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Introduccion

1. VARIABLES BIOLOGICAS EN EL HIPERTIROIDISMO.
MANIFESTACIONES CARDIOVASCULARES Y RENALES

1.1. Funcién cardiovascular

1.1.1. Cambios hemodindmicos

Las alteraciones de la funcién tiroidea son conocidas desde hace mas de
un siglo (Parry, 1825; Feldman, 1995) y son frecuentes tanto en seres
humanos como en animales. Las variaciones del estado eutiroideo
afectan virtualmente a todos los sistemas fisiolégicos pero los efectos
sobre el sistema cardiovascular y renal son particularmente importantes
(Klein, 1995, 2001; Larsen, 1998).

Los principales cambios hemodindmicos y morfolégicos de los

desérdenes tiroideos son:

Variables Hemodinamicas
Presion arterial

Volumen sanguineo

Gasto cardiaco

Resistencia periférica total
Frecuencia cardiaca
Presion del pulso

DI
e e
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Variables Morfolégicas

Peso corporal

Peso tiroideo

Peso ventricular

Peso renal

Peso ventricular/peso corporal
Peso renal/ peso corporal
Ventriculo izq./ventriculo dcho

S e
D e S

No medido

Ilustracién 01. Variables hemodinamicas y morfolégicas en el hiper e hipotiroidismo
experimental.

En el hipertiroidismo se observa una circulaciéon hiperdindmica con
aumento del volumen latido, ritmo cardiaco, presién del pulso y presiéon
arterial y disminucién de la resistencia vascular periférica, mientras que
el estado hipotiroideo se asocia a un volumen minuto, frecuencia
cardiaca, presiéon del pulso y presion arterial bajos y una resistencia
vascular periférica elevada. (Klein, 1995, 2001; Larsen, 1998). El
hipertiroidismo se puede asociar a una disminucioén de hasta el 50% en
la resistencia vascular sistémica (RVS). Se ha observado que el
hipertiroidismo estd asociado a un mayor ntimero de capilares en los
musculos de seres humanos y de ratas. La densidad capilar aumentada
puede ir acompafiada por un aumento en el nimero de vasos arteriales
de resistencia, que podrian reducir la resistencia vascular. También, la

liberacion local de vasodilatadores en los tejidos periféricos como
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consecuencia del metabolismo tisular elevado asociado con el
hipertiroidismo podria causar dilatacion de los vasos de resistencia.

Una hipétesis alternativa implica la capacidad de la hormona tiroidea
para reducir directamente el tono del musculo liso arteriolar en los
vasos de conductancia y en los de resistencia. Se ha demostrado en
animales que el bloqueo beta-adrenérgico revierte el descenso de la
resistencia vascular sistémica y atenta el incremento del gasto cardiaco
mediados por la triyodotironina (T3) (Kapitola, 1981).

Por otra parte, el aumento del flujo sanguineo puede ser parcialmente
abolido por la atropina, lo cual indica también la existencia de una

respuesta colinérgica vasodilatadora en el hipertiroidismo.

1.1.2. Funcion Vascular

a) Vasoconstrictores:

No se ha alcanzado ningtn consenso referente a la respuesta
vasoconstrictora en el hiper/hipotiroidismo (Grieve, 1999). Los estudios
realizados por diferentes laboratorios han mostrado resultados
contradictorios en cuanto a la reactividad vascular en los diferentes
tejidos, tiras de aorta, rifiones perfundidos, cuartos traseros, lecho
vascular mesentérico y arterias coronarias.

b) Vasodilatadores:

El aumento de la vasodilatacion dependiente del endotelio que

normalmente se observa en los vasos de resistencia de las ratas
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hipertiroideas puede contribuir a la disminuciéon de la resistencia

vascular caracteristica de esta enfermedad.

1.1.3. Funcién endotelial

Es bien sabido que el endotelio puede modular el tono del masculo liso
vascular mediante la sintesis y liberacién de varios factores relajantes
derivados del endotelio como el 6xido nitrico (NO) y el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF). Es posible que el gasto
cardiaco aumentado del hipertiroidismo conduzca a una actividad
aumentada de la 6xido nitrico sintasa (NOS) mediante el aumento
crénico de la tension por estiramiento sobre el endotelio (Furchgott,
1998).

Ademas, el hipertiroidismo en ratas aumenta la sensibilidad de los
vasos de resistencia al vasodilatador dependiente del endotelio,
acetilcolina (Ach), tanto en los vasos de conductancia (aorta) como en
los de resistencia (rifion aislado) (Vargas, 1995; McAllister, 1998;
Buissemaker, 2003; Iwata, 2004).

McAllister et al. observaron que la respuesta contractil a la
norepinefrina (NE) se reduce en el hipertiroidismo en presencia de un
endotelio funcional intacto, mientras que en los vasos sin endotelio no se
observan diferencias en cuanto a la respuesta contractil a la NE entre
ratas eutiroideas y ratas hipertiroideas.

Mas recientemente, Biissemaker et al. describieron los efectos del
hipertiroidismo agudo y crénico en la contribucién diferenciada del NO

6
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y del EDHF a la relajacion dependiente del endotelio en anillos de
arteria renal. Treinta y seis horas después de la administraciéon de T;, la
relajaciéon mediada por EDHF y por NO fue aumentada notablemente.
Después de ocho semanas de la administracion de Ts, la relajaciéon
mediada por EDHF disminuy6, mientras que la relajacién mediada por
NO seguia aumentada y la expresiéon de la 6xido nitrico sintasa (NOS)
endotelial estaba aumentada en la aorta (Biissemaker, 2003).

Por otra parte, estos autores también demostraron que las células del
musculo liso de las arterias renales de ratas tratadas con Ts durante ocho
semanas estaban significativamente hiperpolarizadas con respeto a los
controles, un fendmeno que puede también ser secundario a la elevacion
crénica de la tension de estiramiento, ya que es conocido que este factor
estimula la expresion de los canales de potasio en las células
endoteliales (Hoger, 2005). En este sentido, las hormonas tiroideas
aumentan la expresién de los canales de K* voltaje-dependientes y otras
proteinas implicadas en la regulacion del potencial de membrana

(Ojamaa, 1999; Pachuki, 1999).

1.1.4. Hipertrofia cardiaca

La hormona tiroidea podria promover el desarrollo de una hipertrofia
cardiaca, bien por un efecto directo en la sintesis de la proteina del
miocardio y/o indirectamente a través de cambios en el gasto cardiaco
(Klein, 1998). Estudios realizados en cultivos de células miocérdicas
sugieren que la T4 ejerce un efecto directo sobre el metabolismo proteico

7
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(Sanford, 1978). En este sentido, se ha demostrado que el propanolol (B-
bloqueante que suprime los sintomas del hipertiroidismo aunque no
inhibe la sintesis de hormonas) no previene la hipertrofia cardiaca ni la
necrosis celular multifocal en la rata con hipertiroidismo crénico
(Gerdes, 1985).

Por otra parte, se ha sugerido que el sistema renina-angiotensina (SRA)
local juega un papel primario en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca
inducida por el hipertiroidismo (Kobori, 1997). Sin embargo, el bloqueo
créonico de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) o de los
receptores selectivos de angiotensina (AT1) no altera significativamente
la hipertrofia ventricular relativa tanto en ratas normotensas como en
hipertensas hipertiroideas (Garcia del Rio, 1997; Rodriguez-Gémez,
2003), indicando que el SRA circulante no juega un papel esencial en
este tipo de hipertrofia cardiaca.

Otras observaciones indican que la hipertrofia ventricular en el
hipertiroidismo no esta relacionada con la presiéon arterial. Asi,
aumentos en la presion arterial inducidos por L-NAME (Klein, 1995) o
reducciones producidas por losartan (Rodriguez-Gémez, 2003) en ratas
hipertiroideas no modifican la hipertrofia ventricular. La hipertrofia
cardiaca producida por las hormonas tiroideas es independiente de la
sobrecarga cardiaca. Podria proponerse que un efecto troéfico directo de
las hormonas tiroideas sobre el corazén puede ser el responsable de la
hipertrofia cardiaca en el hipertiroidismo. En apoyo a esta idea, estudios

realizados en cardiomiocitos cultivados han demostrado que la
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hormona tiroidea controla directamente la expresion génica y factores

de crecimiento.

1.2. Funcién renal

1.2.1. Crecimiento renal y manejo del sodio renal

El hipertiroidismo aumenta el peso del rifiéon en relaciéon al peso
corporal y provoca una tendencia a la retenciéon de sodio (Michael, 1972;
Bradley, 1972; Emmanuel, 1974). Asi, la excrecién absoluta y fraccional
de sodio esta disminuida en ratas hipertiroideas (Katz, 1973) debido a
una disminucién de la carga filtrada de sodio a la vez que a un aumento
de la reabsorcion tubular de sodio (Vargas, 1994). Ademads, presentan
una alteracion en la relacion presién-natriuresis con una presién arterial
alta que permite mantener una tasa de excreciéon de sodio dentro de

niveles normales (Guyton, 1980).

1.2.2. Flujo sanguineo renal (FSR) y tasa de filtraciéon glomerular (TFG)

Existen resultados contradictorios (Michael, 1972; Emmanuel, 1972;
Taylor, 1964) aunque parece ser que la administracién de tiroxina (Ts)
produce una disminucién del aclaramiento de creatinina normalizado
por peso de rifién de forma relativa al tiempo de induccién y a la dosis
de Ty empleada (Rodriguez-Gémez, 2003, 2005; Vargas, 1994; Garcia-
Estafi, 1995; Moreno, 2005).
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Por otra parte, Fregly et al. observaron que no parece existir diferencias
entre el FSR y TFG en relacion al peso del rifibn entre ratas

hipertiroideas y ratas control (Fregly, 1962).

1.2.3. Proteinuria

En el hipertiroidismo aparece un aumento de la excrecién urinaria de
proteinas normalizado por gramo de rifion (Weetman, 1965; Moreno,
2005). Esta alteracion no esta relacionada con la presion arterial ya que
una terapia antihipertensiva no es capaz de reducir la proteinuria.
Ademas, tampoco parece estar relacionada con la actividad del sistema
renina-angiotensina o con el stress oxidativo. La proteinuria
probablemente es debida a una accién directa de las hormonas tiroideas,
que aumentan la permeabilidad de la barrera glomerular produciendo

un sindrome nefrético de cambios minimos (Tanwani, 2002).

1.2.4. La funcién simpatica en los desérdenes tiroideos

La taquicardia, el aumento de la presion diferencial, la circulacién
hiperdindmica y el gasto cardiaco aumentado son manifestaciones
propias de la hiperactividad simpética. Se ha sugerido que las hormonas
tiroideas podrian aumentar la liberacion de catecolaminas (Levey, 1971)
y/o aumentar el ntimero de receptores beta-adrenérgicos, aunque
existen resultados contradictorios (Harrison, 1967; Landsberg, 1977;
Polikar, 1970; Bilezikian, 1982, 1983). Por otra parte, Dratman et al. han
10
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sugerido un efecto directo de las hormonas tiroideas debido a su

semejanza quimica estructural con las catecolaminas (Dratman, 1982).

1.2.5. El sistema Renina-Angiotensina

El hipertiroidismo se acompafia de una hiperactividad del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (Marchant, 1993; Ganong, 1982;
Jiménez, 1982). Asi pues existe un aumento de los niveles plasmaticos de
actividad de renina, angiotensinégeno, angiotensina Il y aldosterona,
ademdas de un aumento de la densidad de los receptores para

angiotensina en el rifién, higado y ventriculos cardiacos.

1.2.6. Otras hormonas vasoactivas

Se ha observado un aumento de respuesta a la vasopresina (AVP) en
ratas hipertiroideas (Vargas, 1991) aunque no parece existir variaciones
en la cantidad de esta hormona excretada en orina respecto a ratas
control en condiciones normales.

Se ha demostrado un aumento de la concentracién de endotelina (ET) en
la hipdfisis de ratas hipertiroideas, aunque existen resultados
contradictorios respecto a las variaciones de endotelina en el plasma y
tejidos periféricos como el corazén y glandulas adrenales (Singh, 1994).
El hipertiroidismo causa un incremento en la sintesis y secreciéon de

péptido natriurético auricular (PNA) (Kohno, 1986, 1987; Wong, 1989).

11
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1.3. Stress oxidativo en el hipertiroidismo

El stress oxidativo producido por el anién superdxido (O27) y otras
especies reactivas de oxigeno (ROS) contribuye al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, diabetes e insuficiencia renal.
Numerosos estudios han relacionado el stress oxidativo con la
patogénesis de la hipertensioén arterial en modelos animales genéticos y
en formas secundarias de esta enfermedad en ratas. Ademas el tempol,
un mimético de la superéxido dismutasa (SOD), y otros antioxidantes
disminuyen la presién sanguinea en ratas espontdneamente hipertensas
(SHR), en ratas DOCA-sal y en la hipertension producida por
inhibidores del 6xido nitrico (NO). Las ROS también juegan un
importante papel en la patogénesis de las enfermedades renales,
produciendo lesion vascular, glomerular, tubular e intersticial. Ademas,
se ha demostrado que las ROS también participan en la hemodindmica
renal y en la excrecién de sodio, y que la administraciéon de T3 aumenta
la concentraciéon de anién superdxido (O27) intracelular en la porcion
gruesa del asa ascendente de Henle (TALH) de la médula aislada del
rifén de ratas Sprague-Dawley (Mori, 2004). Las ratas tratadas con
tiroxina (Ts;) muestran una disminucion significativa de la actividad
SOD en la corteza renal y en los ventriculos derecho e izquierdo
(Moreno, 2005). Estos hallazgos indican una deficiencia cuantitativa de
SOD intracelular en ratas hipertiroideas que puede producir un

aumento del stress oxidativo renal y cardiovascular.

12
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La actividad de otras enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), la
glutation peroxidasa (GPX) y la glutation reductasa (GR) también
disminuyen con la administracién de Ty (Giavarotti, 1998; Asayama,
1989; Sawant, 2003; Seymen, 1999, 2004).

En general, estos hallazgos sugieren que el stress oxidativo en el
hipertiroidismo puede ser debido a una disminucién de la actividad de
las enzimas antioxidantes. Esta disminucién puede dar lugar a una
menor inactivacion de O2 -, tal como indica el aumento de la excreciéon
urinaria en 24h de isoprostanos F2a y de los niveles plasmaticos de
malonildialdehido (MDA) en ratas tratadas con Ti Ademas Ila
administraciéon crénica de tempol atenta el desarrollo de hipertension
en ratas hipertiroideas y reduce el MDA plasmatico y la excreciéon
urinaria total de F2a isoprostanos en ratas hipertiroideas hipertensas
pero no en las ratas control. En resumen, los resultados indican que el
hipertiroidismo esta asociado a una reducida actividad enzimatica
antioxidante en los tejidos renal y cardiaco. Esto sugiere que el stress

oxidativo participa en la hipertensién inducida por Ta.
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2. EFECTOS DE LOS METABOLITOS DEL ACIDO
ARAQUIDONICO SOBRE EL TONO VASCULAR E
HIPERTENSION

El clofibrato y otros derivados del acido fibrico (gemfibrozil,
fenofibrato...) son agonistas sintéticos de los receptores alfa activados
por los proliferadores de peroxisomas (PPARa), un receptor nuclear
también activado por ligandos naturales como los acidos grasos libres y
algunos eicosanoides (Hoebel, 1998). Incrementan la expresion de
numerosos genes implicados en el metabolismo lipidico incluyendo los
genes que codifican las monooxigenasas citocromo P450 que
metabolizan el acido araquidénico (AA) a 19- y 20-HETE y EETs (Luci,
2006; Sankaralingam, 2006; Bonilla, 2001).

Cl
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Fenofibrato Gemfibrozil

[lustracion 02. Estructura quimica de los fibratos agonistas PPARa.
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2.1. Metabolismo del Acido Araquidénico

2.1.1. Metabolitos del Acido Araquidénico por las enzimas Citocromo

P450

El metabolismo del acido araquidénico (AA) via ciclooxigenasa (COX)
produce prostaglandinas (PGs), prostaciclinas y tromboxanos, mientras

que la via de la lipoxigenasa produce leucotrienos (Needleman, 1986;

Smith, 1992; Jackson, 1993: Roman, 2002).

| Acido araguidenico|

Ciclooxigenasa

PGI2
TXA:z
/\ 5-8-,12-.15-
EETs 8-3-.10-, HETEs
DIHETES 11-,12-,13-15-,
16-,17-,18-HETEs. PGE:
PGFaq
PGD:
19-HETE Leucotrienos
20-HETE

Ilustracién 03. Vias metabdlicas del acido araquidénico.

Capdevila, Morrison y Oliw et al. estudiaron cémo el AA era también
metabolizado por las enzimas citocromo P-450 (CYP) en el higado y
riion  hasta 4&cidos  epoxieicosatrienoicos (EETs) y  &cidos

dihidroxieicosatetranoicos (DiHETEs) (Capdevila, 1981; Morrison, 1981;
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Oliw, 1981). Estos metabolitos tienen propiedades vasoactivas ademas

de afectar de forma directa al transporte iénico renal (Straudinger, 1994).

Arachidonic acid

CYP2J
Crpar \ivpzc
o
— COOH — CooH
(Ko A

20-HETE 5,6-(or 8,9-, 11,12-, 14,15-)EET

lsEH

OH OH

5.6-lor 8.9-. 11.12-. 14.15-\DHET

Ilustracién 04. Estructura quimica de los metabolitos derivados del 4cido araquidénico.

Iwai et al. identificaron al CYP4A2 como el gen que es sobreexpresado
en el rifén de las ratas espontdneamente hipertensas (SHR). Sacerdoti y
Omata et al. descubrieron cémo la producciéon de 20-HETE estaba
elevada en los rifiones de las ratas SHR (Iwai, 1991; Sacerdoti, 1988;
Omata, 1992). Finalmente, numerosos investigadores demostraron que
los agentes que inducen la hemooxigenasa y reducen la formacion renal
de 20-HETE previenen el desarrollo de hipertensién en las ratas SHR
(Escalante, 1991; Levere, 1990; Sacerdoti, 1989). Estas observaciones

16
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condujeron a la hipotesis de que una elevacién de la produccion renal
de 20-HETE puede jugar un papel importante en el desarrollo de la
hipertension (McGiff, 1999).

2.1.2. w-Hidroxilasas

Se han identificado mas de 500 genes CYP (Nelson, 1996) los cuales se

dividen en 78 familias. Catorce de estas familias (29 subfamilias) estan

expresadas en el tejido de mamiferos.

Humano: 4A11, 4F2, 4F3,4F11, 4F12
Murino: 4A10, 4A14, 4F15, 4F16
Conejo: 4A6

Rata: 4A1, 4A2, 4A3, 4A6

Raton: 4A12

Ilustracién 05. Citocromos productores de 20-HETE.

La expresion de CYP4A6 es inducida en el higado y rifién de conejos por
los fibratos de forma similar al efecto de los fibratos sobre las isoformas
CYP4A1 en las ratas. La expresion de CYP4A7 es inducida en menor
medida por los fibratos (Roman, 1993). Miembros de otras familias,
como CYP4F15 y 4F16, se expresan en el higado y rifién murinos y son
inducidos por el NO y los fibratos (Cui, 2001). La expresiéon de CYP4A10
y CYP4A14 es también inducida por los fibratos en el higado y rifiéon

murinos de forma similar a la induccion en ratas de CYP4A1 y CYP4A3

17
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(Bell, 1993; Honeck, 2000). La CYP4A12 se expresa en el higado y rifién
de ratones. La expresion de CYP4A12 es débilmente inducida por los
fibratos.

