en comparacion con la PA periférica podria ser
una de las causas por las cuales agentes que producen
reducciones similares en la presién arterial periférica
no alcanzan igual proteccion frente a eventos adversos
cardiovasculares. (13) El nebivolol es capaz de reducir
la PA central y su variabilidad de manera superior al
atenolol, sugiriendo que los B-bloqueantes vasodilata-
dores brindan un beneficio hemodinamico mayor en
comparacion con B-bloqueantes de segunda generacion.

En la actualidad, el efecto del nebivolol sobre la VPA
se ha reportado escasamente en estudios preclinicos.
En trabajos previos hemos demostrado que la admi-

Tabla 2. Resultados histolo-
gicos del ventriculo izquierdo
y la aorta toracica de ratas
WKY y REH tratadas en forma
cronica con atenolol, nebivolol
o vehiculo

aortica/diametro
de la luz, ym/mm

nistracién aguda por via intravenosa de nebivolol en
REH, hipertensas por L-NAME y normotensas pero
con aumento de la fluctuaciéon de la PA mediante la
técnica de desnervacion sinoaértica reduce sustan-
cialmente la VPA de corto plazo. (13, 18, 19) A nivel
clinico, Gapon y colaboradores han hallado que, aunque
tanto el atenolol como el nebivolol exhiben propieda-
des antihipertensivas similares, el tratamiento con
nebivolol previene en mayor medida que el atenolol el
incremento matutino de la PA y de su variabilidad a
lo largo de 24 horas en pacientes con hipertension de
segundo grado. (20)

Un segundo objetivo del presente trabajo fue com-
parar el efecto del tratamiento crénico con nebivolol o
atenolol sobre el dano de 6rgano blanco a nivel del VI
y de la AT en REH a partir de determinaciones morfo-
logicas, ecocardiograficas, histologicas y bioquimicas.
Unicamente el B-bloqueante de tercera generacién fue
capaz de disminuir la sobreexpresion del TGF-3, una
citoquina involucrada en procesos fibréticos que par-
ticipa en la remodelacién cardiaca y vascular durante
la hipertension arterial. (21, 22) En concordancia, el
tratamiento antihipertensivo crénico con nebivolol fue
capaz de proteger frente a la remodelacién ventricular
y adrtica propia de la patologia hipertensiva. En este
contexto, el nebivolol redujo el contenido de colageno
intersticial, el indice de hipertrofia ventricular y el
espesor de la pared posterior durante la diastole en
comparacion con los animales hipertensos tratados
con vehiculo o atenolol. Recientemente, Varagic J y
colaboradores revelaron que el nebivolol atentia la re-
modelacién y la disfuncién cardiaca en REH sensibles a
la sal a través de un efecto independiente de su accién
antihipertensiva. (23) A nivel vascular, el tratamiento
crénico con nebivolol fue capaz de revertir la remode-
lacién adrtica, lo cual se evidenci6 por una reducciéon
del espesor de la capa media y de la relacion espesor de
la media/diametro de la luz. Estos resultados concuer-
dan con hallazgos de Guerrero y colaboradores, que
demuestran que el tratamiento crénico con nebivolol
reduce el contenido de fibrosis y mejora la estructura
vascular. (24)

REH REH
Nebivolol
(n =6)

Atenolol
(n=6)

Ventriculo izquierdo (Sirius Red)

FCl, % 3,41 £0,11 5,530,172 4,50 = 0,130 3,14 £ 0,34b¢
Aorta toracica (HE)

Espesor de la media 103,0 +4,9 151,2 + 3,02 145,4 + 2,12 106,2 + 2,10¢
adrtica, ym

Espesor de la media 58,6 + 3,5 91,6 +2,72 94,3 + 2,22 74,2 + 3,6%P¢

Los datos indican la media * error estandar de la media. 2p < 0,05 vs. WKY, °p < 0,05 vs. REH, p < 0,05 vs. REH
Atenolol. WKY: Wistar Kyoto. REH: Ratas espontaneamente hipertensas. FCI: Fraccion de colageno intersticial. HE:
Hematoxilina-eosina.
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Izquierdo y Aorta toracica

Densidad Optica Relativa
(unidades arbitrarias)

0-

Ventriculo Izquierdo

Ventriculo izquierdo
TGF-B (13 kDa)
GAPDH (37 kDa)

Aorta toracica
TGF-B (13 kDa)
GAPDH (37 kDa)

Expresion de TGF-$ en Ventriculo

Aorta toracica

?p < 0,05 vs. WKY, °p < 0,05 vs. REH, p < 0,05 vs. REH Atenolol.

WKY REH REHAt REHNeb

WKY REH REHAt REHNeb

Fig. 1. Expresion del factor de
crecimiento transformante beta
(TGF-B) (A) y susimagenes repre-
sentativas (B) de los revelados
por Western blot en el ventriculo
izquierdo y la aorta toracica de
ratas Wistar Kyoto (WKY) y
ratas espontaneamente hiper-
tensas (REH) tratadas en forma
cronica con atenolol, nebivolol o
vehiculo. Los datos se expresan
como densidad optica relativa
a los animales WKY controles.
At: Atenolol. Neb: Nebivolol.
GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa.

Il WKY Vehiculo
I REH Vehiculo
[ REH Atenolol

REH Nebivolol

CONCLUSIONES

En sintesis, la administracién crénica de nebivolol
presenta efectos hemodinamicos superiores al atenolol,
evidenciados por una mayor reduccién de la PA central
y de la VPA de corto plazo. El nebivolol es capaz de
atenuar el dano ventricular y vascular asociado con la
hipertensiéon arterial experimental en mayor medida
que el atenolol. Estos resultados sugieren que la menor
proteccion cardiovascular del atenolol en comparacién
con otros agentes antihipertensivos observada en en-
sayos clinicos no deberia extrapolarse a B-bloqueantes
de tercera generacién como el nebivolol.
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