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RESUMEN

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad cronica, progresiva y fatal que, a
pesar del desarrollo de nuevas drogas, contintia siendo incurable. Las tres vias de tratamientos
farmacoldgicos actuales apuntan a la regulacion del tono vascular con el objeto de reducir la
resistencia vascular pulmonar, siendo uno de los grandes pilares para dosificar la terapia la
capacidad cardiorrespiratoria del paciente, lo cual es evaluado por medio de test cardiopulmonar
y test de marcha 6 minutos.

Hoy en dia, existe evidencia que sugiere fuertemente la participacion de los receptores
purinérgicos, tanto como un elemento patologico que contribuye al desarrollo de la enfermedad,
como también una nueva alternativa terapéutica. En este contexto es que la suramina, al ser un
inhibidor inespecifico de los receptores purinérgicos y una droga aprobada por la FDA, se
convierte en una real alternativa para explorar la terapia antipurinérgica.

Es por lo anterior, que nuestro objetivo fue evaluar los efectos que tiene ese medicamento a
nivel de la capacidad cardiorrespiratoria en un modelo animal de HAP, como influye en la
sobrevida de los animales y ademas los efectos que pueda producir a nivel de la contractibilidad
de las venas intrapulmonares pequefias. Para ello se disefid6 un estudio con 4 grupos
experimentales: dos controles y dos hipertensos, con y sin tratamiento respectivamente.
Nuestros resultados demuestran que es posible evaluar la capacidad cardiorrespiratoria de los
animales; y que ésta disminuye en ratas HAP inducidas con Monocrotalina (MCT) a partir del
dia 23 posterior a la inyeccion. Esta disminucion en la capacidad cardiorrespiratoria no se
observo en las ratas HAP que recibieron el tratamiento con suramina. Ademas, en estudios post
morten se evallio la hipertrofia ventricular derecha a través del indice de Fulton, siendo ésta
significativamente menor en el grupo HAP con tratamiento con suramina en comparacién con
el grupo sin tratamiento, esto ademds se vio acompaiado por una disminucion de la
contractibilidad a ATP de las venas pulmonares pequefias en las ratas HAP con suramina. Todo

lo anterior determind un aumento de la sobrevida en el grupo que recibid el tratamiento.



ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a chronic, progressive and fatal disease that, despite
the development of new drugs, remains incurable. The three routes of current pharmacological
treatments point to the regulation of vascular tone in order to reduce pulmonary vascular
resistance, being one of the main pillars to dose therapy is the cardiorespiratory capacity of the
patient, which is evaluated by cardiopulmonary test and 6 minute walk test.

Nowadays, evidence that strongly suggests the participation of purinergic receptors, both as a
pathological element that contributes to the development of the disease, and as a new therapeutic
alternative. In this context, suramin, being a nonspecific inhibitor of purinergic receptors and an
FDA approved drug, becomes a real alternative to explore as pharmacological therapy.
Therefore, our objective was to evaluate the effects of this drug on the level of cardiorespiratory
fitness in an animal model of PAH, how it influences the survival of the animals and, also, the
effects that may occur at the level of contractility of the animals in small intrapulmonary veins.
We designed a study with 4 experimental groups, two controls and two hypertensive patients,
with and without treatment respectively. Our results show that it is possible to evaluate the
cardiorespiratory capacity in this animal model; and that it decreases as a function of time in
PAH rats induced with Monocrotaline (MCT) from day 23 after injection. This decrease in
cardiorespiratory fitness was not observed in the PAH rats that received treatment. In addition,
post-mortem studies evaluated the Fulton index, which denotes right ventricular hypertrophy,
which was significantly lower in the PAH group treated with suramin compared with the PAH
group, this was also accompanied by a decrease in the contractibility to ATP of small pulmonary
veins. All of the above determined an increase in survival in the group that received the

treatment.



INTRODUCCION

L. HIPERTENSION PULMONAR E HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR

Se define hipertension pulmonar (HP) como un aumento de la presion media de la arteria
pulmonar mayor a 25 mmHg (PAPm > 25 mmHg), siendo el limite superior de normalidad de
20 mmHg [Barbera et al. 2017, Galie et al. 2015, Zagolin et al., 2016].

La HP se clasifica en 5 grupos, segun la clasificacion de Niza 2013 [Gali¢ et al. 2013]:

e Grupo 1: Hipertension arterial pulmonar (HAP).

e Grupo 2: Hipertension pulmonar secundaria a enfermedades cardiacas izquierdas.

e Grupo 3: Hipertension pulmonar secundaria a enfermedades pulmonares o hipoxia.

e Grupo 4: Hipertension pulmonar por enfermedad tromboembodlica cronica.

e Grupo 5: Hipertension pulmonar asociada a mecanismos multifactoriales.

De ellas el grupo 1, HAP presenta ademés de una PAPm > 25 mmHg, una presion capilar
pulmonar o de enclavamiento menor de 15mmHg y un aumento de la resistencia vascular
pulmonar mayor a 3 unidades de Wood, en ausencia de otras enfermedades que causen HP
precapilar [Barbera et al. 2017, Galie et al. 2015, Zagolin et al., 2016].

Los sintomas que presentan los pacientes con HAP son inespecificos y entre ellos
encontramos: disnea, fatiga, dolor toracico, sincopes, disminucion de la capacidad para caminar,
realizar actividades de la vida diaria y sensacion de palpitaciones [Barbera et al., 2017, Zagolin
et al., 2016]. Por ello cuesta diferenciarlos de otras enfermedades respiratorias, lo que demora
el diagnodstico. La HAP es una enfermedad cronica, progresiva, de baja prevalencia pero de alto
impacto por su curso grave y letal [Zagolin et al., 2016].

En Chile se desconoce la cantidad de pacientes con HAP. En la guia clinica nacional,
haciendo una extrapolacion de la prevalencia en otros paises (25-50 pacientes por millon de
habitantes), se estimd que se pueden encontrar entre 400 y 850 pacientes con HAP y que habria
30 casos nuevos al afio en nuestro pais [Zagolin et al., 2016]. Por otro lado, las estadisticas
internacionales destacan que la proporcion de pacientes con HAP entre mujeres y hombres es
de 1,9:1[Gall et al., 2017], que presentan en promedio 45 afos + 17 afios [Barbera et al. 2017]
y con una sobrevida media de 3,8 a 5,6 afios, siendo la principal causa de muerte la falla cardiaca

derecha [Gall et al., 2017].
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Una vez efectuado el diagnostico de HAP, el paciente comienza a recibir terapia acorde a su
etiologia, capacidad funcional y estratificacion de riesgo [Zagolin et al., 2016]. A diferencia de
los otros tipos de HP, el tratamiento en la HAP no estd enfocado en subsanar el factor causante
de la HP, ya que aun se desconoce, sino que al existir aumento de la resistencia vascular
pulmonar (RVP) esta enfocado en modular el tono vascular pulmonar. Hoy existen tres pilares
de tratamiento basados en los factores endoteliales que estarian involucrados en la
vasodilatacion o vasoconstriccion del territorio pulmonar: 6xido nitrico (ON), prostaciclinas

(PC) y endotelinas (ET) [Zagolin et al., 2016, Galie et al. 2013, Ataya 2016].

I1. FISIOLOGIA DE LA CONTRACCION MUSCULAR LISA VASCULAR Y TRATAMIENTO HAP

La contraccion del musculo liso se inicia por un aumento de la concentracion intracelular de
calcio, el cual se combina con la proteina calmodulina. Este complejo calcio-calmodulina activa
a la proteina kinasa de la cadena liviana de miosina (MLCK) lo cual permitird aumentar su
actividad de ATPasa, que a su vez determinard su capacidad para unir miosina y formar puentes
cruzados. El aumento del calcio intracelular proviene de reservorios intracelulares como el
reticulo sarcoplasmatico o bien desde el extracelular a través de canales de calcio. Entre los
agonistas que permiten aumentar el calcio encontramos la ET, la cual difunde desde la célula
endotelial a la célula muscular lisa uniéndose a sus receptores (A y B), los cuales estan acoplados
a proteina Gq y con ello estimulan la actividad de la fosfolipasa C, la que a su vez cataliza la
formacion de IP3 y DAG. La unién del IP3 al receptor IP3 del RS resulta en la liberacion de
calcio al citosol. A su vez DAG activa a la proteina kinasa C (PKC), la cual promueve la
fosforilacion de canales de calcio tipo L que permiten el ingreso del calcio desde el extracelular
[Webb et al. 2003]. El tratamiento de la HAP por la via de las endotelinas implica administrar
antagonistas para los receptores de éstas como lo son el Bosentdn, Ambrisentan y Macitentan
[Bevacqua et al, 2013].

En contraposicion a lo anterior, la relajacion del musculo liso requiere la disminucion del
calcio intracelular lo que produce un aumento de la actividad de la fosfatasa de la cadena liviana
de la miosina (MLCP). Entre los mecanismos involucrados para producir esto, se encuentra la
bomba Calcio-ATPasa del reticulo sarcoplasmatico (SERCA). Cuando la SERCA se encuentra
fosforilada, une dos iones de calcio, los cuales son traslocados al interior del RS disminuyendo

el calcio citosolico. Asimismo, la ATPasa plasmatica de membrana también contribuye a este
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proceso [Webb et al., 2003]. Una de las vias de la vasodilatacion del musculo liso que mejor se
encuentra caracterizada es el ON. Este es producido a través de la conversion enzimatica de la
L-arginina por la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS). El ON difunde a la célula muscular
lisa, donde activa una guanilatociclasa que produce GMPc a partir de GTP lo cual activa una
proteina kinasa G (PKG) que a su vez fosforila a la MLCP para que desforile a MLC y con ello
se produce una relajacion de la fibra muscular lisa. Entre los medicamentos que actiian a través
de este mecanismo encontramos la familia de los inhibidores de la fosfodiesterasas 5 (por
ejemplo, sildenafil o tadalafil), los cuales, al inhibir esta enzima producen que el GMPc
permanezca mas tiempo en el citosol, favoreciendo la vasodilatacion de la célula muscular.
También encontramos otros medicamentos como el Riociguat, un agonista de la guanilato
ciclasa [Galie et al., 2013]. Asimismo, las PC producidas por la degradacion enzimatica del
acido araquidoénico poseen un efecto vasodilatador y actiian a través de la activacion de la
adenilciclasa, con el aumento posterior de AMPc y con la consiguiente activacion de la proteina
kinasa A (PKA) quien, al igual que la PKG, acta sobre la MLCP produciendo la relajacion de
musculo liso [Gao et al., 2005]. Entre los medicamentos que actian por esta via encontramos
analogos de PC como son epoprostenol, iloprost o trepostini [Bevacqua et al, 2013].