A diferencia del fenobarbital y los hidrocarbonos aromaticos, que
producen una induccién generalizada de las enzimas P450, el clofibrato
es un inductor especifico de la familia de genes P450-A, la cual regula la
o-hidroxilacion de acidos grasos en el higado y el rifién (Gibson, 1989;
Roman, 1993). Los mecanismos por los cuales el clofibrato induce esta w-
hidroxilacién no estan claros. Hardwick et al. establecieron que esto
implica directamente la activacién transcripcional del gen P450 4A1 por
el clofibrato (Hardwick, 1987). Por otra parte se ha senalado que la
induccion de la actividad P450/ o-hidroxilasa puede ser secundaria a las
acciones antilipémicas del clofibrato y el consiguiente incremento del
recambio intracelular de los acidos grasos (Sharma, 1989). Si esto fuera
cierto, otros agentes antilipémicos podrian también inducir la actividad
P450/ w-hidroxilasa renal y disminuir la presiéon sanguinea. En este
sentido la lovastatina disminuy6 la presion arterial en ratas Dahl SS/]Jr

(Schmitz, 1991; O'Donnell, 1991).
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2.1.3. Epoxigenasas

Los EETs producen vasodilatacion al ser capaces de hiperpolarizar la
musculatura lisa vascular mediante la apertura de canales de K* y
constituyen un posible candidato como factor hiperpolarizante
dependiente del endotelio (EDHF) (Campbell, 1999; Mombouli, 1997).
En el rifién, los EETs regulan la hemodinamica renal e inhiben el
transporte de sodio (Jacobson, 1985; Madhun, 1991; Rahman, 1997;
Romero, 1991; Sakairi, 1995).

La enzima CYP2CS8 parece ser la epoxigenasa mas importante expresada
en el higado humano (Zeldin, 1996) y la CYP2J2 parece ser la mayor
productora de EETs en los tejidos extrahepaticos, tales como corazén,
rifién y pancreas (Wu, 1996; Zeldin, 1995, 1996, 1997; Zhang, 1998).

En ratas, las isoformas CYP2C23 y CYP2] parecen predominar en el
rifién (Holla, 1999; Ma, 1999), la CYP2C11, CYP2D18 y CYP2C18 en el
cerebro (Alkayed, 1996) y la CYP2J3 en el corazén, pancreas, higado y

pulmon.

2.1.4. Regulacion de los enzimas CYP

La expresion del ARNm de las enzimas CYP estd influida por multitud
de factores. Entre los factores que favorecen la sintesis de EETs y 20-
HETEs podemos incluir:
- Los agentes antilipémicos, como el clofibrato, inducen la expresiéon
de CYP4A1l y 4A3 y la sintesis de 20-HETE en el higado y rifién
19
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(Aoyoma, 1990; Gibson, 1989; Hardwick, 1987; Roman, 1993;
Simpson, 1997). La activaciéon de los receptores PPARa por el
clofibrato conduce a la activaciéon de los genes productores de la
proteina CYP450 4A (Lawrence, 2001; Cheon, 2005). Los PPARa
tienen un papel prominente en la regulaciéon de la expresion de
CYP4A (Green, 1995; Kroetz, 1998).

- Dieta rica en sal: aumenta la expresion de CYP2C23 y la sintesis de
EETs en el rifién de rata (Capdevila, 1992; Makita, 1994).

- Casi todos los agentes vasoconstrictores también aumentan la
sintesis y liberacion de 20-HETE en el rifién y musculo liso vascular:
ANG 1I, norepinefrina, vasopresina, endotelina y fosfolipasas
activadas (Carroll, 1996, 1997; Croft, 2000; McGiff, 1999; Oyekan,
1998; Vazquez, 1995).

- Angiotensina II (ANG II): aumenta la formaciéon de EETs en el
tabulo proximal (Madhun, 1991; Rahman, 1997). Carroll et al.
descubrieron como la ANG II incrementa la liberaciéon de 16-, 17-,
18-, 19- y 20-HETE en la orina y vasos sanguineos renales después
del bloqueo de la sintesis de 20-HETE con N-metilsulfonil-12,12-
dibromododec-11-enamide (DDMS) (Carroll, 1997).

- Factor de crecimiento epidérmico (FCE) (Lin, 1995), dopamina
(Aperia, 1998, Nowicki, 1997) y hormona paratiroidea (PTH)
aumentan la formacion de 20-HETE en el tabulo proximal
(Ominato, 1996; Ribeiro, 1994; Silverstein, 1998).

- El AA es también metabolizado por las enzimas CYP hasta 7-, 10-,
13-HETE (higado) (Brash, 1995), 16-, 17-, 18-HETE (rifién) (Carroll,
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1996, 1997), 16-HETE (PMNs) (Bednar, 2000) y 8-, 9-, 11-, 12-, 15-y
20- HETE. Los anélogos estructurales del 20-HETE como el 5-, 15- y
19-HETE podrian servir como antagonistas competitivos del efecto
vasoconstrictor del 20-HETE (Alonso-Galicia, 1999).

- Glucocorticoides, mineralocorticoides y progesterona aumentan la
expresion de proteina CYP4A en el rifién y pulmén (Lapuerta, 1988;
Masters, 1991; Simpson, 1997).

- Periodo postnatal: el 20-HETE es un potente factor mitogénico (Lin,
1995; Muthalif, 1998, 2000) y puede contribuir al crecimiento y
desarrollo del rifién.

- Weintraub et al. describieron como la bradikinina libera EETs y
DiHETES desde las células endoteliales, y asi aumenta la

vasodilatacién producida por la bradikinina (Weintraub, 1997)

2.1.5. Inhibidores e Inductores CYP

La administracién de 1-aminobenzotriazol (ABT) (50 mg/kg ip) inhibe
selectivamente enzimas de la familia CYP4A y reduce la formacién de
20-HETE en el rifién de ratas. Sin embargo, otros trabajos muestran que
el ABT también bloquea la actividad de otras isoformas CYP (CYP2B,
1A, 2C) que producen EETs en el higado y el pulmén (Knickle, 1992;
Mathews, 1985).

Parece ser que la administracion de ABT (50 mg/kg ip) bloquea
completamente la formacién de EETs, DiHETEs y 20-HETE en el rifién
de ratas al cabo de 2 horas y reduce la excreciéon urinaria de 24h de 20-
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HETE en mas del 50% (Maier, 2000). También reduce la formaciéon de
20-HETE y EETs en el higado y pulmoén en aproximadamente un 50%.
Aunque el ABT no es selectivo en el bloqueo de la formacién de EETs
versus 20-HETE, sigue siendo tutil para evaluar el papel de los
metabolitos CYP y AA en la mediaciéon de las respuestas biolégicas in
vivo, puesto que es barato, facilmente asequible, activo por via oral y
bien tolerado por las ratas durante mas de 2 semanas (Meschter, 1994).
Ademas inactiva irreversiblemente las enzimas CYP, de modo que
permite recoger los 6rganos y tejidos preparados para valorar el grado

de inhibicién de las diferentes isoformas CYDP.

Acido araquidonice esterificado

) ) Indometacina
Baikaleina AACOCF2 PLA2 meclofenamato
lipooxigenasa ciclooxigenasa
Acido Araguidénico L
Leucotrienos Prostaglandinas
Fenobabrbitol 4 Epoxigenasas ‘ w-hidroxilasas + Fibratos
Mliconazol ABT -\/ DDMS
ketokonazol MO
EETs o 20-HETE
. Epox- 5-15-19-HETE
Analogos hidrolasa -—
de EETs 6-,15- 20- HEDE
DIHETES
?
Vasodilatacion

Vasoconstriccion

[lustracion 06. Agentes inductores e inhibidores del metabolismo del &cido

araquidoénico.
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El NO y el CO se unen al grupo hemo e inactivan los enzimas CYP. A
una concentraciéon <100nM, bloquean completamente la formacién de
EETs y 20-HETE en los microsomas renales y hepéticos y en las arterias
cerebrales y renales. Parece ser que actian como moduladores de la
actividad del metabolismo CYP sobre el AA en el rifién y la vasculatura
periférica in vivo. De hecho, muchas de las acciones no mediadas por el
GMPc producidas por el NO y el CO sobre el tono vascular y el
transporte epitelial estan relacionadas con su habilidad para inhibir la
formacion endogena de 20-HETE en los diferentes tejidos.

Otros inhibidores son: quinacrina, heparina, AACOF3 (fosfolipasa A2
araquidonil-trifluorometil cetona), indometacina, meclofenamato,
baikaleina, CDC (cinamil-3, 4-dihidroxi-a-ciano-cianamato); ETYA
(5,8,11,14-4cido eicosatetranoico), hemoarginato, SnCl?, CoCl?, 17-ODYA
(acidol17-octadeinoico), DDMS (12,12-dibromododec-11-enamida), HET-
0016 (N-hidroxi-N’-(4-butil-2-metilfenil) formamida), SKF-525 (B-dietil-
aminooetildifenilpropilacetato), anilogos del 20-HETE, oligonucleé6tidos

dirigidos contra CYP4A1 y antimicoéticos.
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2.2, Acciones pro- y antihipertensivas

La produccién de 20-HETE y EETs esta alterada en muchos modelos de
hipertensiéon. A nivel del tdbulo renal, el 20-HETE y EETs inhiben el
transporte y reabsorcion de sodio y se oponen al desarrollo de la
hipertensiéon (Jacobson, 1985; Sakairi, 1995). Sin embargo, en el sistema
vascular, el 20-HETE produce vasoconstriccion e hipertension y los

EETs tienen un efecto vasodilatador (Zhou, 2005).

El clofibrato induce la expresiéon de CYP4A en el tabulo proximal (TP) y
porciéon gruesa del asa ascendente de Henle (TALH) pero no en los
microvasos renales. Esta induccion se correlaciona con una fuerte sefial
de la expresion de PPARa en los TP y TALH pero no en las arteriolas
preglomerulares (Ishizuka, 2003; Cummings, 1999).

Por tanto, el 20-HETE posee acciones pro- y antihipertensivas. En el TP
y TALH, lugares donde actta el clofibrato, el 20-HETE inhibe la
reabsorcion de sodio favoreciendo la natriuresis y disminuye el
volumen plasmatico y la presiéon sanguinea. En la vasculatura renal y
glomérulos, el 20-HETE tiene un efecto constrictor que disminuye la tasa
de filtracién glomerular, aumenta la retencién de sodio y aumenta la
presion arterial. En la circulacion periférica, el 20-HETE aumenta el tono

vascular y la presion arterial sistémica.
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20-HETE

N

Tubulo proximal Vasculatura Glomérulo Circulgcic’m

y TALH reial l periférica

(-) transporte de Na VCy t tono vasculatura TR
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y t natriuresis
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Ilustracién 7. Acciones pro- y antihipertensivas del 20-HETE.

[ | reabsorcion de Na] /

[1 retencion de Na

En la porcién gruesa del asa ascendente de Henle (TALH) el 20-HETE,

formado localmente, modula la actividad del cotransportador Na*-K*-

2Cl- (Zhou, 2005). Escalante et al. han correlacionado la hipertension en

ratas Dahl sensibles a sal con la elevada expresion del cotransportador

Na*-K*-2Cl- y del canal de K* (ROMK) y la consiguiente retenciéon de
sodio (Escalante 1991, 1994; Carroll, 1991; Hoaglard, 2004). En ratas Dahl

sensibles a sal (Dahl SS/]r) la hipertension es debida a un aumento en la

reabsorcion de sodio en el TALH producida por un déficit de 20-HETE

(Matsui, 1979; Mol, 1984).

En contraste, en ratas SHR el aumento de 20-HETE en los microvasos

preglomerulares produce hipertension debida a la vasoconstriccion
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renal y a la retencién de sal y agua (Sterling, 1966; Visser, 1993). El
tratamiento con SnCl? o hemoarginato reduce la formacién de 20-HETE
y disminuye la presién arterial (Levere, 1990). Por tanto, en este modelo
de hipertension el clofibrato aumentaria la formaciéon CYP450-AA de 20-
HETE en las arteriolas aferentes glomerulares y aumentaria la presiéon
arterial (Roman, 1993; Omata, 1992; Iwai, 1991).

El 20-HETE es vasoconstrictor y promueve la retenciéon de sodio en ratas
SHR, mientras que atentia el desarrollo de hipertensién en ratas Dahl
SS/Jr (Ma, 1999). De hecho, en humanos, los mayores niveles de 20-
HETE suelen aparecer en pacientes con enfermedad hepatica avanzada
e incipiente sindrome hepatorrenal, una condiciéon asociada con la
intensa disminucion de la presién arterial. (Bastomsky, 1976; Visser,
1993).

Estos efectos opuestos del 20-HETE sobre la presion sanguinea estan
basados en la generacion de 20-HETE por diferentes isoformas de -
hidroxilasa (4A1, 2, 3, y 8) localizadas en diferentes estructuras: 4A1y 3
en los tabulos renales, 4A2 en los microvasos renales (Owens, 1992).
Ademas, las isoformas w-hidroxilasas estan sujetas a diferentes factores
reguladores. Por ejemplo, la angiotensina no estimula la produccién de
20-HETE en los tabulos proximales (Harding, 1988) pero si en el TALH
(Heirwegh, 1972). La isoforma 4A2 de w-hidroxilasa esta parcialmente
regulada por la testosterona en los microvasos renales (Barter, 1992) en
los cuales el 20-HETE puede ser liberado por la ANG II pero no por la

ET-1 (Sterling, 1966). Por tanto, las estructuras donde las isoformas -
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hidroxilasa estan localizadas determinan los efectos biolégicos diversos
del 20-HETE tanto sobre el movimiento de iones como sobre la

vasomocion y su efecto final sobre la presion arterial.
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3. EFECTOS DE LOS FIBRATOS SOBRE LA FUNCION RENAL

El clofibrato induce la expresion de la proteina CYP4A en el tabulo
proximal y en la porcién gruesa del asa ascendente de Henle (TALH)
pero no afecta a la expresion de CYP450 en los microvasos renales
(arteriolas renales preglomerulares y glomérulos). Ademas el clofibrato
induce selectivamente la actividad o-hidroxilasa (producciéon de 20-
HETE) sin ejercer un efecto significativo sobre la actividad de la

epoxigenasa (produccion de EETs).

clofibrato
[ (+) pPARuJ—b[ (+) CYT P450 ]__ en TP y TALH del

rifién pero no en

microvasos renales
m t 20-HETE pero no

afecta produccién

de EETs

en

higado
/ + NAD(P)H (-) bomba MNa-K ATPasa
(-) intercambiador Na-H

(+) fenol-UGT (-) cotranspotador Na-K-2Cl

(-) canales de Na epiteliales
(-)RT
{ (-) desiodinasa

+ hormonas transportadoras

T3
\le‘i

{ (mejora) ! j
hipertiroidismo > hip(en:tZ]: ;ﬁj}n

¥

+ reabsorcion

mitogénesis

+ peso
corporal

hipolipemiante
(tHDL/4LDL)

t natriuresis
y t diuresis

Ilustracién 8. Efectos de la induccién CYP-450 por el clofibrato.
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El tratamiento con clofibrato ejerce un efecto normalizador sobre la
excrecion de sodio y sobre el mecanismo presion-natriuresis en el rifién
(Wilson, 1998). Esto conduce a una disminuciéon de la tasa de filtracion
glomerular (TFG), disminucién de la retencién de sodio, aumento de la
natriuresis, aumento del volumen de orina, disminucién de la presiéon

arterial sistémica (PAS) y disminucién del peso corporal (Zhou, 2005).

3.1. Flujo Sanguineo Renal

En las arterias renales, el 20-HETE es un potente vasoconstrictor
(Schwartzman, 1989; Rosolowski, 1990; McGiff, 1999) que actta como
modulador de la autorregulacion del flujo sanguineo renal y del
feedback tubuloglomerular. El 20-HETE actta como segundo mensajero
en la regulacion del tono vascular renal (Zou, 1994).

Asi, el 20-HETE potencia el efecto vasoconstrictor de la endotelina-1
(ET-1) (Imig, 2000) y de la angiotensina II (ANG-II) (Croft, 2000)
mediante la activacion de los canales de Kca en las células del musculo
liso vascular y esto mantiene alta la concentraciéon de Ca*? intracelular
que es dependiente de la entrada de Ca*? a través de canales voltaje-
dependientes (Sun, 1999).

De forma contraria, el 6xido nitrico (NO) inhibe la formacién de 20-
HETE en las células del musculo liso vascular y produce vasodilatacion
(Alonso-Galicia, 1997, 1998; Sun, 1988).

Por otra parte, la tasa de filtracion glomerular (TFG) es modulada por el

20-HETE que es liberado directamente por las células de la mécula
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densa, o bien, actda como segundo mensajero a nivel de la arteriola
aferente para transducir la respuesta vasoconstrictora de algtin otro
mediador liberado por la macula densa, quizas la adenosina o el ATP

(Inscho, 1999; Ito, 1998).

3.2. Tabulo proximal

El tabulo proximal (TP) es responsable de aproximadamente el 70% de
la absorcion de la carga filtrada de sodio y agua (Feraille, 1999).

El 20-HETE inhibe la reabsorcién de sodio en el TP mediante la
inhibiciéon de la bomba Na*-K*-ATPasa (Schwartzman, 1985; Quigley,
2000; Roman, 2002; Laniado, 1992).

La bomba Na*-K*-ATPasa consta de las subunidades a(al-a4), B (B1-B3)
y & (81&32), de las cuales la isoforma ol representa el principal sistema
de transporte de sodio (Herrera, 1994). En diferentes especies y
diferentes tejidos, la actividad de la bomba Nat*-K*-ATPasa esta
regulada estrechamente por complejos mecanismos hormonales y
segundos mensajeros para mantener la concentracién plasmatica de los
electrolitos y el pH durante las fluctuaciones dietéticas y patologicas
(Fisone, 1994). Tal regulaciéon implica la activacion de distintas
moléculas de sefializaciéon intracelular hormona-especificas y tejido-
especificas, como la protein-kinasa C (PKC), que fosforila la subunidad
a de la bomba Na*-K*-ATPasa, y la protein-kinasa A (PKA) (Pedemonte,
2001; Feraille, 2001; Nowicki, 1997).
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El aumento en la formacion de 20-HETE media el efecto natriurético del
clofibrato, asi como de la angiotensina II (ANG II) (Sanchez-Mendoza,
2000), hormona paratiroidea (PTH) (Ominato, 1996; Ribeiro, 1994; Satoh,
1992; Silverstein, 1998), dopamina (Aperia, 1998; Nowicki, 1997) y AA
(Li, 2000), en este segmento de la nefrona (Ribello, 1994; Nowick, 1997).
Estas hormonas inhiben la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa en el
tabulo proximal mediante la activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2) que

libera AA y estimula la formacién de 20-HETE.

EETS —=

20-HETE

__— Inhibicién

Efectos Tubulares
de los Derivados del

CYP-450 11 \\V(
= |

Ilustracién 9. Efectos tubulares de los derivados del CYP-450.

El intercambiador Na*-H* (NHE, Na*/H* Exchanger) es un
transportador de iones de la membrana muy ubicuo responsable de la
salida de iones de hidrégeno intracelulares en intercambio con sodio

extracelular (La Pointe, 2002). De las cinco isoformas conocidas de la
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familia NHE (NHE 1-5), la NHE-3 est4d inequivocamente localizada en
las membranas apicales de los tabulos proximales y en el TALH. El
sodio es reabsorbido activamente por la NHE-3 apical y expulsado a
través de la bomba Na*-K*-ATPasa basolateral (Magyar, 2000).

La atenuacion de la retenciéon de sodio producida por el tratamiento con
clofibrato estaria vinculada a la disminucién hasta niveles normales de
la expresiéon del NHE-3 en la corteza renal. El 20-HETE podria mediar la
actividad del NHE-3 en los tabulos proximales (Dos Santos, 2004).

Por otra parte, los EETs inhiben el NHE en las células mensangiales
glomerulares y participan, asi, en la regulacién de la tasa de filtracion

glomerular (Harris, 1990).

Glomérule «—_ Tubulo colector

Poreion gruesa del
\, Asa ascendente de

uz | Tubulo proximal\ . oo oz Henle intersticio
) . ) Na+ K+ Ca2+ Mg2+
i -~ 2 Cl- ﬁ
Na+ Na+ Na+
FL ANG II K+ FL ANG
> O PTH ; >C Bradikinina
AA Dopamina : AA ABH
cYP s | e o4 | nty
20-HETE 5 RIELTRIE
Q) !
PKC PR+ 2 K+ ~/(-)
A +
(-N Ty 3Na+ ‘_)—_-32I\}I(a+
I 2K+
Na+ - - -~ Cl-
H+ () EET e

Ilustracién 10. Efectos del 20-HETE sobre la reabsorcién de sodio en el tiibulo proximal
y en la porcién gruesa del asa ascendente de Henle (TALH).
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3.3. Porcion Gruesa del Asa Ascendente de Henle (TALH)

Escalante y Carroll et al. fueron los primeros en descubrir al 20-HETE
como el principal metabolito del AA producido en las células del TALH
y que el 20-HETE disminuye la actividad del cotransportador Na*-K*-
2CI en este segmento de la nefrona (Carroll, 1991; Escalante, 1991, 1994;
Ito, 2001).

El canal 70-ps de K* (ROMK, rat outer medulla K* channel), localizado
en la membrana apical del TALH, es responsable del reciclaje de potasio
hacia el lumen del TALH. El reciclaje de K* por el canal ROMK es
necesario para el cotransportador Na*-K+-2Cl- (Wang, 1995).

El bloqueo de este canal de K* por el 20-HETE limita la disponibilidad
de K* para el cotransportador Na*-K+-2Cl-. Ademas reduce el potencial
transepitelial lumen-positivo que proporciona la fuerza necesaria para la
reabsorcion pasiva de cationes (Na*, K¥, Ca*? y Mg*?) en esta porciéon de

la nefrona.

3.4. Conducto colector

Los EETs son los principales metabolitos CYP de AA producidos en el
tabulo colector (Hirt, 1989). Los EETs bloquean los canales de Na*
epiteliales (ENaCs) localizados en la membrana apical del tabulo
colector de la corteza renal e inhiben el transporte de sodio

probablemente mediante la formacién de PGE2 (Bickel, 2001).
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(-) Bomba Na*-K+-ATPasa

(-) Intercambiador 3Na*-H* (NHE)

(-) Canal de K* de médula externa renal (ROMK)
(-) Cotransportador Na+-K+*-2CI-
(]) Potencial lumen-positivo

(-) Canales de Na* epiteliales (ENaCs)

Ilustracién 11. Efectos de los derivados del CYP en la nefrona.

4. EFECTOS DE LOS FIBRATOS SOBRE LA FUNCION TIROIDEA

4.1. Receptores tiroideos (RT)

Las hormonas tiroideas estdn implicadas en la regulaciéon de muchos
procesos fisiolégicos y del desarrollo (Forrest, 1994; Freake, 1995; Silva,
1995). La hormona triyodotironina (Ts3) y su precursora tiroxina (Tas)
también juegan un papel fundamental en el sistema cardiovascular, tal
como la regulacion de la frecuencia cardiaca, gasto cardiaco y contenido
lipidico (Wikstrom, 1998).

Las hormonas tiroideas acttian a través de receptores nucleares
hormonales (RT). En los mamiferos existen dos genes diferentes (RTa y
RTB) que codifican cuatro receptores nucleares (RTal, RTa2, RTAB2 y
RTAB3) (Lazar, 1998; Mitsuhashi, 1988). Estos receptores se unen a

diferentes ligandos y actdan como factores de transcripcion.
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Las proteinas del gen RTa tienen distintas propiedades: RTal se une a
las hormonas tiroideas (HT) y regula la expresion de genes diana,
mientras que RTa2 se une a hormonas desconocidas. Su funcién no esta
clara, aunque se ha sugerido que reprime las funciones de RTal
(Koening, 1989; Katz, 1995). El papel de RTB en la mediacién de los
efectos de las HT est4 dilucidado en parte. En el sindrome de resistencia
generalizada a HT (GRTH, generalized resistance to thyroid hormone)
debido a una anormalidad genética del gen RTf, los pacientes sufren
una elevacion de los niveles de HT con niveles paradéjicamente
normales de TSH, retardo mental y del crecimiento y déficit de
atencion/hiperactividad (Refetoff, 1994). Esto indica que los RTP
participan en la regulacion de la expresion de los genes TSH y de la
hormona de crecimiento en la glandula pituitaria y son imprescindibles
para ciertas funciones neuronales.

Ademas de por su unién a las HT (ligandos), la actividad de estos
receptores nucleares esta regulada por la activacién de sus genes
precursores, su unién con cofactores, su dimerizacioén, su interacciéon
con otros receptores nucleares, la secuencia del elemento de respuesta
en el ADN a transcribir y por la fosforilaziéon post-transcripcional.
(McClure, 2005; Mynatt, 1994; Hyyti, 2006).

La expresiéon génica de los RT y de los receptores de &cido retinoico
(RAR) puede ser determinada mediante la cuantificaciéon de los niveles

de ARNm de las isoformas RTal, RTB1y del ARNm de los RARP.

35



Introduccion

El tratamiento con clofibrato reduce la expresion génica de los
receptores RTal de las HT en el higado de ratas (Luci, 2006). Estos
hallazgos concuerdan con un estudio en el que el benzafibrato (BZF)
inhibe a los RT en el higado de ratas. Esta inhibicion de los RT es debida
a la activaciéon de los receptores PPARa y es concomitante con el
incremento de la expresion de los receptores PPAR en el higado de rata

(Bonilla, 2000, 2001).

4.2. Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)

La funcién biolégica de los receptores PPARa fue inicialmente limitada
al catabolismo de lipidos y proliferacion de peroxisomas en el higado
(Issemann, 1990). El descubrimiento de que los PPARa estan en
diferentes tipos de células ha ampliado recientemente sus posibles
funciones y efectos biolégicos (Bishop-Bailey, 2000).

Los ligandos para los receptores PPAR son de forma natural los &cidos
grasos aunque otras sustancias como el clofibrato también pueden
actuar como ligandos (Luci, 2006). La activacion de los receptores
nucleares PPAR produce la expresién de numerosos genes implicados
en la B-oxidacion, cetogénesis y gluconeogénesis en las mitocondrias y
en los peroxisomas (Mandard, 2004). Ademas los PPAR son
reguladores de la diferenciaciéon y proliferacion celular (Akiyama, 2004;

Di-Poi, 2002; Gupta, 2004; Harman, 2004; Patsouris, 2004; Wang, 2003).
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Los PPARa intervienen en la oxidacién de dcidos grasos, hidroxilacién
de acidos grasos, lipoproteinas, bilis y aminodcidos, homeostasis de la
glucosa, inflamacion y otras rutas metabdlicas. Numerosas enzimas son
reguladas por los PPAR (Way, 2001): proteina de unién a los acidos
grasos (FABP), lipoprotein-lipasa (LPL), piruvato deshidrogenasa kinasa
(PDK4), transportador de glucosa sensible a insulina (GLUT4), carnitin
palmitoil transferasa muscular (mCPT), acil-CoA deshidrogenasa de
cadena media (MCAD), proteina desacoplante (UCP), etc.

El amplio espectro de genes regulados por los PPAR sugiere que estos
receptores estan integrados con otras rutas de sefalizacién para
garantizar respuestas celulares precisas a los estimulos hormonales y
nutricionales, y asi mantener la homeostasis (Newaz, 2004; Hyyti, 2006).
Se han identificado al menos 3 isoformas de PPAR (PPARa en el
cromosoma 22 regiéon 22q12-ql3.1, PPARy en el cromosoma 3 en
posicion 3p25, PPARS() en el cromosoma 6 en posiciéon 6p 21.1-p21.2)
(Chawla, 1994; Kliewer, 1994; Marcus, 1993; Mukherjee, 1994; Tontonoz,
1994) que pueden ser activadas por diferentes sustancias proliferadoras
de peroxisomas y es posible medir la actividad transcripcional de sus
correspondientes genes (Reddy, 1994; Kliewer, 1994). La activaciéon de
los PPAR puede ser evaluada mediante la cuantificacion del ARNm del
PPARa y del ARNm de la Acil-CoA oxidasa (ACO) (Bonilla, 2001). La
ACO es un prototipo de gen regulado por los PPAR y es un buen
indicador de la actividad de estos receptores (Roberts, 2000). Las
diferentes respuestas a los proliferadores de peroxisomas segtn el tejido
y la especie pueden depender de la farmacocinética, la abundancia de
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las isoformas PPAR y de sus proteinas auxiliares, la naturaleza de

PPREs en los genes respondedores y, en cierta medida, de los niveles de

B

N
£
»

hormonas.

i

Ilustracién 12. Efectos protectores de los fibratos sobre el sistema cardiovascular.

Los PPARa estan altamente expresados en el rifién, especialmente en las
células del tabulo proximal (TP). De hecho la f-oxidaciéon mediada por
PPARa de los acidos grasos de cadena larga ocurre predominantemente
en el segmento S3 del TP y representa un importante mecanismo para la
produccién de energia en la corteza renal. Ademas, las enzimas de la -
oxidacién de &cidos grasos, que se encuentran en las mitocondrias,
peroxisomas y microsomas de este segmento de la nefrona son muy
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importantes para la preservacién de la funcién renal después de algtn
dafio en el rifion (Bell, 1992; Dreyer, 1992; Lehir, 1982; Portilla, 2000).
Ademas, los activadores de PPARa inhiben la sintasa del 6xido nitrico
inducible (iINOS) en macréfagos y previenen la expresion de la
interleukina 6 (IL-6) y de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) inducida por
interleukina 1 (IL-1) asi como la expresion de la endotelina 1 (ET-1)
inducida por trombina (Delerive, 1999; Fruchart, 1999).

La activacion de los PPARo también inhibe la proliferacion de las
células del musculo liso vascular e induce la apoptosis en macréfagos
humanos y miusculo liso vascular (Staels, 1998; Poynter, 1998; Chinetti,
1998; Terano, 1999; Diep, 2000). La activaciéon de los PPARa disminuye
la expresiéon de genes miociticos y proinflamatorios. Estos efectos
pleiotrépicos de los activadores de los receptores PPARa sobre el perfil
lipidico plasmatico y la inflamacion de la pared vascular contribuyen a

la inhibicién de la aterogénesis.

4.3. Interaccion RT-PPAR

Numerosos estudios han examinado la funcion de los RT y de los PPAR
desde que los PPAR fueron descubiertos a principios de los afios
noventa (Hyyti, 2006). Diferentes estudios describen una atenuacién o
una potenciaciéon de la actividad de los PPARa producida por los RT
(Bogazzi, 1994; Chu, 1995; Hunter, 1996; Miyamoto, 1997). Ruiyin et al.

demostraron que la activacion transcripcional mediada por los PPAR de
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los genes que codifican las enzimas de la f-oxidacién es reprimida por la
T3 y que la acciéon de los RT puede ser también inhibida por los PPAR
(Ruiyin, 1995).

Sobre la base de su homologia estructural, esta superfamilia de
receptores nucleares de hormonas se ha dividido en dos subfamilias
(Issemann, 1990). Una subfamilia incluye receptores para las hormonas
esteroideas (glucocorticoides, progesterona, andrégenos, estrégenos y
mineralocorticoides) y la otra incluye al receptor de la 3, 3%, 5-triyodo-L-
tironina (Ts) (RT), receptor del acido retinoico (RAR), receptor X
retinoide (RXR) y receptor de la vitamina D3 (VDR). Esta subfamilia tipo
2 de la superfamilia de receptores nucleares cuenta con 48 miembros en
la especie humana (Kastner, 1995).

Los PPAR, al igual que los RT y los RAR son factores de transcripciéon
inducidos por ligandos lipofilicos (Hyyti, 2006; Bonilla, 2001; Zhou, 2005)
y por sustancias proliferadoras de peroxisomas (PP) y tienen la
habilidad de formar heterodimeros con los RXR u otros receptores
nucleares (Gearing, 1993) y asi actuar sobre los elementos de respuesta
localizados en las regiones promotoras de los genes diana y regular la
expresion de estos genes (Chu, 1995; Simpson, 1997; Gearing, 1993;
Kliewer, 1992; Zhou, 2005).
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Ilustracién 13. Interaccién entre los receptores RT, PPAR y RXR sobre la expresion de
los genes.

Después de la unién del ligando con su correspondiente receptor
(PPAR=4cidos grasos, fibratos, proliferadores de peroxisomas;
RXR=4cido cis-retinoico; RT=hormonas tiroideas) se forman dimeros
entre estos receptores. Estos complejos heterodiméricos reconocen la
repeticion de una secuencia especifica de 6 pares de bases, (A/G) GG T
(C/G/A) A, enel ADN de los genes CYP4A, denominada elementos de
respuesta a los proliferadores de peroxisomas (PPREs), que estin
separadas por 1 o 2 pares de bases (bp) (Kliewer, 1992; Tugwood, 1992;
Delerive, 1999; Aldridge, 1995; Muerhoff, 1992). Una vez unidos, los

receptores reclutan proteinas coactivadoras, tales como la PPARS-
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coactivador-1 (PGC-1) en el corazén (Hyyti, 2006) y comienza la

transcripcion de los genes (Zhou, 2005).

La modulacién de la acciéon de los receptores PPAR por otros miembros
de la superfamilia de receptores nucleares puede ocurrir a diferentes
niveles:

1) Competicién por los PPREs:

Existe una competicion entre los diferentes receptores nucleares por su
unién a los PPREs del ADN que depende de la capacidad de estos
receptores para reconocer las secuencias (A/G) G G T (C/G/A) A
(Hyyti, 2006).

La unién por competencia de otros receptores nucleares a los PPREs
puede impedir la acciéon de los PPAR en estos sitios o posiblemente
permitir a los PPREs servir como elementos de respuesta de otros
receptores de esta superfamilia y sus ligandos, por ejemplo, el factor de
transcripcion promotor de la ovoalbumina de pollo (COUP-TF) requiere
la induccién hormonal de los genes diana de VDR, RT, RAR, y PPAR, a
través de su uniéon competitiva a varios elementos de respuesta
hormonal (Cooney, 1992; Miyata, 1993; Chu, 1995).

2) Competicion por el RXR:

Una segunda forma de modulacién de la transcripciéon de genes por
otros receptores nucleares podria ser a nivel de la heterodimerizacion
con el receptor X retinoide (RXR), la cual es esencial para la acciéon de los
PPAR. La modulaciéon de la activaciéon de los PPAR por los RT, y
posiblemente por otros receptores nucleares de hormonas, sugiere que
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las respuestas pleiotropicas inducidas por las sustancias proliferadoras
de peroxisomas (PP) como el clofibrato, pueden ser el resultado de una
acciéon integrada de mdultiples miembros de la superfamilia de
receptores nucleares de hormonas.

Puesto que todos los miembros de la segunda familia de receptores
nucleares de hormonas son capaces de formar heterodimeros con RXR,
la cantidad y actividad de otras rutas de sefializaciéon de los receptores
nucleares que utilizan RXR pueden modular la acciéon de los PPAR
controlando asi la actividad de los PPAR mediante la biodisponibilidad
limitada de la proteina RXR (Bonilla, 2001). Se ha demostrado que existe
una competicion entre RT, RAR y PPAR para su unién a los RXR
(Lehmann, 1993). En estas competiciones, la formacién de
heterodimeros entre los receptores, o la formacién de homodimeros del
receptor individual, estd controlada por la presencia del ligando a ese
receptor. Los RT secuestran los RXR desde los complejos PPAR-RXR
(Chu, 1995; Hunter, 1996, Miyamoto, 1997). Similarmente, los PPAR
secuestran los RXR desde los complejos RT-RXR (Araki, 2005; Dillmann,
2002; Miyamoto, 1997).

En ausencia de RXR, el receptor PPAR es incapaz de unirse a los PPREs
(Gearing, 1993). Asi, el RXR juega un papel crucial en la ruta de
sefializaciéon inducida por los proliferadores de peroxisomas (PP).

Las formas mutantes de receptores RAR (RAR 403) (Imakado, 1995) y de
receptores RT no son capaces de inhibir la actividad de los receptores
PPAR, lo cual es debido probablemente a su deficiente capacidad para
formar heterodimeros con los receptores RXR y su incapacidad para
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secuestrar los RXR desde los complejos PPAR-RXR. Esto indica que la
heterodimerizaciéon con RXR es un factor clave en las interacciones RT-
PPAR. Aunque estos mutantes con una heterodimerizacion defectuosa,
tienen también una pobre unién al ADN, la falta de inhibicién es mas
probable que sea debida a las interacciones defectuosas con RXR y otros
partners diméricos que a su deficiente unién al ADN (Chu, 1995).

Del mismo modo los PPAR pueden formar un heterodimero con RT en
soluciéon y subsecuentemente afectar la homodimerizacion de los RT
sobre los elementos de respuesta de hormonas tiroideas (Bogazzi, 1994)
aunque este efecto es improbable que sea cuantitativamente tan
importante como el efecto de competicion de los PPAR por los RXR
(Meier-Heusler, 1995).

3) Competicién por cofactores:

Ademas, el proceso de transcripcion estd regulado por la interacciéon
entre los diferentes receptores nucleares (RAR, RT, PPAR) mediante una
competicion para conseguir cofactores (co-activadores y co-represores).
Se han descrito numerosos co-factores: co-activador del receptor
esteroideo (SRC), proteina de unién CREB (CBP), proteina asociada a RT
(TRAP), co-activador de PPARS (PGC) represor nCOR (Smith, 2004).

4) Espaciamiento entre los elementos de respuesta:

La activaciéon de los elementos de respuesta de los proliferadores de
peroxisomas (PPREs) en el ADN por los RT y por los PPAR esta
modulada por el espaciamiento entre las repeticiones en la secuencia de
ADN (Chu, 1995). Los VDR, RT y RAR regulan su unién a los RXR
mediante el reconocimiento directo de repeticiones de las secuencias
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(A/G) GGT (C/G/A) A espaciadas por 3, 4 o 5 pares de bases
respectivamente (Nagaya, 1992).

5) Regulacién por los ligandos:

La T3 reduce la formaciéon de homodimeros RT y promueve la formacién
y activacion de heterodimeros RT-RXR (Nagaya, 1992, 1993). La
inhibicién mediada por RT de la accion de los PPAR ocurre en presencia
y ausencia de T3, aunque es mayor cuando el ligando est4 presente, esto
sugiere que alguna potenciacion de la heterodimerizaciéon RT-RXR
puede ocurrir en presencia del ligando.

6) Modulacién por PPAR agonistas:

Las drogas proliferadoras de peroxisomas (PP) como el clofibrato,
activan la expresion de los genes a través de la potenciacion de la
formacion de heterodimeros PPAR-RXR y su unién a los PPREs
presentes en los genes diana (Kliewer, 1992). Ensayos de transfecciéon
indican que los complejos PPAR-RXR pueden responder tanto a los PP

como al acido 9-cis-retinoico mediante su interaccién con los PPREs.