Los pacientes que no respondan a la terapia inicial luego de tres meses, deben escalar a
terapia combinada (bi-asociada) y si aun asi no hay una mejora clinica satisfactoria se procede
a la terapia tri-asociada. Esta terapia de tipo escalonada se denomina “terapia guiada por
objetivos” y para determinar el paso de un escalon a otro se debe considerar: clase funcional de
la OMS, distancia recorrida en el test de marcha de 6 minutos, parametros ecocardiograficos,
pro-BNP y consumo peak de oxigeno en test cardiopulmonar [Galie et al. 2015, Zagolin et al.
2016].

A pesar del tratamiento adecuado, la HAP sigue siendo una enfermedad con mal pronostico
una vez que se diagnostica, por lo cual es necesaria la investigacion de nuevas alternativas

terapéuticas [Ataya 2016].

III. SENALIZACION PURINERGICA EN EL TONO VASCULAR PULMONAR Y HAP
Las purinas (adenosina, ATP y ADP) y pirimidinas extracelulares (UDP y UTP) son
moléculas de sefializacion que median diversos procesos biologicos. Los nucleotidos ejercen

sus efectos a través de los llamados receptores purinérgicos, de los cuales se han identificado
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dos familias: P1 o receptores de adenosina y receptores P2, que reconocen tanto purinas como
pirimidinas con distinta afinidad. Estos receptores se han encontrado en el sistema vascular
expresados en el corazon, en la circulaciébn coronaria, nervios perivasculares, células
endoteliales y células sanguineas [Burnstock et al. 2014]. Los receptores de la familia P2 estan
divididos en P2X, que son receptores ionotropicos y que actian como un canal catidénico no
selectivo, causando una despolarizacion de membrana por influjo de calcio. De ellos
encontramos siete subtipos de receptores P2X.; todos los cuales responden solo a ATP con
diferentes sensibilidades, siendo P2X; y P2X4 los principales receptores expresados en el
musculo liso vascular [Ralevic et al. 2015]. El otro grupo de receptores son los receptores P2Y,
los cuales estan acoplados a proteina G y se han identificado ocho distintos, que pueden ser
clasificados segun su diferente afinidad con nucleétidos [Burnstock et al. 2017]. El receptor
P2Y, responde a ADP mas que ATP; P2Y,responde a ATP y UTP; P2Y, responde solo a UTP
pero segun algunos articulos puede también responder a ATP [Chootip K et al. 2005]; P2Y5
responde a UDP y UTP; P2Y; a ATP; P2Y,.13 responden a ADP; y P2Y 4 a UDP glucosa y
UDP [Burnstock et al. 2017, Ralevic et al. 2015]. EI musculo liso vascular expresa diferentes
combinaciones de P2Y, P2Y,, P2Y.4y P2Ys También estan presentes en las células endoteliales
principalmente P2Y, P2Y, y P2Y, [Ralevic et al. 2015].

Las principales fuentes ATP, y otros nucledtidos, son los eritrocitos y el endotelio, que
a través de la estimulacion via receptores P2Y producen vasodilatacion para aumentar el flujo
sanguineo en respuesta a la hipoxia en los vasos sistémicos. También son fuente las plaquetas y
el musculo liso danado [Ralevic et al. 2015].

La sefalizacion purinérgica en el tono vascular, ejerce diferentes funciones segun donde
se ubique, endotelio o musculo liso, pudiendo provocar vasodilataciéon o vasocontriccion,
respectivamente. La activacion de los receptores P2Y en el endotelio produce la liberacion de
ON, PC y factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) hacia el musculo liso
produciendo vasodilatacion en este [Ralevic et al., 2015]. Existe evidencia que en situaciones
patologicas los receptores P2 también pueden estar actuando, en particular cuando existe
disfuncion del endotelio existiendo una agregacion plaquetaria y la acumulacion de leucocitos
en el tejido dafiado los cuales pueden liberar ATP, ADP y UTP en forma excesiva, ejerciendo
acciones vasocontrictoras via receptores P2 presentes en el musculo liso vascular [Ralevic et al.

2015]. Ademas, las sefiales purinérgicas pueden mediar fendmenos troficos y de proliferacion
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en el musculo liso, por ejemplo, P2Y, y P2Y4 son mediadores de la proliferacion de las células
musculares lisas de aorta de rata [Burnstock et al. 2017]. Asimismo, la estimulacion de los
receptores P2Y 1 en células endoteliales activa el VEGF produciendo angiogénesis [Ralevic et
al. 2015]. Es importante mencionar que el rol de la sefializacion purinérgica sobre el tono
vascular, se ha generado casi exclusivamente en base a estudios realizados en vasos sistémicos.
La evidencia a nivel pulmonar se limita principalmente a arterias pulmonares de rata, donde se
ha demostrado que tanto ATP, UDP y UTP evocan contraccion, observandose una mayor
respuesta a ATP, lo cual estaria explicado debido a que seria la resultante de la activacion tanto
de los receptores P2X como P2Y [Mitchell et al., 2012]. Esta respuesta contractil inducida por
ATP es inhibida por suramina [Chootip et al. 2005]. Ademads, gracias al uso de antagonistas
especificos, se ha visto que la respuesta a ATP estaria mediada en gran parte por P2X;y P2Y,
a nivel arterial [Mitchell et al. 2012]. Asimismo, en venas intrapulmonares pequenias se ha
observado un aumento del calcio intracelular utilizando ATP, el que actuaria via receptores P2Y
mediado por IP3, produciendo vasocontriccion [Henriquez et al. 2018].

Particularmente en HAP existen dos grandes lineas que se refieren a la posible
participacion de la sefializacion purinérgica en su patogenia. La primera de ellas es que existiria
en los pacientes con HAP una sobreexpresion de los receptores P2Y y no asi en otros tipos de
HP, como aquella secundaria a fibrosis pulmonar, lo que fue descrito en analisis de microarrays
de todo el genoma de muestras de tejido pulmonar de pacientes con HAP [Rajkumar et al. 2010].
Esto se complementa con estudios hechos en el laboratorio que demuestran que en el modelo de
rata de HAP inducido por MCT, existe también un aumento de los receptores P2Y,
especificamente P2Y, P2Y,y P2Y, [Villaroel, 2017].

La segunda linea de evidencia relaciona la mayor disponibilidad de nucle6tidos a nivel
de la circulacion pulmonar en pacientes con HAP. Estudios han demostrado la elevacion en los
niveles de nucledtidos en ciertas enfermedades pulmonares [Lazarowski et al., 2003].
Asimismo, se ha descrito que los pacientes con HAP presentan una disminucion de las
ectonucleotidasas vasculares, asi lo reportd Helenius y cols. utilizando imagenes de
imnunohistoquimica de la ectonucleotidasa CD39, sugiriendo que existiria una acumulacion de
ATP en el nicho extracelular pulmonar de estos pacientes [Helenius et al. 2015]. Siguiendo esta
linea, el articulo de Visovatti y cols, detalla las posibles relaciones que existirian entre una

desregulacion en la sefalizacion purinérgica y la HAP. Estos investigadores hipotetizaron que
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la enzima ectonucleotidasa CD39, que resulta ser una de las principales responsables de las
concentraciones extracelular de nucledtidos a nivel vascular, podria producir un desbalance
entre los nucleétidos extracelulares causado por la expresion anomala de esta enzima, jugando
un rol en la fisiopatologia de la HAP. Asi, utilizando un modelo murino con delecion del gen
que codificaba para CD39, identificaron un aumento marcado de ATP y expresion del receptor
P2X1 en los animales con HAP, lo cual en condiciones de hipoxia producia un aumento de
presion de arteria pulmonar. Lo anterior fue reafirmado al hallar esta misma disminucién de
CD39 y aumento del receptor en muestras de vasos pulmonares de pacientes con HAP [Visovatti

etal., 2016].