4.4. Desiodinasas

Ademas de su efecto potenciador de los receptores PPAR-a, es posible
que el clofibrato produzca una inhibicion de la desiodinasa tipo-1
yodotironina que cataliza la transformacién de T4 hasta T3 en los tejidos
periféricos (Visser, 1993; Luci, 2006).

La concentraciéon de ARNm producido para la sintesis de desiodinasa
tipo-II en el tiroides parece estar reducida en cerdos tratados con
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clofibrato. Una actividad reducida de las desiodinasas tipo-II, que
convierten la T4 en T en el tiroides, podria jugar un papel importante en
la concentraciéon disminuida de Ts en el plasma de los animales tratados
con clofibrato. En cualquier caso, la glandula tiroides produce menos
del 20% de la Ts total por lo que una actividad reducida de la
desiodinasa tipo-Il es probable que juegue un papel menor en la

concentracién reducida de Ts (Findlay, 2000).

4.5. Proteinas transportadoras

Las concentraciones reducidas de hormonas tiroideas (Ts y Ta)
incrementan la liberaciéon de hormona estimulante del tiroides (TSH)
por la glandula adenohipofisis. De hecho los inductores enziméticos
microsomales elevan la concentracién de TSH en roedores, lo cual, a su
vez, estimula la proliferacion de células epiteliales en el tejido tiroideo
como resultado del estimulo de la glucuronidacion de las hormonas
tiroideas (Curran, 1991; De Sandro, 1991; Saito, 1991; Liu, 1995; Klaasen,
2001).

La globulina transportadora de tiroxina (TBG), la transtiretina y la
albimina son importantes proteinas transportadoras en el plasma. Estas
proteinas son sintetizadas en el higado. La expresion de los genes de
estas proteinas en el higado parece estar reducida por el tratamiento con
clofibrato (Motojima, 1992, 1997).

En cerdos tratados con clofibrato se ha observado una disminuciéon de

las concentraciones hepéaticas del ARNm de las proteinas implicadas en
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el transporte de hormonas tiroideas, tales como la globulina de unién a
la tiroxina (TBG), transtiretina y albimina, ademas de una disminucién
de receptores al de estas hormonas tiroideas (RTal) (Visser, 1993;
Brouwer, 1989, 1991; Luci, 2006). En ratas, la transtiretina es la mas
importante proteina plasmatica transportadora de hormonas tiroideas.
Se ha observado que el clofibrato diminuye la concentracion de ARNm
del gen de la transtiretina no peroximal (prealbumina) de forma
paralela al incremento de las concentraciones de ARNm de Ia
transtiretina peroximal. El clofibrato puede disminuir la expresiéon del
ARNm de proteinas reguladas por muchas, aunque no todas las
hormonas esteroideas.

En ratones, la activacion de los receptores PPARa por los proliferadores
de peroxisomas induce la represién transcripcional de los genes para la
sintesis de transtiretina y alfa2u-globulinas (Motojima, 1997). Esta
represion depende fuertemente de la especie y tipo de ratén y del tipo
de proliferador utilizado, y es independiente de los niveles de PPARa y
su partner de heterodimerizacién, RXR. En ratones PPAR-null, con
déficit de receptores PPAR, no se observa esta reduccién, lo cual sugiere
que la expresiéon de estos genes puede estar inducida mediante la
activacion de los PPARa por el clofibrato. Por tanto, el tratamiento con
clofibrato disminuye no solo las concentraciones plasmaticas de
hormonas tiroideas sino que también disminuye la capacidad de

transporte de las hormonas tiroideas.

47



Introduccion

4.6. Glucuronidacion

La tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3) son desactivadas por las uridin-
difosfato-glucoronil-transferas (UGT) hepaticas (Jemnitz, 2000; Luci,
2006).

La activacion de los PPARo puede modular las enzimas que
metabolizan diferentes sustancias (Rushmore, 2002; Zhon, 2005). Se ha
demostrado que algunas isoformas de UGT (UGT 1A9 y UGT2B4) son
producidas por genes controlados por los PPARa (Berbier, 2003).

Los fibratos actian como inductores microsomales para las UGT, asi el
ciprofibrato estimula la glucuronidacién de T4 y en menor medida de Ta.
La glucuronidacion de T4 es inhibida en ratas defectuosas genéticamente
en el gen que codifica las isoenzimas bilirrubin-UGT y fenol-UGT,
mientras que la glucuronidacién de Ts no se ve afectada (Barter, 1992;
Visser, 1993). Por otra parte, la glucuronidacién hepética de Ts esta
fuertemente disminuida en ratas defectuosas genéticamente para la
sintesis de androsterona-UGT, mientras que la glucuronidacién de Ty es
normal (Beetstra, 1991; Visser, 1991, 1993; Van Raaij, 1993). Por tanto, en
ratas, la T4 es un sustrato para la bilirrubin-UGT (UGT 1A1) y fenol-
UGT (UGT1A6), mientras que la Ts es sustrato para la androsterona-
UGT. La rTs es incluso un mejor sustrato para las mismas isoenzimas
UGT que glucuronizan la T4 (Visser, 1993; Beestra, 1991; Magdalon, 1993;
Viollon-Abadie, 1999, 2000; Vansell, 2002).

El tratamiento con clofibrato incrementa la actividad de bilirrubin-UGT
en ratones, ratas y cerdos. Sin embargo disminuy6 la actividad de la
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tenol-UGT. Visser et al. describieron como el tratamiento con clofibrato
durante 4 dias en cerdos (200mg/kg/dia) produjo una disminucién del
27% en los niveles plasmaticos de Ts;, mientras que la T4 y FI4 no
disminuyeron significativamente y la TSH no vari6. Ademas el
clofibrato produjo un aumento del 20% en la actividad de la bilirrubin-
UGT, una disminucién del 30% de la actividad de la fenol-UGT y no
produjo cambios en la actividad de la androsterona-UGT (Visser, 1993).

Al contrario que en las ratas, en ratones el tratamiento con clofibrato no
produjo modificaciones de la actividad de T3-UGT ni de la Ts-UGT, ni
de la concentraciéon plasmatica de HT. Estos estudios muestran
diferencias entre especies en cuanto a los efectos del clofibrato sobre el

metabolismo hepatico de las HT (Luci, 2006).

Cerdos U A
Ratas L | lll Nodeterminado

2

Ilustracién 14. Efectos del tratamiento con clofibrato sobre los niveles plasmaticos de
hormonas tiroideas.
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5. EFECTOS DE LOS FIBRATOS SOBRE EL STRESS OXIDATIVO

5.1. Fibratos y 6xido nitrico

La funcién cardiovascular estd regulada por el equilibrio entre el NO y
los radicales libres tanto en condiciones fisiologicas (Zou, 2001; Majid,
2002; Wilcox, 2000) como patolégicas (Navar, 1996; Haque, 2004). Una
disponibilidad baja de NO puede conducir a disfuncién endotelial e
hipertrofia de las células vasculares (Malo, 2003). De hecho, la
produccién incrementada de especies reactivas de oxigeno (ROS)
especialmente del anién superéxido (O2), contribuye significativamente
a las alteraciones funcionales y estructurales en la hipertension (Beswick,
2001; Cowley, 200; Newaz, 2005).

Los radicales superéxido (O2) y el oxido nitrico (NO) pueden
combinarse quimicamente para formar peroxinitritos que oxidan el
acido araquidénico (AA) para formar F2-isoprostanos (Huie, 1993). Los
F2-isoprostanos ejercen un potente efecto vasoconstrictor y
antinatriurético (Takahashi, 1992).

Los efectos beneficiosos sobre la funcién cardiovascular de los fibratos,
prototipo de ligandos PPAR, parecen estar influenciados por el sistema
NO/NOS (Tabernero, 2002). En efecto, la observacion clinica indica que
el tratamiento con activadores PPARa, como los fibratos, disminuye la
progresion de lesiones arteriosclerdticas (Ericsson, 1996; Frick, 1997), un
efecto que podria ser adscrito al incremento de NO, el cual es conocido

por ser antiaterogénico y antiinflamatorio (Dandona, 2002).
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Sin embargo, los efectos de los ligandos PPARa sobre la produccién de
NO no estan claros y es tema de investigacion con resultados
contradictorios entre laboratorios.

El hecho de que el clofibrato, un ligando PPARa, carece de efectos sobre
la actividad NOS en los ratones carentes de receptores PPARo (PPARa-
KO) pero si incrementa la actividad NOS en ratones control, apoya la
idea de que el PPAR« es necesario para la producciéon de NO/expresion
NOS. Sin embargo, en otros estudios, el clofibrato inhibe la expresiéon
iNOS en ratones PPARa-KO, lo cual sugiere que el efecto del clofibrato
sobre la produccién de NO podria ser independiente de la activacion de
los PPARa. En este sentido, se ha observado una disminucién de la
expresion de la iNOS producida por los activadores PPARa en células
astrogliales (Pahan, 2003) y en macréfagos (Delerive, 1999) o bien un
aumento de la actividad de la iNOS en células mesangiales estimuladas
por citokinas (Cernuda-Morollon, 2002). Por tanto el clofibrato parece
tener efectos sobre la iNOS pero no parece tener efectos sobre la
expresion de la eNOS ni de la nNOS.

El posible efecto amplificador de la expresiéon de la iNOS por los
activadores PPARa es consistente con el hecho de que los activadores
PPARo mejoran la vasodilatacion por NO mediada por el endotelio
(Diep, 2002).

El incremento de la actividad basal de la NOS suele ir acompanado de
una disminucién de la producciéon de hidroxiperéxidos lipidicos. El

clofibrato produce wuna disminucion de la generacion de
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hidroxiperoxidasa en ratones control, pero no es capaz de actuar en
ratones carentes de receptores PPARo (PPARa-KO). La generaciéon de
radicales libres disminuye conforme aumenta la actividad de la NOS en

ratones tratados con clofibrato.

5.2. Fibratos y stress oxidativo

La NAD(P)H oxidasa es la fuente de produccién basal de anion
superdxido (O2-) en las células del musculo liso vascular (Berry, 2000).
En los pacientes con hipertension esencial los ligandos PPARa
diminuyen directamente la expresiéon de la NAD(P)H oxidasa o bien
acttan indirectamente a través de la disminucién de la sintesis de
agentes hormonales que son estimulantes conocidos de la actividad de
la NAD(P)H oxidasa y de la generacion de radicales libres (Inouse, 2001;
Touyz, 2001; Kanie, 2003).

El modelo de hipertensién animal DOCA /sal (ratas uninefrectomizadas
con DOCA subcutanea y dieta salina) (Schiffrin, 1996) se caracteriza por
un incremento de la actividad NAD(P)H oxidasa (Beswick, 2001) y una
disminucién de la actividad y expresion de la NOS (Sullivan, 2002). El
benzafibrato (BZF) disminuye la actividad de los 8-isoprostanos y
disminuye la expresion de la NAD(P)H oxidasa en el plasma e
incrementa la excrecién urinaria de NO. Los ligandos PPARa son
capaces de revertir el aumento de presiéon sanguinea en este modelo,
probablemente debido a la disminucién de la actividad NAD(P)H
oxidasa, al incremento en la produccién de NO, a la disminucién de
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especies reactivas de oxigeno (ROS) y a la disminucién de niveles
plasmaticos de 8-isoprostanos. Ademas la estimulaciéon de la actividad
de los receptores PPARa disminuye la produccion de endotelina 1 (ET-1)
y su actividad prooxidante que también estd incrementada en este
modelo de hipertension (Ogata, 2002). La disminucién en la actividad
NAD(P)H oxidasa producida por la activacion de los receptores PPARa
podria derivarse de la disminucién de niveles de ET-1 puesto que la ET-
1 es un conocido estimulante de la actividad de la NAD(P)H oxidasa y
de la generaciéon de radicales libres (Inouse, 2001; Kanie, 2003). Los
ligandos PPARa ejercen una accién antihipertensiva y protectora renal
en este modelo animal. Esta observacién contrasta con la hipertension
en ratas SHR y la inducida por ANG II, en las cuales, los ligandos
PPARo no atentian el aumento de presiéon sanguinea (Iglarz, 2003).
Todos estos estudios experimentales se corresponden con otros datos ya
observados anteriormente, tales como: que la activacion de los
receptores PPARa da lugar a la induccién de enzimas antioxidantes
(Kersten, 2000), que los fibratos aumentan el ARNm para la Cu*2/Zn*?
superoxido dismutasa (SOD), que los fibratos disminuyen el ARNm
para la NAD(P)H oxidasa en células endoteliales humanas cultivadas
(Inouse, 2001) y que los fibratos disminuyen la expresiéon de la
subunidad p22 phox de NAD(P)H oxidasa vascular en la diabetes
(Inoue, 1998).

Por tanto, las interacciones entre receptores PPARa, NO y NAD(P)H

oxidasa juegan un papel importante en la regulacién de la funcién

53



Introduccion

cardiovascular. Asi, aparte de la disminuciéon de ET-1, la activacion de
los receptores PPARa por el clofibrato contribuye a la regulacién de la
presion sanguinea y ejerce un efecto protector en la hipertension
mediante un mecanismo que incluiria un aumento en la produccién de
6xido nitrico, disminuciéon en la actividad NAD(P)H oxidasa y
disminucion en la generaciéon de radicales libres. Sin embargo, no est4
claro que éstos sean los mecanismos primarios para los efectos
tisiol6gicos de los ligandos PPARa, ni en que medida el efecto mediado
por los PPARa sobre los radicales libres contribuye a la regulacion de la

presion sanguinea.

HEMO-proteinas

CYP enzimas

| -
. et
e S 1 20-HETE

Ilustracién 15. Interaccién entre 20-HETE, 6xido nitrico y monéxido de carbono.
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5.3. Oxido nitrico y actividad citocromo P-450

Los genes CYP codifican las hemoenzimas de membrana que catalizan
la oxidacién dependiente de NAD(P)H de numerosas sustancias
(Nelson, 1996; Scarborough, 1999). Estas enzimas CYP requieren
NADP)H reductasa y CYPb5 (NADH/NADPH oxidasa) como
cofactores (Capdevila, 1981). La oxidacion de CYPb5 es una gran fuente
de aniones superdxido (O2-) y esto hace que el metabolismo del AA por
las enzimas CYP contribuya al stress oxidativo (Bondy, 1994; Puntarulo,
1998).

Tanto el NO sintetizado en la célula endotelial como el generado a partir
de un dador (nitroprusiato sédico), se unen al grupo hemo de la
guanilatociclasa soluble (GCs) causando un cambio conformacional en
la enzima que la hace activa, con el consiguiente aumento de la
concentracion intracelular del 3',5'-guanosina monofosfato ciclica (GMPc)
(Schmidt, 1993; Ignarro, 1984; Rapoport, 1983). A su vez, este segundo
mensajero intracelular, provoca la apertura de canales de K*
hiperpolarizando la fibra muscular lisa y disminuyendo el contenido
intracelular del i6n calcio. EI NO también podria ejercer efecto directo
sobre los canales de KCa de la célula muscular. También se ha
demostrado que el NO puede regular la presién sanguinea por otros
mecanismos, por ejemplo, la inhibicion que puede ejercer sobre la
enzima citocromo P-450 (CYP-450). Wink et al., han informado que el
NO inhibe a las familias 1A y 2B1 del CYP-450 (Wink, 1993).
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Ademas, Alonso-Galicia et al. observaron como al exponer microsomas
renales a compuestos donantes de NO, como el nitroprusiato de sodio
(NPS) y el 1-propanamina,3(2-hidroxi-2nitroso-1-propilhidrazino)
(papanonoato), la sintesis de 20-HETE es inhibida (Alonso-Galicia, 1997).
Por tanto, el NO inhibe al enzima CYP-450, disminuye la formacién de
20-HETE y su efecto vasoconstrictor sistémico. En este sentido
Tabernero et al. demostraron que el fenofibrato mejora la vasodilatacion
mediada por el NO endotelial, mediante un incremento de la actividad
antioxidante en los vasos sanguineos de ratones. Los estudios realizados
aun no han caracterizado en su totalidad los efectos producidos por el
NO sobre el metabolismo del AA via CYP, ni la repercusién de esta
interaccién sobre la regulacién de la presion sanguinea (Tabernero, 2002;

Diep, 2002).

5.4. Oxido nitrico y funcién renal

Newaz et al. observaron que el clofibrato y el fenofibrato incrementan la
produccion de NO en el rifibn y producen un aumento en la
correspondiente excrecién urinaria de NO y de nitratos y nitritos
(Newaz, 2004, 2005).

El NO generado dentro del rifion controla la tasa de filtraciéon
glomerular (TFG), el flujo sanguineo renal (FSR) y medular total, la
curva de presién-natriuresis, el transporte epitelial de sodio y la
produccién de varios factores vasoactivos, como la angiotensina (Kone,
1997; Ito, 1995; Bachmann, 1994).
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En el rifdn, la infusién de sustancias que inducen la liberacién de NO en
los vasos renales, como la acetilcolina, incrementa el volumen de orina y
la excreciéon de sodio (Majad, 1993). Por el contrario, la infusién de
inhibidores de la producciéon endégena de NO produce una
disminucién de la diuresis y la natriuresis (Lahera, 1991). En estos
estudios, el efecto diurético y natriurético del NO no estuvo
acompafiado por cambios proporcionales en la TFG y en el FSR,
indicando que el NO regula el transporte de sodio en la nefrona.

El NO inhibe la isoforma ol de la Na*-K*-ATPasa en el tabulo proximal
(TP) probablemente mediante la activacién de la protein-kinasa C (PKC)
o mediante la inhibiciéon de la protein-kinasa A (PKA) (Ellis, 2000 ;
Fisone, 1995, 1998). Las 3 isoformas de la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS) se expresan directamente por todo el rifién siendo la isoforma
iNOS expresada en el TP la responsable de la produccién de NO en este
segmento (Morrisey, 1994; Wilcox, 2000; Ahn, 1994).

Por tanto, el NO es un importante regulador endégeno de la actividad
de la bomba Na*-K*-ATPasa en el tibulo proximal (TP). Basdndose en la
co-expresion de PPARa e iNOS en el TP y en el hecho de que la
activacion de los receptores PPARo por sus ligandos modula la
producciéon de NO en células no renales, como el tejido vascular y los
macréfagos podemos plantear la hipétesis de que los activadores de
PPARo regulan el transporte tubular renal de Na* mediante un

incremento del transporte de iones en el TP a través de una disminuciéon
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de la actividad Na*-K*-ATPasa via producciéon de NO (Newaz, 2004;
Wang, 2002; Wu, 1999; McKee, 1994).

6. OTRAS ACCIONES DE LOS FIBRATOS

6.1. Fibratos-Endotelina

La inhibicién de la sintesis de derivados CYP450 del acido araquidonico
(CYP450-AA) reduce grandemente la habilidad de la endotelina (ET-1)
para producir vasoconstricciéon renal y atentia su respuesta natriurética-
diurética (Ebner, 1993). Todo esto sugiere que el 20-HETE u otro
metabolito CYP450-AA actia como segundo mensajero regulando el
efecto vasoconstrictor renal y el efecto sobre la reabsorcion tubular de la
ET-1.

La excreciéon urinaria de 20-HETE aumenta a la par que la ET-1,
sugiriendo que la produccién endégena de 20-HETE esté en relacién con
la produccién de ET-1. De hecho la liberacién de 20-HETE en los vasos
renales aumenta tras la inyecciéon de ET-1 en el rifién de rata aislado.
Ademas el 20-HETE es el tnico producto que tiene un perfil biolégico,
vasoconstricciéon y natriuresis, similar al de la ET-1.