IV. SENALIZACION PURINERGICA EN OTROS SISTEMAS

La sefalizacion purinérgica también estd implicada en otros sistemas, por ejemplo, en el
musculo esquelético los receptores purinérgicos presentan un rol fundamental ya que son
responsables de la traduccion de sefales de nucleotidos extracelulares. En este sistema, la célula
muscular libera ATP en respuesta a la contraccion a través receptores de panexina, lo que genera
la activacion de receptores P2X y P2Y para la induccion de senales rapidas y lentas de calcio.
Siendo generadas en mayor medida estas tltimas, las cuales modularan la expresion génica,
afectando entre otras cosas, la plasticidad muscular [Casas et al. 2014, Casas et al. 2010].
Asimismo, a nivel renal regulan la apertura y trafico a través de canales de agua y iones en los
tubulos renales, principalmente en los segmentos distal y colector. Su activaciéon cuando se
encuentran en el epitelio vascular, induce vasoconstriccion particularmente en la arteriola
aferente, regulando la perfusion glomerular [Wildman et al. 2008]. Por otro lado, a nivel
hepatico destaca que la circulacion purinérgica estd implicada en regular la presion de arteria
hepatica [Vaughn et al.2014]. Finalmente, a nivel cardiaco los receptores purinérgicos estan
involucrados en multiples procesos: Estan presentes en la inervacion simpdtica a nivel cardiaco,
ademas las purinas han sido identificadas como potentes dilatadores de las arterias coronarias y
especificadamente el ATP produce una marcada contraccion en las venas coronarias
epicardicas, de modo que este nucledtido controla el flujo sanguineo durante el ejercicio

[Burnstock 2017].
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V. CONTRIBUCION DEL SISTEMA VENOSO A LA RESISTENCIA VASCULAR PULMONAR
Comunmente se ha considerado al sistema venoso pulmonar como vasos que ejercian una
funcién unicamente de conduccion, pero hoy se sabe que tienen otras funciones siendo capaces
de regular la presion de filtracion a través de vasoconstriccion. Los cambios en el tono venoso
producen efectos a nivel del reclutamiento y distencion de los vasos alveolares rio abajo. De
este modo, las venas pulmonares contribuyen a la resistencia vascular pulmonar (RVP) a través
de una vasoconstriccion activa, presentando reactividad a diferentes estimulos [Gao et al. 2005].
El aumento de la presion en las venas pulmonares se conoce como hipertension venosa
pulmonar (HVP) y en los pacientes que la presentan aumentan la PAPm por la transmision
pasiva en forma retrograda [Kulik et al. 2014]. La HVP puede producir un incremento en la
RVP, ya que este aumento de la presion intravascular produce un aumento del estrés en la pared
de la arteria, con lo cual se genera un aumento en la tension de las células musculares lisas
activando mecanoreceptores y gatillando una vasoconstriccion, que lleva a un aumento de la
RVP. En el largo plazo, este aumento de la RVP podria inducir una remodelacion con hipertrofia
de la capa media e hiperplasia de la intima [Kulik et al. 2014 y Gao et al. 2005], lo que ha sido
observado en un 50% de los pacientes con HAP en venas pequeiias (<250 uM) [Gao et al. 2005].
En razén de lo anterior, estudiar los efectos en la contractibilidad vascular pulmonar ligada
a la via de sefializacion purinérgica en las venas intrapulmonares pequefias resulta interesante y

podria contribuir al estudio de la etiopatogenia de la HAP.

VI. MODELO EXPERIMENTAL DE HAP INDUCIDA POR MONOCROTALINA

Para estudiar experimentalmente la HAP es necesario utilizar un modelo animal que simule
lo que ocurre también en humanos. Dentro de los modelos experimentales para ello, destaca el
inducido por monocrotalina (MCT), que ya se conocia en 1967 cuando se reporté que la
ingestion de Crotalaria spectabilis en ratas jovenes producia hipertension pulmonar [Kay et al.
1967].

Se desconoce el mecanismo exacto por medio del cual la MCT induce el cuadro de HAP, el
cual se caracteriza por hipertrofia de las células del musculo liso de la media en las arterias
pulmonares, con mayor proliferacion y resistencia a la apoptosis [Gémez-Arroyo et al., 2011;
Maarman et al., 2013], generando un aumento en la RVP, lo que lleva a una sobrecarga en el

ventriculo derecho y su consecuente hipertrofia y posterior falla. Este modelo no solo lesiona
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las arterias pulmonares, sino que también es capaz de inducir edema alveolar, hiperplasia celular
septal alveolar y oclusion de venas pulmonares [Gomez- Arroyo et al. 2011].

El modelo con MCT presenta relevancia en la investigacion preclinica particularmente de la
HAP (tipo 1), ya que no reproduciria las caracteristicas de otros tipos de HP, como el tipo 2 0 3
siendo un modelo aceptado para el estudio de ésta [Das et al. 2012; Ryan et al. 2011].

La MCT, ya a partir del dia 14 post inyeccion produce una caida significativa en el tiempo
de aceleracion de la arteria pulmonar, cuantificado por ecocardiografia y que se relaciona
directamente con un aumento de la PAPm [Arellano, 2016]. Las dosis que hoy se usan
regularmente son de 60-80 mg/kg a través de una inyeccion unica subcutanea [Maarman et al.
2014]. siendo la més utilizada la de 60 mg/kg., ya que dicha dosis presenta selectividad por el
territorio vascular pulmonar y no produce alteracion en los vasos sistémicos ni en las vias aéreas

como otros modelos [Ryan et al. 2011].

VII. SURAMINA

Corresponde a una droga aprobada por la FDA. Fue desarrollada en el 1920 como
tratamiento para la tripanosomiasis y oncocercosis. Es un inhibidor no selectivo de los
receptores P2 [Dunn 1988] y un fuerte inhibidor de factores de crecimiento PDCG, FGF,y EG
[Xiog et al., 2014], en particular sobre las células del musculo liso de arteria pulmonar [Izikki
etal., 2013]. Lo anterior ha determinado que en estudios clinicos han mostrado que la suramina
es un fuerte agente anticancerigeno y también se ha utilizado en el tratamiento contra enterovirus
en pediatria [Ren et al., 2014].

La evidencia disponible sugiere fuertemente que el tratamiento con suramina en el modelo
de MCT-HAP produce efectos benéficos, en particular el estudio de Izikki y cols. muestra que
esta tiene un fuerte efecto inhibitorio en las células musculares lisas de las arterias pulmonares
por medio del bloqueo de los receptores de tirosinas kinasas, lo cual fue observado tanto en el
modelo experimental como en las células humanas ex vivo, siendo este efecto significativo
cuando se comparaba con los efectos del masitinib. El tratamiento con suramina en estas ratas
revertid el desarrollo de HAP, mejorando la sobrevida, disminuyendo la PAP asi como también
reduciendo la hipertrofia ventricular derecha y la remodelacion vascular en comparacion con

los controles [Izikki et al., 2013].
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VIII. CAPACIDAD CARDIORRESPIRATORIA E HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR

La capacidad cardiorrespiratoria se define como la capacidad del sistema circulatorio y
respiratorio para entregar el oxigeno necesario durante la actividad fisica y de eliminar
productos de la fatiga cuando el sistema genera desechos metabdlicos. Esta capacidad
cardiorrespiratoria nos permite realizar actividad fisica y ejercicio con determinado desempefio.
La actividad fisica se define como cualquier movimiento corporal producido por el sistema
neuro-musculo esquelético que determinen un gasto de energia. A diferencia de lo anterior, el
ejercicio es un subtipo de actividad fisica que es planeada, estructurada, repetitiva y propositiva,
en aras de mantener o mejorar uno o mas componentes de la aptitud fisica [Caspersen et al.,
1985].

De este modo, los test de ejercicios son cominmente utilizados para evaluar la capacidad
cardiorrespiratoria de un individuo, siendo la medicion del consumo VO,max la mas utilizada
y que determina el limite superior de ésta [Bassett et al., 1999, Caspersen et al., 1985]. El
VO;max se define como la tasa mas alta a la cual el oxigeno puede ser captado y utilizado por
el organismo durante un ejercicio intenso. El VO,max depende de: (1) flujo sanguineo, que
depende a su vez del gasto cardiaco (GC), (2) del contenido arterial de oxigeno y (3) del
contenido venoso de oxigeno. En un test incremental, al aumentar la carga de trabajo (o la
velocidad de la carrera), el VO,max aumenta, pero no en forma indefinida sino hasta alcanzar
un plateau [Bassett et al., 1999, Pescatello et al., 2014]. Este plateau es raramente alcanzado en
pacientes con patologias respiratorias, de modo que el concepto de VO,peak es usualmente
utilizado [Pescatello et al., 2014].

Cuando la medicion directa del VO,max no es posible, se pueden utilizar una variedad de
test maximos y sub-maximos para estimar el VO,max a partir de la correlacion entre éste y
respuestas fisiologicas conocidas (como la frecuencia cardiaca) o a partir de la correlacion del
VO,max con las variables de desempeio del test (por ejemplo, carga de trabajo) [Pescatello et
al., 2014]. En particular el VO,max se correlaciona en forma lineal con la velocidad de la carrera
del test de ejercicio y con la carga de trabajo [Billat 2002] lo cual no ocurre con otras variables
como el umbral del lactato, el cual aumenta en forma exponencial al aumentar la carga en
humanos [Shepard et al., 1968]. La velocidad de carrera méxima asociada al VO,max se conoce

como velocidad aerdébica méxima (VAM) [Billat 2002 y Berthon et al. 2002].
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Los pacientes con HAP tienen disminuida su capacidad cardiorrespiratoria y tolerancia al
esfuerzo fisico en etapas tempranas de la enfermedad [Miyamoto et al., 2000], con una
disminucion en el VO,max [D” Alonso et al., 1987]. Las razones de esto se encuentran ligadas
al desequilibrio entre vasoconstrictores y vasodilatadores del sistema vascular pulmonar.
Durante el ejercicio hay un aumento del GC el cual se transmite integramente al sistema
pulmonar, lo que gracias a mecanismos compensatorios logra mantener la RVP en sujetos sanos.
Lo anterior se produce gracias a la liberacion de vasodilatadores [Naeije et al., 2012] y esto
estaria disminuido en los pacientes con HAP. A su vez, la liberacion de vasodilatadores estaria
mediada en parte por la respuesta del endotelio a los cambios del shear stress, existiendo
evidencia que sugiere que los pacientes con HAP tienen menor capacidad de reaccionar a dichos
cambios en el shear stress [Szulcek et al., 2016].

Lo anterior sustenta el hecho que algunos medicamentos como la terapia con analogos de
PC, antagonistas de los receptores de endotelinas e inhibidores de la PD-5 produzcan mejoras
en el test de marcha 6 minutos [Demir et al., 2015].

En conjunto, los antecedentes presentados en relacion a la HAP y el rol de la regulacion
purinérgica,
respecto a que éstos se encuentran aumentados en los pacientes con HAP y que existe aumento
de biodisponibilidad de nucledtidos a nivel vascular seria responsable de una respuesta
hipercontractil de los vasos intrapulmonares en estos pacientes, lo cual nos permite sustentar la
hipotesis que involucra que la inhibicidn de esta via podria producir una mejora de la capacidad

cardiorrespiratoria.
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HIPOTESIS

El tratamiento con suramina mejora la capacidad cardiorrespiratoria y la sobrevida de ratas con

HAP debido en parte a una disminucion de la respuesta contractil venosa a ATP.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar los efectos del tratamiento antipurinérgico (suramina) en grupo de ratas con HAP a
nivel clinico (sobrevida y CC) y a nivel fisiologico (hipertrofia cardiaca derecha y

contractibilidad).

Objetivos especificos:

1. Determinar y comparar capacidad cardiorrespiratoria ratas control (C), control con suramina
(C+S), HAP e HAP con suramina (HAP +S).

2. Describir y comparar caracteristicas del peso a lo largo del estudio del grupo de ratas control,
control con suramina, HAP ¢ HAP con suramina.

3. Realizar y comparar curvas de sobrevida de ratas control, control con suramina, HAP e HAP
con suramina.

4. Determinar y comparar la hipertrofia cardiaca derecha en ratas control, control con
suramina, HAP e HAP con suramina.

5. Determinar y comparar el ECso de ATP en venas intrapulmonares pequefias mediante
construccion de curva dosis-respuesta a ATP en ratas control, control con suramina, HAP y

HAP con suramina.
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METODOS

Este proyecto cont6 con la aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales

(CICUA) de la Universidad de Chile con nimero de protocolo CBA 0928 afio 2017.

Tipo de estudio

Este proyecto correspondi6 a un estudio de tipo prospectivo, longitudinal y experimental.

I Animales
Se utilizaron 28 ratas sexo masculino, especie rattus norvegicus cepa Sprague - Dawley de edad

mayor de 42-45 dias con pesos iniciales entre 200-250 grs. Que fueron divididas en 4 grupos:

Grupo control sin tratamiento (n=4)
Grupo control con suramina (n=8)

Grupo con HAP inducida por MCT sin tratamiento (n=8)

o=

Grupo con HAP inducida por MCT con tratamiento con suramina (n=8)

Los datos de las ratas control sin suramina fueron obtenido desde datos anteriores realizados en

el laboratorio y unidad de investigacion previa a la tesis.

11. Procedimiento
Para inducir HAP se utiliz6 una dosis 60 mg/kg de MCT que fue administrada por medio de una
inyeccion tnica por via subcutdnea el dia 14 de iniciado el estudio, el grupo control recibi6 una
inyeccion de vehiculo sin MCT en la misma dosis y via. El tratamiento con suramina fue de 10

mg/kg por via intravenosa 2 veces por semana a partir del dia 28 del inicio del estudio.

Se evalud dos veces por semana la capacidad cardiorrespiratoria segun se detalla mas adelante
y la escala de sufrimiento animal. Finalmente, al cumplir con los criterios para la eutanasia del
animal o cumplir con el periodo de estudio se realiz6 este procedimiento para continuar con los

estudios funcionales en pulmoén y analisis de hipertrofia cardiaca.

21



Evaluacion capacidad CC y Morton&Griffins

1 |
1 I
1 1
]
Control Adaptacién : | Estudios funcionales
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MCT Adaptacion I Progresion HAP | Estudios funcionales
'l
1
. I 1
Control + suramina Adaptacion : 1 | Estudios funcionales
1 |
. . 1 . .
MCT + suramina Adaptacion : Progresion HAP ; Estudios funcionales

* 4

Periodo experimental 0 14
i 26 -42
Inyeccion vehiculo Inicio tratamiento Eutanasia segun
o MCT suramina Morton&Griffins

Esquema explicativo procedimientos. HAP: Hipertension arterial pulmonar; MCT: monocrotalina

A. TEST DE CAPACIDAD CARDIORRESPIRATORIA

Se utiliz6 un treadmill de marcha marca Masterfit ®, adaptado para ratas con dos cajas de
acrilico de dimensiones 53 x 10 x 15 cm, al igual que el dispositivo PanLLab Harvard Aparatus
®, con una rejilla metalica que le permitia al animal dejar de correr si era necesario y un
adaptador para dispensar aire comprimido y estimular al animal a seguir corriendo. Los animales
fueron sometidos a un periodo de adaptacion de 2 semanas en el cual, 3 veces por semana, las
ratas debian caminar durante 10 minutos sobre el treadmill a una velocidad constante de 10
m/min, cuando la rata pisaba la rejilla posterior del treadmill con las patas traseras le era
aplicado un puff de aire comprimido para estimular a que la rata continuara corriendo.

El test de evaluacion de la capacidad cardiorrespiratoria consistio en un test escalonado a 0° de
inclinacién que comenzaba a 10 m/min y en el que se aumentaba la velocidad en 1,67 m/min
cada dos minutos hasta que la rata alcanzaba la fatiga, definida como el momento en que la rata
a pesar de 3 estimulos de aire comprimido no continuaba corriendo o permanecia 5 segundos en
la rejilla posterior del treadmill. La velocidad aerébica méxima fue definida como la velocidad
alcanzada el ultimo nivel donde el animal completaba un minuto.

Para la realizacion de estas pruebas se utilizaron las recomendaciones segun la literatura, segun

las cuales, las ratas fueron trasladadas desde el bioterio en cajas y dejadas en el laboratorio en
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la zona donde se encuentra el treadmill, donde permanecieron entre 45 minutos y 1 hora previos
a la evaluacion. Se pesaba al animal y luego se colocaba en el treadmill al interior de la caja de
acrilico. Se le permitia explorar 5 minutos previos al inicio de la prueba, luego de lo cual se
comenzaba a 10 m/min y se aumentaba la velocidad segtin lo detallado anteriormente. Cuando
se cumplian los criterios de fatiga, se procedia detener el treadmill y se le permitia al animal
descansar nuevamente 5 minutos antes de ser devuelto a su caja. Entre cada evaluacion se
eliminaban las heces y la orina que pudieran haber quedado en el treadmill y al finalizar todas

las evaluaciones se limpiaba con alcohol al 75%.

B.ESCALA DE MORTON & GRIFFITHS

Segtin las recomendaciones del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
se utiliz para estos procedimientos experimentales la escala de supervision de animales de
Morton y Griffiths, la cual permite cuantificar el dolor y afliccion de los animales causados por
determinados procedimientos, de modo de tomar las medidas apropiadas y aliviarlos. Este
protocolo considera 5 caracteristicas (pérdida de peso, aspecto, comportamiento espontaneo,
comportamiento frente la manipulacion y constantes vitales). A cada animal se le asignd una
puntuacion por cada una de estas variables, las cuales fueron evaluadas semanalmente por
personal capacitado. De acuerdo a puntuacién total, se determinaba el momento en que se

realizaba la eutanasia.

C.EUTANASIA
Una vez que las ratas cumplian los criterios para la eutanasia, que segun lo reportado en la
literatura seria aproximadamente a la 4 semana luego de la inyeccién con MCT, éstas fueron
eutanasiadas a través de una inyeccion intraperitoneal de 3 a 5 veces la dosis anestésica normal
de una solucién de ketamina 180mg/kg y xilazina 18 mg/kg con el fin de generar una narcosis
previa al método fisico de eutanasia que correspondid a la apertura tordcica bajo anestesia
profunda. Los animales fueron mantenidos durante todas las semanas en el bioterio central de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile siendo trasladados para los diferentes
procedimientos al laboratorio de Dindmicas broncovasculares y dafio pulmonar, ubicado en el

segundo piso del diente G.
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D. REBANAS DE PULMON CORTE PRECISO (PCLS) E INDICE DE FULTON
Posterior a la inyeccion de anestésico y luego de haber realizado la apertura torécica, se canul6
la traquea para inyectar a través de ella una solucién de agarosa de bajo punto de fusién al 2%
(dosis 4,5 mg/100 gr) que nos permitié inflar el pulmén hasta capacidad pulmonar total.
Ademas, se inyectd a través del dpex del ventriculo derecho 5 ml de gelatina para mantener
abierto el lumen de los vasos pulmonares. Posterior a las inyecciones, se mantuvo el cadaver
por 45 minutos a una temperatura de 4°C para permitir la solidificacion de ambas soluciones,
luego de lo cual se extrayeron los pulmones y el corazon de la rata. Se utilizé para los estudios
funcionales rebanadas de pulmoén provenientes del tercio inferior del pulmoén izquierdo. El trozo
pulmonar se mont6 en un vibratomo (Compresstome VF-300) que gener6 rebanas de un grosor
de 150 um, las cuales fueron mantenidas en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM;
contiene glucosa, L — glutamina, bicarbonato de sodio) en un ambiente a 37°C y con 5% de CO,
por 12-20 horas hasta que se realizaron los estudios de vaso-reactividad. Del corazén de la rata
se extrajo y separd el ventriculo derecho, septum y ventriculo izquierdo para luego ser pesado y
calcular el indice de Fulton, que se calcula tomando el peso del ventriculo derecho divido por

el peso del ventriculo izquierdo mds el septum cardiaco.