Por tanto la respuesta hemodindmica y excretora renal de la ET-1 es

dependiente del 20-HETE que acttia como segundo mensajero (Visser,

1993; Wooster, 1991).
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6.2. Fibratos-Mitogénesis

Los EETs y multitud de productos del metabolismo CYP450-AA pueden
actuar como mitogénos (Visser, 1993). Lin et al, demostraron que el 20-
HETE, producido en abundancia por los tabulos proximales renales, es
un potente mitégeno y actda como mediador de la respuesta promotora
del crecimiento del tabulo renal al factor de crecimiento epidérmico
(FCE) (Lin, 1995). Ademaés la acciéon mitogénica producida por la
norepinefrina en el musculo liso vascular implica la activacién por el 20-
HETE de la protein-kinasa activada por mitégenos, mediando los
efectos de crecimiento celular del FCE en el tabulo proximal (Saito, 1991;
Bock, 1973; Ruegamer, 1969) y células mensangiales (Brouwer, 1991).

El modelo hipertensivo DOCA-sal se caracteriza por marcada
hipertrofia del corazén y rifiones, debido al efecto mitogénico de la ET-1
(Brouwer, 1989). El 20-HETE actta como segundo mensajero para el
crecimiento celular promovido por la ET-1 en el sistema cardiovascular.
Por lo tanto los metabolitos CYP450-AA pueden ser mediadores de
lesiéon e hipertrofia cardiaca y renal en la hipertension DOCA-sal y en
otras situaciones hipertensivas.

Por otra parte cabe la posibilidad de que el 20-HETE pudiera actuar por

si mismo como mitogeno.
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Planteamiento y objetivos

Experimento 1: Efectos del Clofibrato sobre las alteraciones inducidas

por el hipertiroidismo

Los fibratos son agonistas sintéticos del receptor alfa activado por los
proliferadores de peroxisomas (PPARa), una subfamilia de la super-
familia de receptores nucleares activados por ligandos tales como &cidos
grasos libres y eicosanoides (Mandard, 2004). Los fibratos han sido
usados clinicamente como agentes hipolipemiantes durante décadas y
mas recientemente se han descrito sus efectos beneficiosos sobre la
funcién cardiovascular (Ericsson, 1996; Bishop-Bailey, 2000; Mandard,
2004; Newaz, 2004) y la hipertensiéon (Sanchez-Mendoza, 2003; Shatara,
2000).

Los receptores de las hormonas tiroideas (RT) pertenecen a una gran
superfamila de receptores hormonales del ndcleo que incluyen a los
esteroides, la vitamina D, los receptores X retinoides (RXR) y a los PPAR
(Yen, 2001).

Se ha observado que existe una interaccion entre los RT y los PPAR lo
cual indica la existencia de vias metabdlicas en las que se produce
mutua competicion por los RXR (Bonilla, 2001; Chu, 1995; Hyyti, 2006).
Los PPAR impiden la unién de los RT con los RXR para formar
complejos RT-RXR mediante la formaciéon de complejos PPAR-RXR.
Esta competicion también sucede para la unién con el ADN entre los RT
y los PPAR en sus respectivos sitios de enlace asi como para los
cofactores que son compartidos entre estos receptores (Hyyti, 2006;

Kahaly, 2005; Yen, 2001).
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Numerosos estudios han demostrado que los fibratos inducen la
actividad de la enzima uridin-difosfato-glucurononil-transferasa (UGT)
(Beetstra, 1991; Jemnitz, 2000; Saito, 1991). Las hormonas tiroideas,
tiroxina (Ts) y triiodotironina (Ts) son substratos de las UGTs y la
glucuronidacién de estas hormonas es la principal ruta metabdlica para
su desactivacion (Jemnitz, 2000).

Los fibratos también interfieren en los mecanismos de transporte,
activaciéon y acciéon de las hormonas tiroideas. El clofibrato reduce la
expresion génica de los transportadores (Luci, 2006; Motojima 1992,
1997), la actividad de las desiodinasas (Luci, 2006) y también reduce la
expresion génica de los RTal en el higado de ratas (Bonilla, 2001) y
cerdos (Luci, 2006).

El mecanismo de interaccién entre las hormonas tiroideas y la activacién
de los PPARa por el clofibrato ha sido estudiado usando varios modelos
experimentales. Todo lo anterior indica que la activacién de los PPARa
tiene diferentes efectos antitiroideos. Sin embargo, todavia no se han
realizado estudios que comprueben esta interaccion en el
hipertiroidismo.

Por estas razones, los objetivos planteados en el presente trabajo han
sido los siguientes:

- Analizar la hipétesis de que la administracién crénica de clofibrato, un
agonista de los PPAR, puede producir una alteracion en la actividad de
las hormonas tiroideas y asi reducir la hipertension arterial provocada

por el hipertiroidismo.
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- Determinar si estos efectos del clofibrato estan asociados a una
modificacién sobre la actividad de las enzimas de la glucuronidaciéon de
las hormonas tiroideas en los principales 6rganos diana del
hipertiroidismo, como el higado, rifién (corteza y médula) y corazén

(ventriculos izquierdo y derecho).

Experimento 2: Efectos del Clofibrato sobre la hipertension provocada

por la dieta rica en sal

El PPARa es expresado en el higado y en tejidos con una alta actividad
metabolica de los acidos grasos, tales como el corazén, rifién, endotelio
y musculo liso vascular, todos ellos relacionados con el control de la
presion sanguinea.

Los efectos antihipertensivos de la activaciéon de los PPARa inducidos
por el clofibrato pueden incluir los siguientes: mayor produccién de
6xido nitrico endotelial (Diep, 2002) y renal (Newaz, 2004), el cual juega
un importante papel homeostético en la respuesta a una ingesta salina
aumentada (Shultz, 1993); menor producciéon de especies reactivas de
oxigeno y actividad NAD(P)H reducida (Newaz, 2005), las cuales estan
aumentadas en ratas con dieta salina (Lenda, 2000); y menor produccién
de ET-1 (Newaz, 2005), también elevada en los modelos salinos de
hipertension experimental (Newaz, 2005; Schiffrin, 2001). Ademas, el
mecanismo responsable de los efectos protectores del clofibrato sobre el
desarrollo de la hipertensién puede también estar relacionado con sus

acciones antitiroideas, puesto que las drogas antitiroideas han
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prevenido la elevaciéon de la presiéon sanguinea en todos los modelos
experimentales de hipertension en ratas estudiados hasta la fecha
(Vargas, 2006). En este sentido nuestro grupo describié (Rodriguez-
Gomez, 2008) que el tratamiento crénico con clofibrato prevenia y
revertia las caracteristicas manifestaciones hemodindmicas y el aumento
de temperatura del hipertiroidismo en ratas y reducia sus niveles
plasmaticos de hormonas tiroideas.

Todos estos datos indican que la activacion de los PPARa puede tener
importantes efectos protectores sobre la funcién cardiovascular e
interferir con los efectos prohipertensivos de la ingesta salina
aumentada, aunque los mecanismos precisos implicados atin no han
sido dilucidados.

Por estas razones, el objetivo planteado en el presente trabajo ha sido
analizar el posible papel de los fibratos sobre los diferentes factores que
intervienen en la hipertension salina, centrando la investigacién en los

efectos antitiroideos del clofibrato.

Experimento 3: Efectos del Clofibrato sobre la hipertension provocada

por L-NAME.

Los efectos beneficiosos en la mejora de la funcion cardiovascular de los
tibratos, prototipo de los ligandos PPARa, como se refirié anteriormente,
no estan claros. Se ha sugerido que estos efectos beneficiosos estan
relacionados con el sistema NO/NOS (Tabernero, 2002). En efecto, las

observaciones clinicas indican que el tratamiento con activadores de los
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PPARa, por ejemplo los fibratos, disminuye la progresion de las lesiones
arterioscleréticas (Ericsson, 1997; Frick, 1997). Este efecto podria deberse
al incremento de NO, el cual posee propiedades antiaterogénicas y
antiinflamatorias (Dandona, 2002). Estas observaciones estin en
consonancia con el hecho de que los activadores PPARa mejoran la
vasodilatacién endotelial mediada por el NO (Diep, 2002) y amplifican
la expresion de la iNOS (Frick, 1987; Fruchart, 1999; Cernuda-Morollon,
2002). Ademas un reciente estudio demostré mediante la medicién de la
excrecion urinaria de nitratos/nitritos que los ligandos PPARa
clofibrato, WY14643 y fenofibrato incrementan la produccién de NO en
el rinén (Newaz, 2004)

Todas estas observaciones indican que los ligandos PPARa incrementan
la produccion de 6xido nitrico (NO) y que la funcién cardiovascular esta
controlada por un equilibrio entre el NO y las sustancias
vasoconstrictoras. Se ha planteado la hipétesis de que la activacion de
los PPARa inclinaria este equilibrio y que éste seria el mecanismo
responsable del efecto protector de los ligandos PPARa sobre el sistema
cardiovascular. De acuerdo con esta hipétesis Newaz et al. demostré
que el benzafibrato reduce la presion arterial y aumenta la excrecion
urinaria de NO en ratas normales (Newaz, 2005). Segun la hipotesis
previamente planteada el efecto antihipertensivo del clofibrato deberia
estar ausente en la hipertension inducida por el bloqueo crénico de la
sintesis de NO, producido por la administraciéon de L-NAME. Ademaés,
teniendo en cuenta el experimento previo que demuestra el importante
papel del efecto antitiroideo del clofibrato en el desarrollo de Ia
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hipertensién producida por un aumento de ingesta sédica, también se
decidi6 evaluar el papel de las hormonas tiroideas en los posibles

efectos del clofibrato en el desarrollo de la hipertension L-NAME.
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Material y métodos

1. FArmacos e instrumentos utilizados

1.1. Farmacos

Clofibrato (Sigma).

Tiroxina (Merck).

L-NAME (Sigma).
Pentobarbital Sédico (Serva).
PBS (Sigma).

Hepes (Sigma).

EDTA (Roche).

PMSF (Sigma).

NaOH (Sigma).

Suero salino heparinizado.

Eter etilico.

1.2. Instrumentos

Balanza (Sartorius, Pacisa).

Centrifuga (Grigel).

Espectrofotometro (Beckman-Coulter).

Estufa (Selecta).

Jaulas metabdlicas individuales (Tecniplast Gazzada, COD).
Pletismoégrafo (Letica).

Autoanalizador Hitachi 912 (Roche).
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Kits de radioimmunoensayo (Diagnostic Products Corporation).
Regulador RTM1 (Cibertec).

Autoanalizador Inmunolite 2000.

Catéter de polietileno (PE-50).

Material de laboratorio (pipetas...).

Morteros de cristal (Omni Internacional, Pais).

Material quirtargico (hilos de sutura, tijeras, mosquitos, pinzas,
catéter...).

Congelador de -80°C.

2. Métodos experimentales

2.1. Animales y distribucién

Para los experimentos realizados en la elaboraciéon de esta tesis se
emplearon ratas macho de la cepa Wistar, suministradas por el Servicio
de Animales de Experimentaciéon de la Comisién de Servicios Técnicos
de la Universidad de Granada.

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con la guia para

cuidados éticos de los animales de la Comunidad Europea.
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Los animales fueron distribuidos de la siguiente forma:

Experimento 1. Efectos del Clofibrato sobre las alteraciones inducidas

por el hipertiroidismo.

a) Efectos del Clofibrato sobre el desarrollo del hipertiroidismo
Control: Grupo control. (n=8).

Clofibrato: Grupo tratado con clofibrato (240 mg/kg /dia). (n=8).
Hipertiroidea: Grupo tratado con Tiroxina (75 pg/rata/dia). (n=8).
Hipertiroidea+Clofibrato: Grupo tratado con Tiroxina (75 pg/rata/dia)
y con clofibrato (240 mg/kg /dia). (n=8).

b) Efectos del Clofibrato en la fase establecida del hipertiroidismo
Control T4: Grupo control tratado con Tiroxina (75 pg/rata/dia). (n=8).
Ts+Clofibrato: Grupo tratado con Tiroxina (75 ng/rata/dia) y con
clofibrato (240 mg/kg /dia). (n=8).

Experimento 2. Efectos del Clofibrato sobre la hipertension provocada
por la dieta rica en sal.

Control: Grupo control. (n=8).

Clofibrato: Grupo tratado con clofibrato (240 mg/kg /dia). (n=8).

Sal 2%: Grupo tratado con sal% (2g/100 ml en el agua de bebida). (n=8).
Sal 2%-+Clofibrato: Grupo tratado con sal% (2g/100 ml en el agua de
bebida) y con clofibrato (240 mg/kg /dia). (n=8).
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Experimento 3. Efectos del Clofibrato sobre la hipertension provocada
por L-NAME.

Control: Grupo control. (n=8).

Clofibrato: Grupo tratado con clofibrato (240 mg/kg /dia). (n=8).
L-NAME: Grupo tratado con L-NAME (75mg/100ml en el agua de
bebida). (n=8).

L-NAME+Clofibrato: Grupo tratado con L-NAME (75mg/100ml en el
agua de bebida) y con clofibrato (240 mg/kg /dia). (n=8).

2.2. Determinacion de la presién sist6lica mediante pletismografia en

rabo

Se determina la presion arterial de forma incruenta en el rabo de la rata.
El sistema utilizado consta de un manguito de presién conectado a una
unidad de insuflado semiautomatica y a la unidad transductora del
pletismografo, a la que también se conecta un sensor neumadtico. La
unidad transductora estd conectada con la unidad de registro visual del
pletismoégrafo (LE 5001, Letica SA, Barcelona).

Se somete al animal a la temperatura de 36°C durante 30 minutos en una
estufa ventilada, con objeto de producir la vasodilatacién de la arteria
del rabo. Alrededor del mismo, y en su extremo proximal, se coloca el
manguito de presiéon. A continuacion se coloca el sensor automético
adecuado a la medida del grosor del rabo de la rata, de modo que quede

ajustado y situado en la cara ventral del rabo junto al manguito.
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La operaciéon puede repetirse transcurrido al menos un minuto. Se
realizan varias determinaciones sucesivas a la misma rata (de 10 a 15
aproximadamente) y se expresa la presién sistélica como la media de
cinco determinaciones sucesivas estables, descartando las primeras y las
altimas.

La presion arterial se determind una vez a la semana a todas las ratas
que previamente habian sido numeradas y clasificadas por grupos,

separdndolas en sus correspondientes jaulas.

2.3. Cateterizacion de la arteria femoral

Tras anestesiar a la rata, se rasura la zona inguinal. Se practica una
incisién longitudinal y se diseca el paquete vasculonervioso, separando
con cuidado la arteria del resto de las estructuras. Una vez realizada la
diseccién de la arteria, se pasan por debajo de ella 3 hilos de lino. Se
procede entonces a ligar distalmente y se clampa proximalmente la
arteria femoral, para después realizar un pequeno corte en la pared
arterial por el que se introduce la canula. Tras hacerla progresar
aproximadamente 1 cm por el interior del vaso en direccién al corazoén,

se inmoviliza anudéndola a la pared vascular con el hilo.
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2.4. Medida de la presién arterial y frecuencia cardiaca por registro

directo

Se determina la presién arterial media y el pulso directamente en la
arteria femoral de la rata no sometida a anestesia (veinticuatro horas
después de la cateterizacion). Para ello se introduce la rata en una jaula
transparente de metacrilato, se retira el tapén que cierra la canula de la
arteria femoral y se conecta con un transductor mediante un circuito
cebado con solucién salina isoténica heparinizada.

El sistema esta integrado por un transductor electromagnético (MacLab),
que convierte en impulsos eléctricos las variaciones de presion ejercidos
sobre su membrana. El transductor esta conectado con un amplificador
(MacLab) conectado a un ordenador donde se recoge el registro grafico
de la onda del pulso y las presiones arteriales sistdlica (PAS) y diastdlica
(PAD), asi como la frecuencia cardiaca. El transductor se calibra
mediante un mandémetro de mercurio en el rango de 0 a 250 mmHg. La
Presion Arterial Media (PAM) se obtiene sumando a la presion

diastodlica un tercio de la Presion Diferencial (P.Dif.).
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3. Protocolos experimentales

3.1. Experimento 1. Efectos del Clofibrato sobre las alteraciones

inducidas por el hipertiroidismo

a) Efectos del Clofibrato sobre el desarrollo del hipertiroidismo

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 280+4 g, que
tueron distribuidas al azar en los grupos descritos en el apartado 2.1.
Todos los animales tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida
correspondiente para cada grupo de estudio. El estado hipertiroideo fue
inducido mediante la administracion subcutdnea (s.c.) de tiroxina
(Merck) de 75 ng/rata/dia disuelta en solucién salina isoténica con 0,5
N NaOH (1/100 v/v), amortiguada a un pH de 7. Se administr6
clofibrato diariamente, 240 mg/kg, disuelto en 0,5 ml de aceite vegetal
por sonda gastrica debido a la baja solubilidad de este compuesto.

El tratamiento fue mantenido durante 3 semanas. Una vez a la semana
se midieron el peso corporal (PC), la presion sistélica en el rabo (PAS) y
la frecuencia cardiaca (FC). La PAS en el rabo y la FC se midieron en
ratas no anestesiadas mediante pletismografia (LE 5001-Pressure Meter,
Letica SA, Barcelona, Espana).

Al final del periodo experimental, se midié la temperatura rectal
(Regulador RTM1, Cibertec, Espafia) y todas las ratas se colocaron en
jaulas metabdlicas (Panlab, Barcelona, Espafia) con libre acceso a agua y
comida durante un periodo de cuatro dias (dos dias para la adaptacion

+ dos dias experimentales), durante los cuales la ingesta de agua y
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comida fue medida y se recogieron muestras de orina. Se midieron el
volumen de orina de veinticuatro horas, la proteinuria, la creatinina y la
excrecion total de sodio y potasio. Los valores medios de la ingesta y de
las variables urinarias obtenidos durante los dos dias experimentales se
utilizaron para los andlisis estadisticos entre grupos.

Tras la finalizacion del estudio metabdlico, las ratas fueron anestesiadas
con éter etilico. Se procedi6 a canular la arteria femoral con un catéter de
polietileno (PE-50) que contenia 100 unidades de heparina disuelta en
solucién salina isoténica estéril (NaCl) para el registro directo de la PS
intra-arterial, de la FC y de la presion del pulso (PP) en ratas conscientes
y para la extraccion de muestras de sangre. El catéter fue insertado
subcutaneamente y exteriorizado a través de la piel de la zona dorsal del
cuello. Se midi6 la PS intra-arterial a las 24 h después de la implantacion
del catéter femoral. La presion arterial (PA) directa y la FC fueron
registrados durante 60 minutos con una frecuencia de registro de 400/s
(McLab, AD Instruments, Hastings, UK). Se calcul6 la media de los
valores de la PA y de la FC obtenidos durante los tltimos 30 minutos
para realizar comparaciones entre grupos. Posteriormente, se extrajeron
muestras de sangre del catéter femoral para la determinacién de las
principales variables plasmaéticas y niveles de Ts y Ts. Finalmente, se
dej6 morir las ratas mediante sangria y se extrajeron y pesaron
muestras de los 6rganos para su estudio morfolégico y estudio de la
actividad enzimética en estos tejidos. Las muestras de la corteza y
médula renal y ambos ventriculos fueron rdpidamente separados,
limpiados y congelados en nitrégeno liquido, guardandose
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posteriormente a -80°C para el posterior estudio de las actividades

enzimaticas.

b) Efectos del Clofibrato en la fase establecida del hipertiroidismo

Las ratas tratadas con T4 durante 3 semanas fueron distribuidas
aleatoriamente en dos grupos: ratas control tratadas con T4 y ratas
tratadas con Ty +clofibrato En este experimento se midi6 el peso
corporal, la presion sistélica en el rabo, la frecuencia cardiaca y la

temperatura rectal una vez a la semana durante 3 semanas.