E. ESTUDIOS DE VASO-REACTIVIDAD EN VENAS PEQUENAS
Se obtuvo las curva dosis - respuesta para ATP en venas intrapulmonares pequefias de un tamafio
menor de 200 m bajo un microscopio invertido de contraste de fase modelo DXS-2 trinocular
a 25X. Las concentraciones utilizadas para estimular el vaso y construir la curva fueron de 0,1
- 1000 pM de ATP. Lo cual se realiz6 por medio de un sistema de microperfusion que perfundid
durante 3 minutos con cada una de las diferentes soluciones mientras se registraba la
vasoconstriccion venosa por medio de un sistema de fotocaptura con el software S-Viewer. Este
sistema obtuvo imédgenes desde una camara digital de alta resolucion 0,45X modelo SXY 130
DE 3.0 M pixeles con una frecuencia de 0,5 Hz. Adicionalmente se realizé en forma previa a la
contraccion con ATP una estimulacién con K* 50 mM por 3 minutos, la cual nos permitié
expresar luego los resultados en forma normalizada como porcentaje de la contraccion inducida
por el Ky evaluar la funcionalidad de la vena. Posterior a esto la rebanada de pulmén era lavada
por 10 minutos con solucién salina Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) previo a la infusién

con ATP a diferentes concentraciones.
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111 Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utilizé el software GraphPad Prism 7.0. Los resultados estan
expresados en estadistica no paramétrica, mostrando mediana y rangos. Para comparar los
diferentes grupos se utilizaron pruebas no paramétricas para comparar muestras independientes,
prueba de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney. Ademds, para comparar datos de muestras
relacionadas se utilizo el test de Wilcoxon y Test de Friedman. El anélisis de sobrevida se realizo
por medio de la construccion de la curva de Kaplan-Meier y la prueba de Mantel-Cox.
Finalmente, para comparar las curvas de peso y las curvas dosis-respuesta se utiliz6 el F-Test.

Se considero6 una significancia estadistica con un p<0,05.

RESULTADOS

1. CAPACIDAD CARDIORRESPIRATORIA

Se sometid a los animales a un proceso de adaptacion de 2 semanas de duracion, en el cual
debian completar 10 minutos a una velocidad constante de 10 m/min en treadmill. En éste, si el
animal no continuaba caminando era estimulado con un puff de aire comprimido. Las ratas que
completaron exitosamente este periodo continuaron en el estudio se muestran en la tabla 1 y se
les administré una inyecciéon de vehiculo o MCT segtin correspondiera el grupo de estudio
control o HAP, respectivamente.

Los animales de cada grupo (C=4, C+S=6, HAP=7, HAP +S= 7) que completaron este proceso
fueron sometidos a evaluaciones de la CC través de un test incremental en treadmill, segin se
describié en métodos. Estas evaluaciones fueron realizadas dos veces por semana. Aquellos
animales que completaron exitosamente las etapas de las evaluaciones CC pueden verse en la

tabla 2.
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Grupo n Completaron
inicial = adaptacién

Control 4 4
Control con suramina 8 6
HAP 8 7

HAP con suramina 8 7

Tabla 1: Ratas que completaron proceso adaptacion

segun grupo de estudio

Grupo n Completaron
inicial = evaluaciones

Control 4 3
Control con suramina 6 4
HAP 7 6

HAP con suramina 7 5

Tabla 2: Ratas que completaron evaluaciones CC

segun grupo de estudio

En la figura 1 se observan las medianas de los valores obtenidos en el test cardiopulmonar en el
primer dia evaluacion. La mediana para el grupo control fue 16,7 m/min (Rango 16,7-18,3
m/min), la del grupo control con suramina de 18,35 m/min (Rango 16,6- 23,3 m/min), para el
grupo HAP de 20,8 m/min (Rango 15,0-25,0 m/min) y para el grupo HAP + S de 20,0 m/min
(Rango 15,0-21,6 m/min). Al realizar un test estadistico para muestras independientes se
observo que no existian diferencias estadisticamente significativas entre los grupos al inicio de

las evaluaciones (p>0,9).
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Figura 1. Velocidad aerébica médxima inicial en ratas control (C), control son suramina (C+S),
HAP y HAP con suramina (HAP +S). Pestafias de caja representan minimo y maximo. Sin
diferencia significativas, determinadas por Kruskall-Wallis * p<0,05.

Observamos en la figura 2, la progresion de la capacidad cardiorrespiratoria, reflejada por la
velocidad aerébica maxima, de las ratas de los grupos controles y controles con suramina
expresado en forma relativa al valor inicial obtenido respectivamente (Anexo 1 se pueden

observar los graficos con los valores absolutos).
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Figura 2. Porcentaje velocidad aer6bica méxima inicial en ratas controles (C) y ratas controles con suramina (C+S). Puntos representan mediana
y pestafia rango, linea punteada indica inicio de tratamiento con suramina. No se encontraron diferencias entre dias de evaluacién determinada
con test de Friedman, * p<0,05
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En las ratas controles (n=3) no se encontraron diferencias significativas entre los dias de
evaluacion (p=0,18), no existiendo variacion de la velocidad aerdbica méxima en el grupo de
ratas control a lo largo de las evaluaciones. El coeficiente de variacion valor absoluto de
velocidad aerobica maxima fue de 5,66% intra-animal.

Asimismo, en el grupo de ratas control con suramina no se observaron diferencias significativas
al lo largo de los dias de evaluacion(p=0.32), al igual que las ratas controles, con un coeficiente
de variacion de 7,41%.

En las siguiente figura, vemos la velocidad aerdbica méxima obtenida en las evaluaciones de
las ratas HAP y HAP con suramina relativos a la velocidad aerdébica méxima inicial obtenida

(Figura 3). Los valores absolutos se pueden observan en el anexo 1.
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Figura 3. Porcentaje velocidad aerébica médxima inicial en ratas hipertensas (HAP) y ratas hipertensas con suramina
(HAP +S). Puntos representan mediana y pestaia rango, linea punteada indica inicio de tratamiento con suramina. Diferencias entre

dias de evaluacién, determinada con test de Wilcoxon, * p<0,05.

En el grupo de ratas con HAP se observa que desde el dia 1, en el que se inyecta la MCT, la
capacidad cardiorrespiratoria, reflejada a través de velocidad méxima obtenida, va
disminuyendo, existiendo diferencias significativas desde el inicio de las evaluaciones con el
dia 23 y 28 posterior a la inyeccion de MCT (p= 0,016 y p=0,031).

Finalmente, al realizar el mismo analisis en las ratas HAP + S no se observa una disminucion
estadisticamente significativa a lo largo de los dias de evaluacion de la capacidad
cardiorrespiratoria como si se observo en las ratas con HAP. Sin embargo, el coeficiente de

variacion presentado en las evaluaciones fue mayor al 10% de 10,51% . Debido a esto, se realiz6
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Figura 4. Porcentaje velocidad aerdbica inicial en ratas hipertensas con suramina (HAP +S) respondedoras y no respondedoras.
Puntos representan mediana y pestafia rango, linea punteada indica inicio de tratamiento con suramina.

el andlisis separado aquellos animales que por sus resultados mostraron respuesta a la suramina
(n=3) y aquellos que se comportaron similares a las hipertensas (n=2) los cuales se muestran en

la figura 4.

2. CURVAS DE PESO
A los animales mencionados en el apartado anterior se les realizé un seguimiento de la curva de
peso desde el inicio de las evaluaciones cardiorespiratorias y procedimientos. En la figura 5A,
vemos las curvas de aumento de peso de las ratas controles que realizaron nuestras evaluaciones

cardiorrespiratorias comparadas con un grupo de ratas del laboratorio que no realizaron estas
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Figura 5. Comparacion de curvas de peso en ratas control que realizaron (C+ CC) y no realizaron pruebas cardiorrespiratorias (C -CC)
y HAP que realizaron (HAP + CC) y no realizaron pruebas cardiorrespiratorias (HAP - CC). Cada punto representa mediana + rango.
Sin diferencia significativas evaluada por F-Test, p>0.,5
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evaluaciones. Asimismo, en la figura 5B, se observa la comparacion de las curvas de pesos de

ratas HAP que realizaron y no realizaron evaluaciones cardiorrespiratorias.

Al comparar las pendientes de estas curvas como se observan en la tabla 3, no se observaron

diferencias significativas entre éstas.

Grupo Pendiente F-Test
curva

Control - CC 498 +0,37 p=0,73
Control + CC 481 +0,21

HAP - CC 1,39 +£0,79 p=0,1
HAP + CC 297 £0,46

Tabla 3: Comparacion pendientes curvas de peso en ratas control y ratas HAP que realizaron
evaluaciones cardiorrespiratorias (Control +CC y HAP + CC) con grupos control y HAP que
no realizaron evaluaciones (Control — CC y HAP - CC).

En la figura 6, observamos en A la comparacion de las curvas de peso de las ratas HAP que
recibieron y no recibieron tratamiento con suramina y en B las ratas HAP con suramina versus

controles con suramina.
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Figura 6. Comparacion de curvas de peso de ratas HAP con ratas HAP con suramina (HAP+S) y ratas HAP con suramina (HAP+S) con ratas

control con suramina (C+S). Cada punto representa un dato. Diferencia evaluada por F-Test, * p<0,05
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Al comparar las pendientes de las respectivas curvas como se muestra en la tabla 4, se observa
que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las ratas HAP con y sin
tratamiento, siendo mayor la pendiente de aumento de peso de las ratas que recibieron el
tratamiento (p=0,041). No se encontraron diferencias al comparar la pendiente de las ratas

controles con suramina e hipertensas con suramina (p=0,086).

Grupo Pendiente curva F-Test
HAP + S 397+0,19 p= 0,086
C+S 3,53+0,14
HAP + S 397+0,19 p=0,041
HAP 2,75+045

Tabla 4: Comparacion pendientes curvas de peso ratas HAP con HAP
con suramina (HAP+S) y HAP con suramina (HAP+S) con controles
con suramina (C+S)

Finalmente, encontraron diferencias en la pendiente de la curva de peso de las ratas control con

las ratas hipertensas, observando que la de éstas ultimas era significativamente menor (p=0,003).

3. CURVA SOBREVIDA
Considerando las intervenciones que se realizaron en estos animales, la primera que
correspondia a la induccion de la HAP y luego las inyecciones de suramina, se realiz6 un andlisis
de sobrevida para los 4 grupos. Para el grupo control y el grupo control con suramina el 100%
de los animales logré completar las 6 semanas posteriores a la inyeccion del vehiculo con 8
inyecciones de suramina. La sobrevida del grupo HAP correspondi6 a 28 dias mientras que en
el grupo HAP con suramina la sobrevida aumenté a 36 dias, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p=0,017), como se observa en la figura.
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Figura 7. Curva Kaplan-Meier de ratas control (C), controles con suramina (C+S), con hipertensiéon (HAP) y HAP
+S posteriores a la inyeccién de monocrotalina (MCT) o vehiculo (V). Diferencias entre curvas evaluadas con
Prueba de Mantel-Cox, * p<0,05

4. HIPERTROFIA CARDIACA DERECHA
Parte de los objetivos de esta tesis fue corroborar la efectividad del método con MCT para
inducir HAP, esto fue realizado por medio de la evaluacion de la hipertrofia cardiaca derecha a

través del célculo del indice de Fulton post-mortem, el cual, mediante la relacién del peso del
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Figura 8. Comparacion indice de Fulton ratas controles (C) y ratas controles con suramina (C+S),
con hipertensién pulmonar (HAP) e hipertensiéon pulmonar con suramina (HAP +S).
Diferencia evaluada Mann-Whitney * p<0,05.
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ventriculo derecho con el peso del ventriculo izquierdo mds el septum, logra identificar la
presencia de hipertrofia del ventriculo derecho del corazén, como consecuencia de un aumento

en la resistencia vascular pulmonar.

Grupo n Mediana Rango
Control 3 0,22 0,20 -0,25
Control con suramina 4 0,28 0,26 -0,35
HAP 4 0,73 0,53 -0,86
HAP con suramina 5 0,53 0,35-0,64

Tabla 5: Mediana y rango de indice de Fulton grupo control, control con suramina, HAP y HAP con suramina.

En la figura 8 vemos graficados los indices de Fulton de los respectivos grupos y en la tabla 5
los respectivos valores.

Al comparar los valores de los respectivos grupos, no se encontraron diferencias significativas
entre el grupo control y control con suramina (p=0,06). El indice de Fulton del grupo HAP
resultd ser significativamente mayor al grupo control y control con suramina (p=0,02),
comprobando la efectividad del método de MCT para inducir HAP. El indice de Fulton del
grupo HAP + S resulto ser significativamente mayor al del grupo control y control con suramina
(p=0,03 y p=0,02 respectivamente) pero significativamente menor al del grupo HAP (p=0,03).
Al analizar por separado el peso del ventriculo derecho versus el peso del ventriculo izquierdo
mas el septum, vemos en la figura 9 que el peso del ventriculo derecho por si solo mantiene la
relacion que observamos en el indice de Fulton: sin diferencias entre el grupo control y control
con suramina (p=0,62), siendo significativamente mayor el del grupo HAP (p=0,01) y el grupo
HAP +S también significativamente mayor al grupo control y control con suramina (p=0,01 y
p=0,01 respectivamente) pero menor al grupo HAP (p=0,03). En la figura 10 vemos el peso del
ventriculo izquierdo mas el septum en los diferentes grupos. En este grafico, destaca la
diferencia significativa encontrada entre el grupo control con el grupo hipertenso, siendo menor

el peso del ventriculo izquierdo mas septum del grupo hipertenso (p=0,02). También llama la
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atencion la diferencia encontrada entre el grupo control y control con suramina, siendo menor
el grupo control con suramina (p=0,02). Por otro lado, no hubo diferencias significativas entre
el grupo HAP y HAP con suramina (p=0,28), ni entre el grupo HAP +S con el control con
suramina (p=0,14).

Al realizar el mismo analisis separando aquellos animales que respondieron y no respondieron

al tratamiento no se observaron tendencias hacia diferencias entre estos dos sub-grupos.
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Figura 9. Comparacion del peso del ventriculo derecho (VD) en ratas control, control con suramina, HAP 'y
HAP con suramina. Diferencia evaluada por Mann-Whitnet,* p<0,05.
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Figura 10. Peso del ventriculo izquierdo y septum (VI+S) en ratas control, control con suramina, HAP y
HAP con suramina. Diferencia evaluada por Mann-Whitnet, p<0,05
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5. CURVAS DE ATP Y ECs
Se realizaron experimentos de vasoconstriccion para evaluar la respuesta a ATP de venas
intrapulmonares pequefas, en rebanadas de pulmon, obtenidas mediante la técnica de rebanadas
de pulmon (PCLS). El efecto de ATP se evalué mediante curvas dosis respuesta (0,1, 1, 10, 50,
100 y 1000 uM de ATP) a dosis crecientes de ATP. La figura 11 muestra dos registros
representativos de contraccion de venas intrapulmonares pequefias de ratas HAP y ratas HAP

que recibieron suramina.

Registro contraccion dosis crecientes ATP
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Figura 11. Registro representativo de contraccién vena intrapulmonar pequefia en respuesta a dosis
crecientes de ATP de ratas HAP (linea naranja) y ratas HAP con suramina (linea negra)

Al cuantificar las curvas de registro de los diferentes grupos se construy6 una curva dosis
respuesta para ATP (Figura 12), las cuales se ajustaron a un ajuste sigmoideo se Botlzman.

Se observa que la curva de las ratas controles con suramina (curva negra), se encuentra
practicamente sobrepuesta con la curva de las ratas HAP con suramina y que la curva dosis
respuesta de las ratas HAP sin tratamiento se encuentra desplazada a la izquierda de las dos
anteriores. Sefalar que en el grupo de ratas HAP con suramina donde se utilizaron 12
experimentos 7 de ellos venian de ratas que posteriormente fueron catalogadas como

respondedoras provenientes de 3 animales (2, 3 y 2 experimentos respectivamente) y 5 de ellos
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de ratas no respondedoras provenientes de 2 animales (1 y 4 respectivamente). Asimismo, las
ratas HAP sin suramina se utilizaron 13 experimentos provenientes de 6 animales (2, 2, 4, 3, 1
y 1) respectivamente, las ratas Controles con suramina se utilizaron 12 experimentos que
correspondian a 3 animales (3, 5 y 4) esto debido a que en un animal no se encontraron venas
que cumplieran con los requisitos para ser utilizadas en las pruebas funcionales. Las ratas

controles se utilizaron solo 5 experimentos de 3 animales ( 2, 1 y 2 respectivamente).
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Figura 12. Curvas dosis respuesta a ATP ratas control con suramina (C+S), HAP y
HAP con suramina (HAP +S). Cada punto representa media = S.E.M.

De los pardmetros obtenidos del ajuste es posible obtener el valor de la concentracion

estimulatoria al 50% (ECso), normalizado por la contracciéon maxima a 50mM de KCl, como se

muestra en la tabla 6.
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Grupo ECs n ANOVA

Control 51,6 £ 0,3 uM 5 p<0,001

Control con suramina 72,4+ 0,2uM 12 p<0,001
HAP 27,3 £0,5uM 13 p<0,001

HAP con suramina 56,4 +0,2uM 12

Tabla 6: Valores de ECsy de ATP para los diferentes grupos.

Al comparar estos valores, existen diferencias entre el grupo control y control con suramina
(p<0,001). Ademas, se observan diferencias entre estos dos grupos y el grupo HAP, siendo
significativamente menor el ECso del grupo HAP (p<0,001). A su vez se encontraron diferencias
entre el ECs del grupo HAP con suramina y los dos grupos controles (p<0,001) y entre el grupo
HAP con suramina y HAP sin suramina siendo éste ultimo significativamente mayor (p<0,001).
Finalmente, al realizar un subandlisis del ECso a ATP separando aquellos animales HAP con
suramina que respondieron y no respondieron al tratamiento, se observo una tendencia a
presentar el sub-grupo respondedor un EC50 mayor que aquellas que no respondieron a la
suramina (69,2 uM con n=7 versus 31,3 uM con n=5), lo anterior solo demostr6 una tendencia

debido al numero pequefio de animales.
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DISCUSION

CAPACIDAD CARDIORRESPIRATORIA

Nuestros resultados muestran la factibilidad técnica de realizar pruebas de capacidad
cardiorrespiratoria en forma efectiva y reproducible en ratas sanas y con patologia, lo cual fue
implementado por primera vez en nuestro laboratorio. A su vez, el test implementado en nuestro
laboratorio, es capaz de evaluar la capacidad cardiorrespiratoria del animal en forma progresiva
a lo largo de multiples evaluaciones, presentando un coeficiente de variacion bajo, tanto en los
animales controles como aquellos controles con suramina (menor al 10%).

Los valores de velocidad aerdbica en el grupo control y control con suramina que fueron 16,7
m/min y 18,35 m/min respectivamente sin diferencias significativas entre ellos. Estos son
menores a aquellos reportados en la literatura, donde se demostr6é que en valores entre 21m/min
y 24 m/min se alcanza el plateau de su VO,max [Hoydal et al.2007]. Las razones de éstas
diferencias pueden ser multiples:

1. Diferencias de alimentacion y otras variables desconcertantes, como por ejemplo,
composicion proteica en el alimento u hora en que se realiza el experimento.