3.2. Experimento 2. Efectos del Clofibrato sobre la hipertension

provocada por la dieta rica en sal

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 280+4 g, que
fueron distribuidas al azar en los cuatro grupos descritos en el apartado
2.1. Todas ellas tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida
correspondiente para cada grupo de estudio. El estado hipertensivo fue
inducido mediante la administracion en el agua de bebida de cloruro
sodico a una concentracion de 2g/100ml de agua. Se administré
clofibrato diariamente, 240 mg/kg, disuelto en 0,5 ml de aceite vegetal
por sonda gdstrica.

El tratamiento fue mantenido durante 5 semanas. Se midieron el peso

corporal (PC), presion sanguinea sistdlica en el rabo (PAS) y frecuencia
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cardiaca (FC) una vez a la semana. La PAS y FC en la cola se midieron
por pletismografia.

Una vez completado el periodo experimental, todas las ratas fueron
colocadas en jaulas metabdlicas (Panlab, Barcelona, Spain) con libre
acceso a la comida y al agua durante un periodo de cuatro dias (dos dias
para la adaptacion + dos dias experimentales) durante el cual se midi6
la ingesta de agua y comida y se recogieron muestras de orina. Se
midieron el volumen de orina de 24 horas, la proteinuria, creatinina,
isoprostanos, nitratos-nitritos, endotelina (ET), vasopresina (VP) y
excrecion total de sodio, potasio y calcio. Los valores medios de todas
las variables urinarias y de la ingesta obtenidos durante los dos dias
experimentales se usaron para el anélisis estadistico entre los grupos.
Una vez completado el estudio metabélico, se realiz6 el registro directo
de presion arterial y frecuencia cardiaca durante un periodo de 60
minutos por el método descrito en el apartado 2.4. Los valores obtenidos
de los ultimos 30 minutos fueron promediados para obtener el valor
medio de la PA. Posteriormente se tomaron muestras sanguineas con el
catéter femoral para la determinacién de las siguientes variables
plasmaticas: urea, creatinina, proteinas totales, electrolitos (sodio y
potasio) y hormonas tiroideas (FTs y FT4).

Finalmente las ratas fueron sacrificadas mediante sangria y se extrajeron
y pesaron el tiroides, higado, rifiones y corazén. El corazén fue dividido
en ventriculo derecho y ventriculo izquierdo mds septum y el rifién fue
diseccionado para separar corteza y médula. Se midieron los niveles
tisulares de FT5 y FT4 en el higado y en la corteza y médula renal.
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3.3. Experimento 3. Efectos del Clofibrato sobre la hipertension

provocada por L-NAME

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 340-350 gr., que
fueron distribuidas al azar en los cuatro grupos descritos en el apartado
2.1. Todas ellas tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida. El
estado hipertensivo fue inducido mediante la administracién en el agua
de bebida de L-NAME a una concentracién de 75mg/100ml de agua. Se
administré clofibrato diariamente, 240 mg/kg, disuelto en 0,5 ml de
aceite vegetal por sonda géstrica.

El tratamiento fue mantenido durante 5 semanas. El peso corporal (PC)
y la presion arterial sistolica (PAS) y la frecuencia cardiaca (FC) fueron
medidas una vez por semana durante el curso del experimento,
mediante pletismografia segtin el método descrito en el apartado 2.2.

Se realiz6 el registro directo de presion arterial y frecuencia cardiaca por
el método descrito en el apartado 2.4.

Se obtuvo una muestra de sangre heparinizada que fue centrifugada
para la obtencion del plasma utilizado para la determinacién de las
siguientes variables plasmaticas: electrolitos, creatinina, urea, perfil
lipidico y hormonas tiroideas.

Finalmente los animales fueron sacrificados.

Para el estudio morfolégico se extrajeron y pesaron corazon y rifiones.
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4. Procedimientos analiticos

4.1. Determinacion de proteinas, electrolitos, urea, creatinina, lipidos y

hormonas tiroideas

Se midi6 la proteinuria mediante el método de Bradford (Bradford,
1976). Para la medicioén de los electrolitos en plasma y orina, de lipidos
plasmaticos, y de creatinina se utiliz6 un autoanalizador (Hitachi-912,
Roche, Espania).

Los niveles plasmaticos de hormonas tiroideas se determinaron usando
un kit de radioimmunoensayo segun las instrucciones del fabricante
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA). La TSH
plasmatica se determiné mediante enzimoinmunoanalisis con
quimioluminiscencia usando el autoanalizador  Immunolite 2000

(Euro/dpc, Llanberis, Gwynedd, UK).

4.2. Actividad de 1a UGT

Al ser las UGTs las principales enzimas responsables de la desactivaciéon
de las hormonas tiroideas, consideramos necesario medir la actividad de
la fenol-UGT para analizar su posible papel en los efectos antitiroideos
del clofibrato. Escogimos esta isoforma de la UGT porque su actividad
es relevante en el higado, rifién y corazon tanto en ratas controles como
en ratas hiper e hipotiroideas. La actividad de la fenol-UGT fue medida

en el higado, rifién y corazon.
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Los 6rganos fueron extraidos y rdpidamente congelados en suero salino
0.9% (NaCl). Posteriormente se homogeneizaron en una solucién
amortiguadora helada (250 mM sucrosa, 10 mM HEPES-Tris a un pH
de 8.0 y 1 mM DTT) con la ayuda de un mortero para tejidos (Omni
International, Pais). Los tejidos homogeneizados se mezclaron con 1 ml
de la misma solucién amortiguadora y sonicados (10 sec x 6). El
homogeneizado crudo se centrifugdé 5 min a 3000 g., se hicieron
alicuotas del sobrenadante y se congelaron -20°C para la posterior
determinacion de los niveles de proteinas totales; otras alicuotas se
usaron para la determinacién inmediata de la actividad de la fenol-UGT.
El test para la enzima fenol-UGT se realiz6 segtn la técnica descrita por
Beetstra (Beetstra, 1991). Brevemente, los homogeneizados (100 pl con
una concentracion de proteinas de 1 mg/ml) fueron incubados con 1
mM pNP en un volumen total de 200 pl de medio de incubacién (en una
concentracioén final de 100 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 0.05% Brij56 a
un pH de 7.4) tanto en presencia como en ausencia de 5 mM UDPGA
(Uridine Diphosphate Glucuronic Acid) (30 minutos a 37 °C). La
reaccion fue potenciada afiadiendo 3.8 ml 0.1 M de NaOH helado y se
midié la absorbancia del pNP no conjugado a 405 nm. La actividad

especifica de la fenol-UGT fue expresada en mol pNP/pg por minuto.

4.3. Determinacion de isoprostanos F2 en orina

Para la determinacion total de isoprostanos F2, las muestras de orina se

hidrolizaron por incubacién a 40 °C durante 90 min con NaOH 10 N. Las
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muestras se llevaron a frio y se neutralizaron con HCl 2 N. Después de
la centrifugacién, el sobrenadante se recogié para el analisis. Los
isoprostanos F2 totales se midieron por enzimoinmunoensayo
competitivo. Se wutiliz6 un kit enzimético de inmunoensayo (8-
isoprostane EIA Kit, Cayman Ann Arbor, MI, USA) para medir los
niveles urinarios de 8-isoprostanos, con muestras previamente

purificadas usando el kit de purificaciéon Affinity (Cayman).

4.4. Determinacién de nitratos y nitritos (NOx) en orina

Las concentraciones de NO» y NO-3 (NOx) fueron medidas usando la
reacciéon de nitrato reductasa y Griess (Granger, 1996). Este método
requiere que los nitratos presentes en la muestra sean previamente
reducidos a nitritos, utilizando la enzima nitrato reductasa, para su
posterior determinacién espectrofotométrica mediante la reacciéon de

QGriess.

Reactivos:

1.-Solucién enzimédtica de nitrato reductasa. La nitrato reductasa se
obtiene a partir de un liofilizado procedente de Aspergillus, que se
disuelve en agua destilada hasta obtener una concentracién de 10 U/ml.
De esta solucién se obtienen alicuotas que se congelan a -80°C hasta su
utilizacion.

2.-HEPES: acido (N-[2-hidroxietil] piperazina-N'-[2-etanolsulfénico] 0,5
MpH =74.
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3.-Solucién de flavin adenin dinucleétido (FAD) 0,05 mM.

4.-Solucion de P-NADPH 1 mM.

5.-Soluciéon enzimadtica de lactato deshidrogenasa (LDH) de musculo
bovino 150 U/ml.

6.-Solucién de acido piravico 0,1 M.

7.-Reactivo de Griess: compuesto por partes iguales de una solucion de
N1-naftil-etilen-diamina 0,1 % (p/v) en agua destilada y una solucién de
sulfonilamida 1 % (p/v) en 4cido ortofosférico 5 % (v/v).

8.-Solucién patron de NaNO2 100 p.M en agua destilada.

Técnica:

Para realizar el ensayo se adiciona una alicuota de 10 pl de muestra a
cada pocillo de una placa de Elisa. A continuacién se afaden 5 pl de
nitrato reductasa, 5 pl de HEPES, 5 pl de FAD, 5 pl de NADPH y 20 pl
de agua destilada. Se incuba la mezcla de reacciéon a 37°C durante 30
minutos. Posteriormente se adicionan 5 pl de LDH y 5ul de acido
piravico, con el objeto de regenerar el NADPH que ha consumido la
nitrato reductasa, incubando nuevamente, durante 10 minutos, a 37°C.
Finalmente se afiaden 100 pl de reactivo de Griess y se incuba 10
minutos a temperatura ambiente, realizando la determinacién
espectrofotométrica a 543 nm en el Microplate Reader de Benchmark. La
concentracion de NOx en orina se obtiene por interpolaciéon de los
valores en la recta patrén. Los resultados se expresan como

concentracion p (M) de NOx en orina.
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Material y métodos

4.5. Determinacion de endotelina y vasopresina
Los niveles de ET y VP urinarias inmunoreactivos fueron medidos con

un kit de radioinmunoensayo de Assay Designs (Ann Arbor, MI, USA).

4.6. Concentracion de hormonas tiroideas en los tejidos

Para medir la concentracion tisular de hormonas tiroideas se extrajeron
muestras de higado, corteza renal y médula renal. Las muestras fueron
homogeneizadas usando un mortero de vidrio en un tampén de lisis
(agua destilada, PBS, HEPES 25 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, PMSF 0.1
mmol/L) manteniendo siempre el tejido en frio. Tras la centrifugacién
del homogeneizado a 6000g durante 5 minutos a 4°C, el sobrenadante
fue separado en alicuotas, congelado en N2 liquido y almacenado a -
80°C para su posterior uso. La mediciéon de FTs y FT4 se realizé mediante
un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia en un analizador

Roche Elecsys Modular Analytics E170.

5. Analisis estadistico

Se realizaron comparaciones de cada variable al final del experimento
mediante el test ANOVA de una via. Cuando los resultados del test
ANOVA fueron significativos se realizaron comparaciones pareadas
usando el método de Bonferroni. Se consideraron diferencias

significativas aquellas con una p<0.05.
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IV. RESULTADOS






Resultados

Experimento 1: Efectos del Clofibrato sobre las alteraciones inducidas

por el hipertiroidismo

1.1. Variables morfoldgicas

La tabla 1.1. muestra el peso corporal final (PCF), ratio peso del rifién
versus peso corporal (PR/PC), ratio peso del ventriculo izquierdo
versus peso corporal (PVI/PC), ratio peso del ventriculo izquierdo
versus peso ventricular del corazén (PVI/PVC), al final del periodo

experimental en los diferentes grupos.

Tabla 1.1.- Variables morfolégicas en los grupos experimentales.

PR/PC PVI/PC

Grupos PCF (g) (mg/e) (mge) PVI/PVC
Control 325.1+12.4  2.32+0.08 1.86+0.06 0.80+0.01
Clofibrato  313.7+13.2 2.484+0.12 1.994+0.03 0.81+0.01
Ty 286.7+4.3* 3.09+0.09**  2.60+0.07** 0.80+0.01

Ts+Clofibrato 295.6+7.7 3.24+0.12**  2.43+0.06** 0.80+0.01

Datos expresados como media + error estandar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo Ts.

El peso corporal (PCF) al final del periodo experimental fue

significativamente més bajo en el grupo T4 que en los controles.

&9



Resultados

El peso de los rifiones y del ventriculo izquierdo en relacién al peso
corporal fue significativamente més alto en el grupo T4 que en los
controles.

El peso del ventriculo izquierdo en relacién al peso total del corazén no
se modifico significativamente con ningtn tratamiento.

En las ratas normales, el tratamiento con clofibrato no cambi6
significativamente ninguna de las variables morfolégicas cardiacas ni
renales.

En las ratas hipertiroideas tratadas con clofibrato no se modificaron la
hipertrofia cardiaca ni renal propia del hipertiroidismo. El clofibrato no
tuvo efecto sobre ninguna de estas variables morfolégicas ni en ratas

normales ni en ratas tratadas con Tx.
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1.2. Variables plasmaticas

Valores plasmaticos medios de sodio, potasio y creatinina medidos al

final del periodo experimental en los diferentes grupos.

Tabla 1.2.- Sodio, potasio y creatinina plasmaticos en los grupos

experimentales.

Grupos Na (mEq/L) K (mEq/L) Creatinina (mg/dL)
Control 143.31£1.29 5.02+0.42 0.34+0.05
Clofibrato 146.1+0.52 5.44+0.24 0.46+0.02*

T, 144.940.74 4.83£0.10 0.37+0.02
Ts+Clofibrato 147.4+1.21 4.89+0.14 0.32+0.02

Datos expresados como media * error estdndar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo Ts.

No encontramos diferencias significativas en los niveles plasmaticos de
sodio ni de potasio entre los diferentes grupos.
La creatinina plasmatica se incrementé solo en el grupo con clofibrato

pero no en el resto de los grupos.

91



Resultados

1.3. Perfil lipidico en plasma

Valores plasmaticos medios de colesterol LDL, colesterol HDL,
colesterol total y triglicéridos medidos al final del periodo experimental

en los diferentes grupos.

Tabla 1.3.- Perfil lipidico en plasma en los

grupos experimentales.

LDL HDL Colesterol Trigli
Grupos
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) ceridos (mg/dL)
Control 7.36£0.31 56.01+2.44 68.80+2.38 27.23+4.90
Clofibrato  5.35+0.48*  40.54+4.33* 53.19+1.12*% 35.24+1.35
T, 3.91+1.06**  41.23+3.75* 51.28+5.33* 37.89+4.03
T+

4.03+£1.03*  33.55+3.38** 42.74+3 57** 35.88+3.04

Clofibrato

Datos expresados como media + error estandar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control.. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo Ta.

La administraciéon de T4 produjo una reduccién significativa de la LDL
colesterol y HDL colesterol mientras que los triglicéridos no variaron
significativamente.

En ratas normales, el tratamiento con clofibrato produjo una reduccién
significativa de estas variables excepto para los triglicéridos.

En ratas hipertiroideas, el tratamiento con clofibrato no produjo ninguna

reduccion significativa de estas variables.
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1.4. Variables metabdlicas

Valores medios de ingesta de agua y comida por cada 100 g de peso del
animal durante 24 horas, medidos al final del periodo experimental en

los diferentes grupos.

Tabla 1.4.- Ingesta de comida y agua en

los grupos experimentales.

Grupos Comida (g/100g-24h) Agua (mL/100g-24h)
Control 6.08+0.37 6.86+0.71
Clofibrato 5.30+0.38 7.05+0.66
T 9.13+0.61* 12.51+1.77%
Ts+Clofibrato 8.62+0.32* 11.91+1.24*

Datos expresados como media + error estandar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo Ts.

Los estudios metabdlicos al final del tratamiento mostraron un aumento
en la ingesta de comida (g/100 g peso corporal) y fluidos (mL/100 g
peso corporal) en el grupo tratado con Ts en comparaciéon con los
controles.

El tratamiento con clofibrato no afect6 a la ingesta de comida y fluidos

en las ratas normales ni en las ratas tratadas con Ts.
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El tratamiento con clofibrato no modificé la polifagia ni la polidipsia de
las ratas hipertiroideas. El clofibrato no modificé las alteraciones

metabdlicas en ratas hipertiroideas.

1.5. Variables urinarias

Balances de agua y sodio expresados por cada 100 g de peso del animal
durante 24 horas, tasa de excreciéon de proteinas por mg de creatinina y
aclaramiento de creatinina (ACr) por gramo de rifién, medidos al final

del periodo experimental.

Tabla 1.5.- Balances de agua y sodio, proteinuria y aclaramiento de

creatinina en los grupos experimentales.

Excrec.
Grupos E;}jrll;g éz%;;a LR So.dio P(ﬁ;iﬁ? (mI_A/‘l(r:lli.n.g
g24h) e A creatinina) rifidn)

Control 3.11+0.36 0.19+0.06 6.35+0.67 0.7840.07
Clofibrato 2.70+0.40 0.16+0.02 7.54+0.95 0.67+0.06
Ty 9.15+1.43* 0.30+0.04* 19.06+0.89* 0.64+0.04
Tyt
e 9.35+1.04* 0.25+0.03* 17.19+1.18* 0.54+0.06*

Datos expresados como media * error estdndar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo Ty.
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Los balances de agua y sodio y la proteinuria se incrementaron
significativamente en el grupo tratado con Ts.

Ninguna de estas variables fue modificada significativamente por el
clofibrato en ratas normales.

Ninguna de estas variables fue tampoco modificada significativamente
por el clofibrato en ratas hipertiroideas. El clofibrato no impidi6 la
proteinuria de las ratas hipertiroideas. Por tanto, la administracion de
clofibrato no modific6 las alteraciones renales propias del
hipertiroidismo.

El aclaramiento de creatinina (normalizado por gramo de peso del rifién)
fue significativamente disminuido en el grupo Ts+clofibrato comparado

con los controles y no se modificé significativamente en los otros grupos.

1.6. Presion arterial sist6lica y presion del pulso
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Figura 1.6.A: Presion arterial sistlica a lo largo del tiempo (PAS) medida por
pletismografia en la cola (figura izquierda) y PAS final medida por registro directo
(arteria femoral) en ratas conscientes (figura derecha). Los datos son la media * error
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estandar. * p<0.05; ** p<0.01, comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01,
comparados con el grupo Ts.

100 1 control

-1-I
80 | - T,+Clofibrato

Presion Pulso (mmHg)

Figura 1.6.B: PP final medida por registro directo (arteria femoral) en ratas conscientes.
Los datos son la media * error estandar. * p<0.05; ** p<0.01, comparados con los con-
troles.. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con el grupo Ts.

Los valores de la presion arterial se resumen en la Figura 1.6.A. Los
gréficos del lado izquierdo en la Figura 1.6.A muestran la variacién a lo
largo del tiempo de la PAS en el rabo y los graficos del lado derecho
muestran las PAS finales medidas mediante monitorizacién directa en
los diferentes grupos experimentales.

Los valores de la presiéon del pulso se resumen en la Figura 1.6.B. El
grafico muestra las PP finales medidas mediante monitorizacién directa
en los diferentes grupos experimentales.

Los valores de la PAS en los diferentes grupos fueron: controles, 132+4.2;
clofibrato, 133+2.1; T4, 156%4.7**; T4+clofibrato, ++138+3.1.

Los valores de la PP en los diferentes grupos fueron: controles, 36.2+2.2;

clofibrato, 34.2+2.2; T4 55.3+1.0%; T4+clofibrato, 44.3+1.5+*.
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La administracion de T4 produjo un incremento muy significativo de la
PAS a lo largo del tiempo y de la PAS y PP finales en comparacién con
las ratas controles.