2. Diferencias en el método de estimulacion que se utilizan para completar el test en el treadmill,
considerando que el mas frecuentemente utilizado el método de rejilla electrificada [Vignozzi
et al., 2017] que resulta ser mas irritante que el estimulo utilizado por nosotros, pero que es
cuestionable cuando se utiliza con ratas enfermas donde el efecto de una descarga adrenérgica
tan importante podria inducir falla cardiaca, razoén por la cual decidimos un método lo mas
inocuo, pero estandarizarle, posible.

3. En este articulo, tuvieron la oportunidad de evaluar el VO,max en forma directa a diferencia
nuestra experiencia en donde evaluamos la velocidad, permitiendo asi evaluar de forma precisa
y quizés no precoz cuando el animal alcanzaba su VAM. Debido a lo anterior, es probable que
nuestras mediciones correspondan mas al VOypeak y a la velocidad aerébica peak que a los
pardmetros maximos.

Por otro lado, las ratas con HAP van disminuyendo su capacidad cardiorrespiratoria a medida
que va evolucionado la enfermedad, es decir, desde la inyeccion con MCT. Esto queda reflejado
en la diferencia estadisticamente significativa que se observa a partir del dia 23 desde la
inyeccion de MCT en la VAM obtenida en el test de ejercicio. Lo anterior es congruente con el

hecho de que la HAP es una patologia progresiva, y que esta caracteristica estd presente en el
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modelo utilizado para estudiarla [Maarman et al. 2013]. Ademas, se condice con lo que ocurre
en los pacientes con HAP, en los cuales existe una disminucion de su capacidad
cardiorrespiratoria desde etapas muy tempranas de la enfermedad [Miyamoto et al., 2000] y
l6gicamente también del VO,max [D” Alonso et al., 1987].

El tratamiento con suramina de las ratas HAP permiti6 mantener la velocidad obtenida su
capacidad cardiorrespiratoria reflejada por una mantencion de la velocidad aerdbica peak a lo
largo de las evaluaciones, lo cual resulta sumamente interesante a la hora de discutir respecto a
los efectos que podria estar produciendo la suramina. Hipotetizamos que la suramina produce
una disminucion en la contractibilidad venosa de los animales con HAP, que determina una
menor postcarga del ventriculo derecho lo que permitird aumentar la precarga del ventriculo
izquierdo y, por tanto, produce un aumento del gasto cardiaco y el consumo méaximo de oxigeno,
que lo observamos como un aumento de la VAM en comparacion a las ratas HAP que no
recibieron el tratamiento con suramina. Sin embargo, al realizar un sub analisis observamos que
un 30%de los animales no respondieron a la suramina, al igual como ocurre con otros
medicamentos, por ejemplo, se ha visto que solo aquellos pacientes con test de vaso-
contractibilidad positiva son capaces de responder a los bloqueadores de calcio [Zagolin et al.,
2016] por lo que s necesario realizar investigacion en esta area para determinar la razéon de
respuesta o no respuesta al tratamiento con suramina. Una de las razones evidentemente posibles
para esto, resultar ser la dosis de suramina y que esta esté siendo insuficiente para lograr los
efectos terapéuticos en algunos animales. Ya que en esta tesis se utilizd una dosis de suramina
conocida de 10 mg/kg dos veces por semana que tenia reportado beneficios a nivel bioquimico
e inmunologico [Izziki et al. 2013] pero en otros articulos donde se evalua la capacidad de la
suramina para inhibir fibrosis peritoneal se utilizan dosis de hasta 20 mg/kg siendo méximo el
efecto a ésta dosis comparado con dosis mas bajas [Xiong et al, 2014].

Asimismo, estos porcentajes de respondedores y no respondedores son similares a los reportados
en la literatura, donde por ejemplo, a la hora de evaluar la mejora en el test de marcha 6 minutos
con aumentos mayor al 20% posterior al tratamiento con sildenafil, un 57% de los pacientes
resulto ser respondedor [Collard et al., 2007].

Por ultimo, es importante mencionar que las evaluaciones podrian ser consideradas un
entrenamiento para los animales, al ser en algunos grupos 12 “sesiones” en las que el animal

debio ejercitarse a un porcentaje de su VO,max. Al ser el escalon del test de 2 minutos de
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duracién, podriamos decir que en algunas ratas durante la mitad del tiempo total del test (4-6
minutos) estuvieron sobre su umbral ventilatorio 1 (VT1) y en el ultimo escalon (2 minutos)
sobre su umbral ventilatorio 2 (VT2), cumpliendo asi con el principio de sobrecarga del
entrenamiento y de especificidad del entrenamiento.

A pesar de ello, no creemos que estas evaluaciones puedan ser consideradas entrenamiento, en
primer lugar, debido a que no cumplen con las recomendaciones del colegio americano de
medicina deportiva, donde se detalla que, para un entrenamiento de resistencia
cardiorrespiratoria la frecuencia recomendada es de 3 a 5 veces por semana. Ademas, al evaluar
la duracion de la sesion tampoco cumplen con los criterios, al ser necesario al menos 20 minutos
de actividad fisica moderada, las guias hacen referencia a duraciones menores a 10 minutos,
pero mencionan que podria ser considerada entrenamiento solo en poblaciones muy
desacondicionadas y que es necesaria mas investigacion para determinar aquello [Pescatello et
al., 2014]. De forma que no se cumple con el principio de periodicidad del entrenamiento.
Asimismo, no existe progresion en donde se aumente el tiempo de la “sesion” ni aumento de la
velocidad de la misma. Por ltimo, esto se evidencia al observar que tanto las ratas controles

como controles con suramina no presentaron mejoras en su desempefio a lo largo de los dias.

CURVAS DE PESO

Las curvas de peso en ratas controles presentan similitud con aquellas entregadas por los
distribuidores de los animales [Brower et al. 2015], alcanzado valores de peso acordes a los
teoricos a las 12 semanas de vida. Las evaluaciones cardiorrespiratorias podrian haber inducido
estrés y baja de peso, sin embargo, esto no ocurri6 ya que al comparar estos animales con datos
previos del laboratorio, observamos que no existen diferencias significativas entre los animales
que realizaron y no realizaron las evaluaciones. Lo mismo se observo al comparar las ratas HAP
que habian realizado y que no habian realizado evaluaciones cardiorrespiratorias. Lo anterior
nos habla del éxito las medidas que se tomaron para evitar el estrés en los animales, detalladas
en los métodos.

Por otro lado, al comparar las pendientes de las ratas HAP con los controles (ambos grupos
experimentales que realizaron las evaluaciones cardiorrespiratorias) observamos que las HAP
tienen una pendiente significativamente menor, al igual como ocurre en algunos reportes en la

literatura, influenciado por la disminucion en el consumo de alimento y agua [Gillis et al.1978].
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Interesantemente, las ratas HAP tratadas con suramina presentan una pendiente de aumento de
peso que es mayor que las ratas HAP, llegando a ser similar los animales controles con suramina.
De modo que el tratamiento con suramina, permite normalizar la curva de crecimiento de los

animales.

Tanto las ratas controles como aquellas que recibieron sélo suramina, alcanzaron una sobrevida
del 100% al final de estudio, sobrellevando los procedimientos de evaluacion cardiorrespiratoria
e inyecciones de vehiculo y suramina exitosamente. Las ratas con HAP presentan una sobrevida
ligeramente mas baja, que lo reportado en la literatura [Abe et al., 2004], donde la sobrevida fue
de 30 dias versus 28 dias en nuestros animales. La disminucion de la sobrevida en estos animales
se debe a la naturaleza progresiva de la HAP. Las ratas HAP tratadas con suramina, presentaron
una sobrevida significativamente mayor, alcanzando 36 dias. Esta diferencia se explicaria
debido a la inyeccion de suramina, la cual en parte segun lo reportado en la literatura al ser un
anti-factores de crecimiento, disminuiria la hipertrofia del ventriculo derecho [Izikki et al.,
2013]. Adicionalmente, nuestros resultados muestran que este estudio contribuye con otro
elemento esencial en disminuir la sobrecarga del ventriculo derecho, lo cual es la disminucion
del tono venoso, reduciendo por tanto la hipertrofia del ventriculo derecho, siendo éste uno de

los factores determinantes en la sobrevida [Ryan et al., 2014].

HIPERTROFIA CARDIACA DERECHA

A través de nuestros resultados observamos que las ratas controles presentan indices de Fulton
en los rangos de normalidad al igual que los disponibles en nuestro laboratorio [Arellano et al.
2016]. Ademas, las ratas control con suramina también presentan indices dentro del rango de
normalidad, lo que es fundamental al comparar estos valores con los obtenidos en nuestras ratas
con HAP, los cuales son significativamente mayores, lo que nos permite comprobar la induccion
de HAP por MCT en forma post mortem.

Relevantemente, al comparar el indice de Fulton del grupo con HAP sin tratamiento y aquellas
que recibieron suramina, las ultimas presentan un indice de Fulton que es significativamente
mayor al de las controles y controles con suramina, pero que es menor al de las ratas HAP sin
tratamiento. Esto se condice a lo encontrado por otros investigadores en el mismo modelo de

HAP-MCT [Izziki et al. 2013]y al hecho de que los receptores purinérgicos estan relacionados
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a procesos troficos [Burnstock et al., 2017; Ravelic et al. 2015] reforzando nuestra conclusion
respecto a que el aumento de la sobrevida en los animales tiene relacion con la disminucion de
la hipertrofia del ventriculo derecho.

Es importante mencionar que, en casos donde existen diferencias del peso total del animal como
se menciond anteriormente, resulta util para normalizar el peso de los érganos, el largo de la
tibia, al ser este pardmetro independiente del peso, lo cual se mantiene en el modelo de
hipertension pulmonar por MCT [Hardziyenka et al., 2011]. A pesar de que nosotros no
contamos con el largo de la tibia para poder normalizar el peso del ventriculo derecho,
observamos en este articulo que tanto el peso del ventriculo derecho por si solo como éste
normalizado por el largo de la tibia, fueron significativamente mayor en el grupo HAP
[Hardziyenka et al., 2011].