En las ratas normales, el tratamiento con clofibrato a la dosis usada en
este experimento no modificé significativamente a lo largo de tiempo la
PAS, ni la PAS final ni la PP final, es decir, no cambié ninguna de las
variables hemodinamicas.

Sin embargo, el grupo Ts+clofibrato mostré valores similares a las ratas
control en la evolucién a lo largo del tiempo de la PAS, de la PAS final y
de la PP final. Es decir, la administracion crénica de clofibrato a las ratas
hipertiroideas impidi6 el aumento de los valores de todas las variables
hemodindmicas que suelen estar aumentadas en el hipertiroidismo. El

clofibrato disminuye la hipertensién provocada por el hipertiroidismo.

1.7. Frecuencia cardiaca
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Figura 1.7: Frecuencia cardiaca (FC) medida a lo largo del tiempo (figura izquierda) y
FC final medida por registro directo (arteria femoral) en ratas conscientes (figura
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derecha).. Los datos son la media * error estandar. * p<0.05; ** p<0.01, comparados con
los controles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con el grupo Ts.

Los valores de la frecuencia cardiaca se resumen en la Figura 1.7. La
figura del lado izquierdo muestra la evoluciéon de la FC y la figura del
lado derecho muestra la FC final medida mediante monitorizacién
directa en los diferentes grupos experimentales.

Los valores de la FC en los diferentes grupos fueron: controles, 405+15;

clofibrato, 434+21; T4, 467+£23**; Ty+clofibrato, ++380+21.

La administracién de Ts produjo un incremento muy significativo de la
FC a lo largo del tiempo y de la FC final en comparacion con las ratas
control.

La administracion de clofibrato a las ratas normales a la dosis usada en
este experimento no cambié significativamente la FC a lo largo de
tiempo, ni la FC final.

Sin embargo, la administracion de clofibrato a las ratas hipertiroideas
redujo los valores de la FC muy significativamente. Es decir, el grupo
T4+clofibrato mostré valores similares a las ratas control en la evolucion
de la FC y en la FC final. El clofibrato impidi6 el aumento de la FC

producido por la administracién de Ta.
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1.8. Temperatura corporal
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Figura 1.8: Temperatura corporal (TC) medida en el recto en los diferentes grupos
experimentales al final del experimento. Los datos son la media * error estdndar. *
p<0.05; ** p<0.01, comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con
el grupo Ta.

La Figura 1.8 muestra los valores de la temperatura rectal en los
diferentes grupos experimentales.

Los valores de la temperatura en los diferentes grupos al final del

periodo experimental fueron: controles, 37.80+0.2; clofibrato, 37.46+0.15;

T4, 38.89£0.11%; Ts+clofibrato, ++37.98+0.06.

La T4 produjo un aumento significativo de la temperatura rectal en
comparacion con las ratas control.

El tratamiento con clofibrato produjo una ligera disminucién no
significativa de la temperatura rectal en relacién a los controles.

En las ratas tratadas con Ty, la administracién de clofibrato produjo una
marcada disminucién de la temperatura rectal. La temperatura rectal fue
similar entre el grupo Titclofibrato y los controles. El tratamiento
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crénico con clofibrato suprimié el aumento de temperatura

caracteristico del hipertiroidismo.

1.9. Actividad enzimatica

Actividad Fenol UGT (pmol/pg/min)
Actividad Fenol UGT (pmol/pg/min)

Rinon Higado

40 B T +ciotibrate

Actividad Fenol UGT (pmol/pg/min)

Figura 1.9: Actividad hepdtica, renal y cardiaca de la enzima Fenol-UGT en los grupos
experimentales al final del experimento. Los datos son la media + error estandar. *
p<0.01; ** p<0.001, comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con
el grupo Ty.

Los valores de la actividad enzimaética de la fenol-UGT expresados en

pmol/pg/min se resumen en la Figura 1.9.
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Los valores de la actividad enzimética en los diferentes grupos fueron:
higado: controles, 25£3; clofibrato, 35+3.5; Ts, 37+4; Ts+clofibrato, 80+6**;
rindn: controles, 18+4; clofibrato, 27+5; T4, 32+4; Ts+clofibrato, 50+4**;

corazon: controles, 3+2; clofibrato, 6+2; T4, 7+1.5; T4+clofibrato, 16+3%;

La actividad de la fenol-UGT se increment6 ligeramente y de forma
poco significativa en los tejidos del grupo Ts y del grupo clofibrato
respecto del grupo control.

Sin embargo, la actividad de la fenol-UGT fue notablemente aumentada
en los 6rganos (higado, rifiébn y corazén) obtenidos del grupo tratado

con Ts+clofibrato.

1.10. Niveles de hormonas tiroideas en plasma

350 B Control 60 r 55 control
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 H 2 ¥ E
280 =0 T,*+Clofibrato 48 1 T,+Clofibrato
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140 [ 24 |
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Figura 1.10.A: Niveles plasméticos de hormonas tiroideas (T5 y T4) medidos al final del
periodo experimental. Los datos son la media + error estandar. * p<0.05; ** p<0.01,
comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con el grupo Ts.
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Figura 1.10.B: Niveles plasmaticos de TSH medidos al final del periodo experimental.
Los datos son la media * error estandar. * p<0.05; ** p<0.01, comparados con los con-
troles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con el grupo Ta.

-

Los niveles plasmaticos de las hormonas tiroideas se resumen en la
Figura 1.10. La figura de la parte superior en la Figura 1.10 muestran los
niveles de Ts y T4 y la figura de la parte inferior muestra los niveles de
TSH en los diferentes grupos experimentales.

Los valores de las concentraciones plasméticas de hormonas tiroideas
fueron: control: TSH 3.0 0.2 ng/dL, T4 4.6+0.3 ng/dL, Ts 78+3.2 ng/dL;
clofibrato: TSH 3.5+0.6 ng/dL, T4 4.0£0.5 ng/dL, Ts 69+2.5 ng/dL; T4
TSH 0.2+£0.04** ng/dL, Ts 456 pg/dL, Ts  230+10** ng/dL;
Ty+clofibrato: TSH *1.1+£0.01* ng/dL, Ty *10£1.5** pg/dL, Ts *115+7*
ng/dL

En ratas tratadas con T4 se produjo un aumento significativo de

hormonas tiroideas y disminucién significativa de la TSH.
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En las ratas normales, el tratamiento con clofibrato no cambi6
significativamente los niveles plasméticos de hormonas tiroideas.

El clofibrato produjo una marcada reduccion de los niveles plasmaticos
de hormonas tiroideas en ratas tratadas con Ts. El incremento en los
niveles de hormonas tiroideas (T4 y T3) en ratas tratadas con T4 fue
notablemente reducido por el tratamiento con clofibrato, aunque estos
niveles siguieran siendo mas altos que en ratas controles.

Los valores de TSH plasméticos disminuyeron en ambos grupos
tratados con T4, aunque esta reducciéon fue mas atenuada en el grupo
T4+clofibrato, encontrando diferencias significativas entre ambos grupos

tratados con T4.

1.11. Efectos del Clofibrato durante la fase establecida del

hipertiroidismo
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Figura 1.11: Evolucién de la presién arterial sistdlica (PAS), frecuencia cardiaca (FC),
peso corporal (PC) y temperatura durante el periodo experimental. Los datos son la
media * error estandar. * p<0.05; ** p<0.01, comparados con el grupo T;.

La administracion de clofibrato, 6 semanas después de la induccion del
hipertiroidismo, produjo un progresivo aumento del peso corporal y

una reduccién significativa de la PAS, FC y temperatura rectal.
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Experimento 2: Efectos del Clofibrato sobre la hipertension provocada

por la dieta rica en sal

2.1. Variables morfoldgicas

Tabla 2.1.- Variables morfolégicas en los grupos experimentales.

Sal+
Grupos Control Clofibrato Sal
Clofibrato
PCF (g) 381+9 368+7 325+5* +284+4*
PR/PC
2.93+0.03 3.31+0.09* 3.92+0.24*  ++5.04+0.22**
(mg/g)
PVI/PC
1.98+0.06 1.98+0.05 2.13+0.11 2.30+0.11
(mg/g)
PVI/PVD 3.71+0.41 4.24+0.52 4.66+0.79 3.44+0.55
PHI/PC
29.97+0.75 37.52+1.01* 30.86+1.39 33.34+1.58
(mg/g)
PTI/PC
1.82+0.07 2.05+0.14 1.60+0.09 1.69+0.06
(mg/g)

Datos expresados como media * error estdndar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo control. +
P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo sal.

Peso corporal final (PCF), ratio peso del rifién versus peso corporal
(PR/PC), ratio peso del ventriculo izquierdo versus peso corporal

(PVI/PC), ratio peso del ventriculo izquierdo versus peso del ventriculo
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derecho (PVI/PVD), ratio peso del higado versus peso corporal
(PHI/PC), ratio peso de la gldndula tiroides versus peso corporal

(PTI/PC), al final del periodo experimental en los diferentes grupos.

El peso corporal al final del periodo de estudio de cinco semanas fue
significativamente mas bajo en los grupos sal y sal+clofibrato que en los
controles.

El ratio entre el peso del rifion y el peso corporal estaba
significativamente aumentado en los grupos clofibrato y sal y
marcadamente aumentado en el grupo sal+clofibrato.

El peso del ventriculo izquierdo en relacién al peso corporal y el peso del
ventriculo izquierdo en relaciéon al ventriculo derecho, ambos indices de
hipertrofia cardiaca, no estaban significativamente modificados por los
tratamientos.

El ratio entre el peso del higado y el peso corporal estaba
significativamente aumentado en el grupo clofibrato pero el aumento en
el grupo sal+clofibrato no alcanzé significacién estadistica. El ratio entre
el peso del tiroides y el peso corporal no fue significativamente

modificado en los grupos.
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2.2. Variables plasmaticas

Valores plasmaticos medios de sodio, potasio, urea, creatinina, proteinas
totales y de Tsy T4libres medidos al final del periodo experimental en

los diferentes grupos.

Tabla 2.2.- Sodio, potasio, urea, creatinina, proteinas totales y hormonas

tiroideas plasmaéticos en los grupos experimentales.

Sal+

Grupos Control Clofibrato Sal
Clofibrato

Na (mEq/L) 143.00+0.87 141.4310.69 144.83£1.62 +155.0043.72*

K (mEq/L) 4.23+0.08 4.43+0.10 4.12+0.19 +3.35+0.18*
Urea
44.29+1.54 49.54+2.00 54.05+9.34 47.92+3.05
(mg/dL)
Creatinina
0.54+0.02 0.51+0.01 0.44+0.04 0.53+0.02
(mg/dL)
Prot. Totales
6.12+0.08 5.81+0.11 5.80+0.24 5.81+0.44
(g/dL)
FT5 (pg/mL) 2.78+0.08 2.73+0.06 2.85+0.17 +2.06+0.13*
FT4 (ng/dL) 3.23+0.16 1.67+0.11* 2.22+0.19* ++1.29+0.21*

Datos expresados como media + error estandar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo sal.

Los niveles de sodio y potasio plasmaticos fueron similares entre los
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grupos control, clofibrato y sal, pero en plasma el sodio estaba
aumentado y el potasio disminuido en el grupo sal+clofibrato.

La urea y creatinina en plasma fueron similares en todos los grupos, y
las proteinas plasmaéticas, un indice del volumen plasmatico, también
fueron similares en todos los grupos.

Los valores de FT3 estaban significativamente disminuidos en el grupo
sal+clofibrato pero no diferian entre los otros grupos. Sin embargo los
niveles de FT4 estaban significativamente disminuidos en los grupos

clofibrato, sal y especialmente en el grupo sal+clofibrato.

2.3. Variables metabdlicas

Tabla 2.3.- Ingesta de comida y agua

y balances de agua y sodio en 24horas.

Comida Agua Balance Agua  Balance Sodio
Grupos

(8/100g) (mL/100g) (mL/100g)  (mmol/100g)
Control 3.17+0.32 7.30+0.74 4.71+0.59 0.13+0.02
Clofib. 2.78+0.46 6.84+1.59 2.56+0.68 0.12+0.04
Sal 5.44+0.44* 23.55+4.48** 11.59+1.39** 5.81+0.93**
Sal

++3.15+0.14 18.04+2.48** ++2.20+0.44* ++0.70+0.42

+Clofib.

Datos expresados como media + error estandar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo sal.

108



Resultados

Valores medios de ingesta de comida y agua y balances de agua y sodio
expresados por cada 100 g de peso del animal durante 24 horas medidos

al final del periodo experimental en los diferentes grupos.

Los estudios metabolicos al final del tratamiento mostraron aumento en
la ingesta de comida y fluidos (g/ 100 g de peso corporal) en el grupo
tratado con sal en comparacién con los controles.

El tratamiento con clofibrato no afect6 a la ingesta de comida ni fluidos
en ratas normales pero redujo la ingesta de comida en ratas con
sobrecarga salina. Los balances de agua y sodio aumentaron en el grupo
sal.

El clofibrato redujo los balances de agua y sodio en ratas con sobrecarga

salina.

2.4. Variables urinarias

Valores medios de diuresis (Uv), excrecion total de sodio (UnaV), potasio
(UxV) y calcio (UcaV), aclaramiento de creatinina (ACr), excreciéon total
de creatinina (UcV), proteinuria (UproteinasV), excrecion total de
isoprostanos (UisoprostanosV), excrecion total de nitratos y nitritos (UnoxV),
excrecion total de endotelina (UerV) y excrecién total de vasopresina
(UvrV) expresados por cada 100 g de peso del animal medidos al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.
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Tabla 2.4.- Diuresis, natriuresis, kaliuresis, calciuresis, aclaramiento de
creatinina, excrecion total de creatinina, proteinuria, excrecion total de
isoprostanos, excrecion total de nitratos y nitritos, excrecién total de endotelina
y excrecion total de vasopresina en los grupos experimentales.

Sal+
Grupos Control Clofibrato Sal

Clofibrato
Uv (mL/100g) 2.60+0.33 3.20+0.43 10.01+1.00%*  +15.06+1.11**
UnaV (mEq/100g)  0-15+0.01 0.16+0.02 2.76+0.42* +7.85+1.04*
UxV (mEq/100g) 0.34+0.03 0.35+0.03 0.47+0.06 +0.77+0.08*
Ua,V (g/100g) 0.58+0.26 0.73+0.16 9.10+1.52* +5.85+0.15*
ACr 0.42+0.02 0.43+0.02 0.52+0.03* 0.41+0.03
(mL/min.100g)
UcV (mg/100g) 3.28+0.13 3.15+0.18 3.54+0.07 3.26+0.19
Uproteinas V 33.5142.25  22.74+1.60*  61.20+4.76* +43.2242.30*
(mg/100g)
Uisoprostanos V 3.85+0.68 3.57+1.3 7.40+0.72* 8.2243.18*
(ng/100g)
UnoxV (nM/100g) 20.5+1.4 22+1.5 45+1.6%* 40+1.0%*
UerV (pg/100g) 2.41+1.17 2.19+0.48 19.60+7.31*  16.09+3.28**

UwV (pg/i00g) 123448706  12175:809  181.044836*  172.05+10.71*

Datos expresados como media * error estdndar. * P<0.05; ** P<0.01 versus
grupo control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo sal.

El grupo sal mostré un aumento de la diuresis, natriuresis, kaliuresis y
de la calciuresis. El clofibrato no modificé significativamente estas
variables en las ratas control pero aumenté la diuresis, natriuresis y
kaliuresis y redujo la calciuresis en las ratas con sobrecarga salina.

La excrecién de creatinina total y el aclaramiento de creatinina fueron
similares en todos los grupos.

La proteinuria fue aumentada en el grupo sal y el clofibrato redujo esta
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variable en las ratas control y ratas sal.

La excrecion total de isoprostanos y NOx fueron aumentadas en el
grupo sal y el clofibrato no modificé significativamente estas variables
entre las ratas control ni las tratadas con sal.

La excrecion total de ET y VP fue aumentada en el grupo sal y el

clofibrato no modific6é estas variables en las ratas control ni en las

tratadas con sal.

2.5. Presioén sanguinea y frecuencia cardiaca

150 [ i Control 450 B3 control
Sal Sal
al+Clofibrato al+Clofibrato %
B sl clofibrat B sai-clofib
140 i 420
2 =
L 130 £ 300
£ + -1 3
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Figura 2.5: Presion arterial sistélica final (PAS) y frecuencia cardiaca (FC) medida por
registro directo (arteria femoral) en ratas conscientes en los diferentes grupos
experimentales. Los datos son la media % error estindar. * p<0.05; ** p<0.01,
comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con el grupo sal.

Los valores de la PAS y FC quedan resumidos en la Figura 2.5. La figura
de la izquierda en la Figura 2.5 muestra la PAS final y la figura de la
derecha muestra la FC medida mediante registro directo en los grupos

experimentales.
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Los valores de la presion arterial sistdlica registrados al final del periodo
experimental fueron: controles, 119+0.6; clofibrato, 115+0.6*; sal,
135+0.7*; sal+clofibrato, +121+0.5.

Los valores de la FC en los diferentes grupos fueron: controles, 384+5.7;

clofibrato, 368+7.86; sal, 410+7.9%; sal+clofibrato, +360+51.

La sobrecarga salina produjo un aumento en la PSA, la FC y la PP
(presion del pulso) comparado con las ratas control.

La administracion de clofibrato a ratas normales a la dosis y tiempo
usado en este experimento produjo una modesta pero significativa
disminucion de la PAS y de la FC. La administracién de clofibrato a
ratas con sobrecarga salina redujo los valores de la PAS, FC y PP. Asi
pues el grupo sal+clofibrato mostré valores finales de PAS, FC y PP
similares a los de las ratas control.

Los valores de la PP en los grupos fueron: control, 136.2+1.2; clofibrato,

31.2+2.2; sal, 45.3+1.2*%; sal+clofibrato, *37.3 +1.5.
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2.6. Niveles de hormonas tiroideas en los tejidos
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Figura 2.6: Niveles titulares de Ts y T4 libres (FI3 y FT4) en los diferentes grupos
experimentales.

Los datos son la media * error estandar. * p<0.05; ** p<0.01, comparados con los con-
troles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con el grupo sal.

En la corteza renal s6lo se observé una reduccion significativa de la FT4
en el grupo sal+clofibrato mientras que la FT5 fue disminuida en todos
los grupos, especialmente en el grupo sal+clofibrato.

En la médula renal, la FTs y la FT5 fueron disminuidas en el grupo
tratado con sal y mdas marcadamente disminuida en el grupo
sal+clofibrato.

Excepto para la FT3 en el grupo clofibrato, los valores de FT4 y FT3
fueron significativamente reducidos en el higado en todos los grupos
con respecto a los controles, siendo la mayor reduccién en el grupo
sal+clofibrato.

El grupo saltclofibrato y el grupo sal mostraron diferencias

significativas de los valores de FT4 y FT3 en todos los tejidos.

114



Resultados

Experimento 3: Efectos del Clofibrato sobre la hipertension provocada

por L-NAME

3.1. Variables morfolégicas

Peso corporal final (PCF), ratio peso del rifibn versus peso corporal
(PR/PC), ratio peso del ventriculo izquierdo versus peso corporal
(PVI/PC), ratio peso del ventriculo izquierdo versus peso ventricular del
corazén (PVI/PVC), al final del periodo experimental en los diferentes

grupos.

Tabla 3.1.- Variables morfolégicas en los grupos experimentales.