Ademas, al comparar el peso total del corazon observamos que éste es significativamente menor
en el grupo HAP y HAP con suramina lo que estaria respaldado debido a que la hipertrofia
ventricular derecha contribuye a la pérdida de masa ventricular izquierda [Hardziyenka et al.,

2011].

CURVAS DE ATP Y ECs

Finalmente, el ATP induce contraccion de los vasos intrapulmonares de las ratas y
particularmente en venas, como habia sido ya mencionado por la literatura [Henriquez et al.
2018, Chootip et al. 2005].

El valor tedrico ECsopara ATP en la literatura es variable, por ejemplo, en arterias cerebrales se
reporta un valor 50,1 + 0,1 puM [Malmsjo et al. 2002] y en el articulo de Sak et al. varia
dependiendo la especie entre 41,6 = 0,14 uM y 0,17 £ 0,1 uM [Sak et al.2002].

Ahora bien, al comparar los ECsg del grupo control y del grupo control con suramina, vemos
que éste es mayor en el grupo que recibi6 suramina, lo cual ha sido reportado en la literatura en
otro modelo [Dunn et al. 1988]. La razon de esto no esta clara, no siendo posible atribuirlo a la
permanencia de la suramina en el receptor purinérgico, esto ya que Dunn et al. concluye que la
suramina ejerce un antagonismo de tipo reversible. Si podria estar ocurriendo un proceso de
desensibilizacion de los receptores, pero esto deberia ser confirmado en otros estudios, en los
que se analice la cantidad de receptores purinérgicos, distribucion y funcionalidad. Otra razon

posible, es debido a una menor cantidad de musculo liso, al estar la suramina bloqueando via
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purinérgica que ha sido implicada como parte de los estimulos que inducen trofismo del musculo
liso vascular [Burnstock et al., 2017; Ravelic et al. 2015]. Lo anterior debera ser confirmado
con estudios posteriores.

Por otro lado, los ECs de las ratas controles, con y sin suramina, son significativamente mayores
que ECsy de las ratas HAP, lo cual estd explicado por la sobreexpresion de estos receptores
purinérgicos en la HAP que estd reportada en la literatura [Rajkumar et al. 2010] asi como
también en el modelo HAP-MCT en datos de nuestro laboratorio [Villarroel, 2017]. La mayor
disponibilidad de ATP debido a la menor cantidad de ectonucleotidasas no deberia jugar un
papel en este modelo experimental ex vivo, debido a que al tener un flujo de nucleodtidos
constante, la biodisponibilidad de ATP deberia ser homogénea para todos los grupos.

El hecho que la suramina ayude a disminuir la contractibilidad venosa a ATP sin duda se puede
relacionar con que las ratas HAP con suramina presenten una capacidad cardiorrespiratoria que
no decae tan rapidamente en el tiempo como aquellas HAP sin tratamiento. Esto a su vez se
relaciona con la disminucion del indice de Fulton, ya que, al existir menos contractibilidad
venosa, la sobrecarga del ventriculo derecho disminuye y por lo tanto la hipertrofia es menor.
Abhora bien, al incorporar el hallazgo de los animales HAP con suramina que respondieron y no
respondieron a ésta, es que se nos hace evidente una tendencia que relaciona a aquellas
catalogadas como respondedoras con un ECsy que es mayor versus aquellas que se comportan
como no respondedoras donde el ECsg pareciera ser menor a las controles.

Finalmente, podemos concluir que el tratamiento con suramina en el modelo de HAP-MCT,
mejora la sobrevida y capacidad cardiorrespiratoria de los animales, en parte, debido a una
disminucion de contractibilidad venosa a ATP. Es necesaria mas investigacion para dilucidar a

qué nivel estaria actuando la suramina en estos receptores.

EFECTO DE LA SURAMINA A NIVEL MUSCULAR ESQUELETICO

Por ahora, no podemos descartar que exista un efecto a nivel del musculo esquelético que esté
influenciando el desempefio en las pruebas cardiorrespiratorias. La evidencia disponible destaca
que existiria una disfuncién periférica en los pacientes con HAP y que esto también estaria
presente en el modelo con MCT [Marra et al. 2015], lo cual podria estar contribuyendo a los
peores resultados en las pruebas de capacidad cardiorrespiratoria observados en este grupo.

Ademas, existe evidencia, tal como se menciond en la introduccidon, que los receptores
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purinérgicos estan implicados en el proceso de plasticidad muscular, ya que a través de su
activacion se induce en gran medida la sefial lenta de calcio que seria responsable de modificar
la expresion génica que afectara, entre otras cosas, la plasticidad muscular. De modo que, al
estar inyectado a los animales con suramina, sin duda podemos estar inhibiendo esta via que
induce plasticidad muscular [Casas et al., 2014]. Por lo que adicionalmente a los objetivos de
esta tesis, se realizd una diseccion muscular esquelética de gastrocnemio-soleo para estudios de
histologia en forma preliminar. Las fotografias se pueden observar en el anexo 2.

Esperamos realizar comparaciones histologicas: nimero de nucleos y fibras por campo y
ademas evaluar el numero de fibras por campo segun tipo de fibra (I o II) en la tincion de succinil
deshidrogenasa. Asi éste serd un control importante para descartar que los efectos descritos no

se deben a cambios en la musculatura esquelética

CONCLUSIONES

1. Es posible evaluar la capacidad cardiorrespiratoria por medio de un test de ejercicio en
poblacion de ratas sanas y con HAP, en las cuales ésta va disminuyendo a lo largo de su
enfermedad.

2. El tratamiento con suramina dos veces por semana permite evitar en algunos animales con
HAP la caida observada en la capacidad cardiorrespiratoria a lo largo de los dias.

3. A nivel funcional, el tratamiento dos veces por semana de suramina induce una disminucioén
en la contractibilidad de venas intrapulmonares pequeas en las ratas HAP, lo que podria estar
produciendo que la capacidad cardiorrespiratoria se mantenga en el tiempo.

4. Este tratamiento aumenta la sobrevida de los animales debido a una disminucion de la

hipertrofia cardiaca derecha.

A futuro sera necesario repetir estos experimentos con un tamafio muestral mayor que permita
hacer un anélisis mas detallado de las ratas que responden y que no responden a suramina y
determinar las caracteristicas mecanisticas que estan produciendo el efecto observado, asimismo
es necesario realizar estudios sobre la funcionalidad y expresion de los receptores purinérgicos
en las ratas tratadas con suramina y eventualmente poder llevar estas hipotesis al ambiente

clinico.
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LIMITACIONES

Dentro de las limitaciones que encontramos a lo largo de este estudio se encuentran el n pequenio
de animales con los cuales se pudo realizar las pruebas estadisticas, esto debido a una perdida
experimental mas alta de lo esperado que determind disminuir el n inical de 8 animales por
grupo hasta 5 en algunos grupos. Lo anterior, determind que la potencia estadistica calculada
inicialmente en un 80%, disminuyera a un 60%. Ademas, debido a la naturaleza variable de la
disponibilidad de venas intrapulmonares, no todos los animales cuentan con igual nimero de
vasos donde se realizo las pruebas de contractibilidad, existiendo un sesgo en este punto que fue

propio del n pequefio de los animales utilizados y del método experimental.
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ANEXOS

ANEXO 1
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Velocidad aerébica maxima en ratas control (C) y ratas control con suramina (C+S). Puntos representan mediana y pestafia rango,
linea punteada indica inicio de tratamiento con suramina. No se encontraron diferencias entre dias de evaluacion, determinada con

test de Friedman , p>0,05 .
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Velocidad aerébica madxima en ratas hipertensas (HAP) y ratas hipertensas con suramina ( HAP +S). Puntos representan mediana
y pestafia rango, linea punteada indica inicio de tratamiento con suramina. Diferencias entre dias de evaluacion, determinada con

test de Wilcoxon, * p<0,05.
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ANEXO 2

Resultados preliminares diseccién gasctronemio-séleo con tincion de Hematoxilina-Eosina.

Diseccidn gastrocnemio-séleo rata control con tincién Diseccion gastrocnemio-séleo rata control con tincién

hematoxicilina-eosina,aumento de 10x. hematoxicilina-eosina,aumento de 20x.
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Discccion gastrocnemio-séleo rata hipertensa, tincion Discccion gastrocnemio-séleo rata hipertensa, tincion

hematoxicilina-cosina,aumento de 10x. hematoxicilina-cosina,aumento de 20x.

Diseccién gastrocnemio-soleo rata hipertensa con suramina, Diseccién gastrocnemio-séleo rata hipertensa con suramina,

tincion hematoxicilina-cosina,aumento de 10x. tincion hematoxicilina-cosina,aumento de 20x.
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Resultados preliminares tincion succinil deshidrogenasa (SDH)

Discccidn gastrocnemio-sdleo rata control, tincion SDH. aumento Discccién gastrocnemio-soleo rata control, tincion SDH. aumento

de 10x. de 20x.

Discccidn gastrocnemio-soleco rata control con suramina, tincidn

Discccidn gastrocnemio-solco rata control con suramina, tincién

SDH,aumento de 10x. SDH,aumento de 20x.
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Diseccion gastrocnemio-sélco rata hipertensa, tincion Discccidn gastrocnemio-séleo rata hipertensa, tincion

SDH,aumento de 10x. SDH,aumento de 20x.

Diseccion gastrocnemio-sélco rata hipertensa, tincion Discccidn gastrocnemio-séleo rata hipertensa, tincion

SDH,aumento de 10x. SDH,aumento de 20x.
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