PR/PC PVI/PC
Grupos PCF (g) PVI/PVC
(mg/g) (mg/g)
Control 389.00+4.05 2.3840.09  1.91+0.03 0.80+0.01
Clofibrato 352.50+8.08* 291+0.38  2.10£0.05 0.80£0.01
L-NAME 337.20£7.88*  3.33+0.11*  2.05+0.09 0.82+0.01
L-NAME+
321.33+8.07*  3.15+0.02* 2.31+0.06* +0.84+0.003*
Clofibrato

Datos expresados como media + error estandar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo L-NAME.

El peso corporal (PCF) al final del periodo experimental fue

significativamente més bajo en el grupo tratado con clofibrato, en el
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grupo tratado con L-NAME y en el grupo tratado con L-
NAME-+clofibrato.

El peso del rifibn aument6 de forma significativa en los grupos tratados
con L-NAME (grupo L-NAME y grupo L-NAME+clofibrato) pero no
produjo variaciones en el grupo tratado con clofibrato respecto a las
ratas control.

El clofibrato produjo un ligero aumento del peso del ventriculo
izquierdo en relacién al peso corporal respecto a las ratas control y en el
grupo L-NAME-+clofibrato respecto a las ratas tratadas con L-NAME.

El peso del ventriculo izquierdo en relaciéon al peso ventricular del
corazén aumento en las ratas tratadas con L-NAME+clofibrato respecto
al grupo L-NAME vy al grupo control. No se observaron variaciones
significativas en el resto de los grupos. Por tanto el clofibrato no tuvo
efecto sobre la variacion del peso del rifibn aunque si influy6

ligeramente sobre el peso del ventriculo izquierdo.
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3.2. Variables plasmaticas

Valores plasmaticos medios de sodio, potasio, creatinina y urea medidos

al final del periodo experimental en los diferentes grupos.

Tabla 3.2.- Sodio, potasio, creatinina y urea plasmaticos en los grupos

experimentales.
Creatinina
Grupos Na (mEq/L) K (mEq/L) Urea (mg/dL)
(mg/dL)

Control 145.33+0.68 6.23+0.21 0.36+0.01 44.60£3.42
Clofibrato 147.00+0.63 4.00+0.28* 0.31+0.03 37.9615.78
L-NAME 146.00+0.82 4.51+0.10* 0.34+0.03 32.60+4.72
L-NAME

143.33+4.82 3.27+0.76* 0.20+0.08 22.70+£1.57*
+Clofib

Datos expresados como media + error estandar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo L-NAME.

No encontramos diferencias significativas en los niveles plasmaticos de
sodio entre los diferentes grupos. El potasio en plasma disminuy6 de
forma poco significativa en todos los grupos tratados respecto al grupo
control.

La administracion crénica de clofibrato no modificé significativamente
los niveles plasmaéticos de creatinina en ninguno de los grupos.

La urea en plasma tan solo disminuy¢ significativamente en el grupo L-

NAME-+clofibrato respecto al grupo control.
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3.3. Perfil lipidico en plasma

Valores plasmaticos medios de colesterol LDL, colesterol HDL,
colesterol total y triglicéridos medidos al final del periodo experimental

en los diferentes grupos.

Tabla 3.3.- Perfil lipidico en plasma en los

grupos experimentales.

LDL Colesterol Trigliceridos
Grupos HDL (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Control 10.00+2.45 67.88+2.76 78.80+6.00 36.60+5.05
Clofibrato 6.04+0.73 27.76+8.13** 31.20+8.56** 24.40+1.47
L-NAME 14.78+3.57 58.62+6.06 64.20+7.75 20.40+4.25
L-NAME+
- 4.60+2.33 ++22.15+3.64* 41.00+4.67** 23.50+3.48

o

Datos expresados como media + error estandar. * P<0.05; ** P<0.01 versus grupo
control. + P<0.05; ++ P<0.01 versus grupo L-NAME.

En las ratas normales el tratamiento con clofibrato a la dosis usada en
este experimento disminuy¢ significativamente los niveles de HDL y
colesterol y en menor medida de LDL respecto al grupo control. No
modificé significativamente los niveles de triglicéridos.

El grupo L-NAME-+clofibrato mostré una disminucién significativa de

HDL y en menor medida de LDL y colesterol respecto del grupo L-
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NAME. El clofibrato no modificé significativamente los niveles de TG

en el grupo L-NAME-+clofibrato respecto del grupo L-NAME.

3.4. Presion arterial media

260 HE control

| L-NAME
Bl [ NAME+Clofibrato

* %

PAM (mmHg)
8

Figura 3.4: Presién arterial media (PAM) final medida por registro directo (arteria femoral)
en ratas conscientes en los diferentes grupos experimentales. Los datos son la media
error estandar. * p<0.05; ** p<0.01, comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01,
comparados con el grupo L-NAME.

La figura 3.4 muestra la PAM en los diferentes grupos experimentales al
tinal del periodo experimental.
Los valores de la presion arterial fueron: control, 132+3.5; clofibrato,

++117£2.9*; L-NAME, 179+6.3**; L-NAME+clofibrato, ++134+6.5.

En las ratas normales, el tratamiento con clofibrato a la dosis usada en
este experimento disminuy6 significativamente la PAM.
La administracién de L-NAME produjo un incremento estadisticamente

significativo de la PAM final en comparacién con las ratas control.
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El grupo L-NAME-+clofibrato mostré valores similares de PAM respecto a las
ratas control. Es decir, la administracién crénica de clofibrato disminuy¢ la
presion arterial tanto respecto a las ratas control como respecto a las ratas

hipertensas tratadas con L-NAME.

3.5. Frecuencia cardiaca
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Figura 3.5: Frecuencia cardiaca final (FC) medida por registro directo (arteria femoral) en
ratas conscientes en los diferentes grupos experimentales. Los datos son la media * error
estandar. * p<0.05; ** p<0.01, comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01,
comparados con el grupo L-NAME.

Los valores de la frecuencia cardiaca medida mediante monitorizacién
directa en los diferentes grupos experimentales al final del periodo de

tratamiento se resumen en la Figura 3.5.
Los valores de la FC en los diferentes grupos fueron: control, 397+13;

clofibrato, 359+12; L-NAME, 358+19; L-N AME-+clofibrato, 328+7**.
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En las ratas normales, el tratamiento con clofibrato a la dosis usada en
este experimento disminuy6 la FC final en comparacién con las ratas
control.

La administracion de L-NAME produjo una disminucién de la FC final
similar a la producida por el clofibrato.

El grupo L-NAME+clofibrato mostré valores de la FC inferiores a los
valores del resto de los grupos. La disminucién de la FC producida por

el L-NAME se sumo a la disminucién producida por el clofibrato.

3.6. Presion del pulso

La figura 3.6 muestra la PP medida al final del periodo experimental en
los diferentes grupos.
Los valores de la presion del pulso fueron: control, 34.4+3.7; clofibrato,

+29.443.7; L-NAME, 43.712.3; L-NAME-+clofibrato, ++31.9+1.04.
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Figura 3.6: PP final medida por registro directo (arteria femoral) en ratas conscientes en
los diferentes grupos experimentales. Los datos son la media * error estandar. * p<0.05; **
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p<0.01, comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con el grupo L-
NAME.

En las ratas normales, el tratamiento con clofibrato a la dosis usada en
este experimento disminuyo la PP.

La administracion de L-NAME produjo un incremento de la PP en
comparacion con las ratas control.

El grupo L-NAME-+clofibrato mostr6 valores similares a las ratas control
de la PP. Es decir, la administraciéon crénica de clofibrato disminuy6 la
hipertensién tanto respecto a las ratas control como respecto a las ratas

hipertensas tratadas con L-NAME.

3.7. Niveles plasmaticos de hormonas tiroideas

§ r FEE Control

L-NAME
o | I L NAVE-Clofibrato

FT4 (ng/dL)

Figura 3.7: Niveles plasmaticos de FT, medidos al final del periodo experimental en los
diferentes grupos experimentales. Los datos son la media + error estandar. * p<0.05; **
p<0.01, comparados con los controles. + p<0.05; ++ p<0.01, comparados con el grupo L-
NAME.
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La figura 3.7 muestra los niveles plasmaticos de hormonas tiroideas en
los diferentes grupos experimentales al final del periodo experimental.
Los valores fueron: control, 1.85+0.14; clofibrato, 1.38+0.22*; L-NAME,
2.08+0.18; L-NAME-+clofibrato, ++1.06+0.05%*.

En las ratas normales el tratamiento con clofibrato a la dosis usada en
este experimento disminuyo significativamente los niveles de FT4.

La administracion de L-NAME no produjo una modificacién
estadisticamente significativa de los niveles de FTs en comparacién con
las ratas control.

Sin embargo, la administracién crénica de clofibrato disminuy6
significativamente los niveles de FT4 respecto al grupo control y de
forma aun més significativa respecto al grupo tratado con L-NAME.

Es decir, la administracion de clofibrato tanto a ratas control como a
ratas hipertensas L-NAME produjo wuna disminucién de Ila

concentracién de hormonas tiroideas.
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Discusion

Experimento 1: Efectos del Clofibrato sobre las alteraciones inducidas

por el hipertiroidismo

mipertiena
Cardiacansrenal

[lustracién 16. Efectos fisiolégicos del clofibrato sobre el hipertiroidismo.

El principal hallazgo de este estudio fue que la administracién crénica
de clofibrato a ratas tratadas con T4 prevenia y revertia las
manifestaciones hemodindmicas y el aumento de temperatura del
hipertiroidismo. Estos efectos pueden estar mediados por las acciones
antitiroideas de los fibratos descritas en la introduccidn, tales como el
aumento de la desactivaciéon de las hormonas tiroideas (Jemnitz, 2000) y
la disminucién del transporte y acciéon de las hormonas (Bonilla, 2001;

Hyyti, 2006; Kahaly, 2005; Luci, 2006; Motojima, 1992, 1997; Yen, 2001).
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Asi pues, en el presente estudio, el tratamiento con clofibrato disminuy6
notablemente los niveles de hormona tiroidea plasmatica e increment6

la actividad tisular de la enzima fenol-UGT en ratas hipertiroideas.

Las UGTs son las enzimas responsables de la glucuronidacién de las
hormonas tiroideas. Se conocen tres isoformas de la UGT que participan
en la glucuronidaciéon de las iodotironinas: fenol-UGT (UGT1AY),
bilirrubina-UGT (UGT1A1) y androsterona-UGT (UGT2B7) (Mackenzie,
1997). De entre estas isoenzimas, en este trabajo, decidimos medir la
actividad de la enzima fenol-UGT, al ser esta isoforma la principal
enzima para la desactivacion de la hormona tiroidea en ratas (Van der
Heide, 2004). Los resultados indican que el clofibrato tiene mayor
capacidad para estimular a esta enzima en ratas hipertiroideas, lo cual

puede contribuir a su efecto antihipertensivo.

La activacion de los PPARa también tiene importantes efectos
protectores sobre la funcién cardiovascular que pueden interferir con los
efectos prohipertensivos de las hormonas tiroideas. El PPARa se
expresa en el higado y en tejidos con un activo metabolismo de los
acidos grasos, tales como el corazén, rifién, endotelio y musculo liso
vascular, todos relacionados directamente con el control de la presion
arterial (PA). Los efectos antihipertensivos de la activaciéon de los
PPARa inducida por el clofibrato pueden incluir: mayor produccién de
6xido nitrico endotelial (Diep, 2002) y renal (Newaz, 2004), lo cual juega
un importante papel homeostatico en el control de la PA en el
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hipertiroidismo (Rodriguez-Gémez, 2003); menor produccién de
especies reactivas de oxigeno y disminucion de la actividad de la
NAD(P)H oxidasa (Newaz, 2005), las cuales estin aumentadas en ratas
hipertiroideas (Moreno, 2005); y menor producciéon de ET-1 (Newaz,

2005), también elevada en ratas hipertiroideas (Rebello, 1993).

Ademas, los fibratos también actian como inductores de las enzimas
citocromo P-450 (Roman, 2001). El acido araquidénico puede ser
metabolizado por una familia de enzimas citocromo P-450 que catalizan
la formaciéon de acido epoxieicosatrienoico (5 y 6-EET) y éacido 20-
hidroxieicosatrienoico (20-HETE), entre otros. El 20-HETE y los EETs
acttan como segundos mensajeros en la funcién vascular y renal
(Moreno, 2001; Roman, 2001) y por tanto podrian participar en el efecto
antihipertensivo del clofibrato.

En cualquier caso, el mecanismo responsable de los efectos protectores
del clofibrato sobre las manifestaciones cardiovasculares del
hipertiroidismo parece estar ligado a sus acciones antitiroideas, tal como
se mencioné anteriormente, quedando atn por investigar el posible

beneficio de las actividades extratiroideas del clofibrato.

A pesar de la capacidad para disminuir la PA del clofibrato, descrita
anteriormente, en este trabajo se encontré que el tratamiento con este
compuesto no tenia efectos significativos sobre ninguna de las variables
hemodindmicas ni morfolégicas en ratas normotiroideas; esta ausencia
de efectos fue consistente con los cambios no significativos de los niveles
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de hormonas tiroideas y de la actividad de la fenol-UGT en estos
animales, sugiriendo que los efectos del clofibrato sobre las UGTs estan
relacionados con el nivel de hormonas tiroideas. En consonancia con
estos hallazgos algunos investigadores han demostrado que existe
interaccion o competicion entre los RT y los PPARa, la cual es
dependiente de la concentracion de T3 en el medio (Chu, 1995) y que los
efectos del 4cido 9-cis-retinoico sobre la expresion de las isoformas de la
UGT estan influenciados por el estatus tiroideo.

Nuestras observaciones, en cualquier caso, contrastan con la reduccién
de la PA producida por el tratamiento de una semana con benzafibrato
(30 mg/kg i.p.) en ratas Sprague-Dawley (Newaz, 2005). Ademas,
estudios previos han demostrado que los fibratos aumentan la actividad
de la UGT y reducen los niveles de hormonas tiroideas en varias
especies. En ratas Wistar, una dosis de 800 mg clofibrato/kg de peso
corporal/dia redujo la concentracion de T3 en un 27% pero no redujo las
concentraciones plasmaticas de Ty total ni Ty libre (Visser, 1993). En
ratones, una dosis de 300 mg clofibrato/kg peso corporal/dia redujo la
concentraciéon plasmética de T4 libre en un 13% pero no redujo los
niveles de Tjs libre plasmaética (Viollon-Abadie, 1999). En cerdos tratados
con clofibrato (220 mg/kg/dia durante 28 dias) la reduccién en las
concentraciones plasmaéticas de T total (en un 47% vs. control), Ty libre
(en un 32% vs. control) y de T4 total (en un 35% vs. control) es incluso
mayor que las observadas en ratas (Luci, 2006). Las razones de estas
discrepancias no estan claras, aunque un periodo de tratamiento més
largo puede ser necesario para la aparicion de los efectos antitiroideos
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del clofibrato a la dosis usada en nuestro estudio como podra observarse

en el siguiente apartado de la tesis.

A pesar de la disminuciéon de los niveles de hormonas tiroideas, el
tratamiento con clofibrato no evit6 la hipertrofia cardiaca ni renal, la
ingesta aumentada de comida y fluidos, ni la proteinuria en las ratas
hipertiroideas. Aunque los mecanismos responsables de estas
observaciones no han sido investigados, el clofibrato puede tener
diferentes efectos sobre las desiodinasas o sobre las isoformas de los
receptores tiroideos que varian en los diferentes tejidos (Yen, 2001). En
este contexto, se ha descrito que cuando la hormona Ts se une
especificamente al receptor tiroideo beta de la rata, no es desplazado por
los agonistas del PPARa, ciprofibrato o benzafibrato (Castelein, 1993),
permitiendo la actividad de la hormona tiroidea por medio del receptor
tiroideo beta. Por tanto, la caracterizacién de los receptores tiroideos
responsables de los diferentes efectos tiroideos podria explicar la
especificidad de los efectos del clofibrato en este estudio y
proporcionaria datos sobre su funcién bioloégica en futuras
investigaciones. En este sentido, los ratones carentes de los receptores
RTal -/- mostraron una disminuciéon de la frecuencia cardiaca, intervalo
Q-T prolongado en el ECG y descenso de la temperatura (Wikstrom,
1998), manifestaciones que se asemejan a nuestros hallazgos con el
clofibrato en ratas hipertiroideas. Ademas, se ha descrito que las
hormonas tiroideas inducen la hipertrofia de los miocitos cardiacos
como resultado directo de su unién a la isoforma RTal a través de una
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ruta no gendémica que depende de la activacién de la kinasa TAK1 por la
proteina p38 (Kinugawa, 2005), mecanismo que podria diferir del usado
para alterar la frecuencia cardiaca y la contractilidad. Finalmente, la
incapacidad del clofibrato para impedir la hipertrofia cardiaca y la
proteinuria en ratas tratadas con T4 a pesar de que si es capaz de
disminuir la hipertensién, estd de acuerdo con estudios previos de
nuestro laboratorio que demuestran que ambas variables no estan
relacionadas con los niveles de la presion arterial en ratas hipertiroideas

(Vargas, 2006).

En resumen, el presente estudio muestra como el tratamiento crénico
con clofibrato suprime el aumento de temperatura y las manifestaciones
hemodindmicas caracteristicas del hipertiroidismo. Estos efectos
estuvieron asociados con una marcada reduccion de los niveles
plasmaticos de hormonas tiroideas. En cualquier caso, la administracién
de clofibrato no modificé la hipertrofia cardiaca ni renal, la proteinuria,

la polifagia, ni la polidipsia de las ratas hipertiroideas.

Perspectivas

Este trabajo muestra que el tratamiento crénico con clofibrato previene
las manifestaciones hemodindmicas y otras manifestaciones
caracteristicas del hipertiroidismo mediante un mecanismo que puede
estar relacionado con un efecto antitiroideo especifico. Segiin nuestro
conocimiento, este es el primer trabajo que estudia la interaccion
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tisiolégica entre las hormonas tiroideas y la activacion PPARa en el
hipertiroidismo. Los resultados indican que existen patrones de
interacciéon variables entre los RT y los PPAR, lo cual sugiere que
intervienen multiples mecanismos activados por diferentes genes y abre
nuevas lineas de investigaciéon de las alteraciones cardiovasculares en
los trastornos tiroideos. Ademads, este estudio también sugiere que el
clofibrato puede ser una potencial herramienta terapéutica en el

hipertiroidismo.
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Experimento 2: Efectos del Clofibrato sobre la hipertension provocada

por la dieta rica en sal

Masa

Cardiaca

R Flasimany

tefide

Clofibrato

Ilustracion 17. Efectos fisioldgicos del clofibrato sobre la hipertensién salina.

Los principales hallazgos de este estudio fueron que la administracién
cronica de clofibrato a ratas tratadas con una sobrecarga de sal
disminuia el aumento de la presion arterial (PA) en estos animales y que
este efecto puede ser mediado por la accién antitiroidea de los fibratos.
El tratamiento con clofibrato redujo marcadamente los niveles de
hormonas tiroideas en plasma y tejidos en ratas tratadas con sal. Estos
hallazgos estan en consonancia con observaciones previas de nuestro
grupo en ratas hipertiroideas hipertensas (Rodriguez-Gémez, 2008). Una

reduccion de los niveles de hormonas tiroideas inducida por los fibratos
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puede ejercer un papel protector contra la hipertensiéon en las ratas con
sobrecarga salina ya que es conocido que las drogas antitiroideas
previenen el desarrollo de hipertensién en las ratas (Vargas, 2006).
También encontramos que el clofibrato redujo el balance de agua y
sodio en ratas tratadas con sal lo cual puede también contribuir a sus
efectos antihipertensivos.

En cualquier caso el clofibrato no modificé significativamente los niveles
de nitratos/nitritos, isoprostanos, ET ni VP, lo cual sugiere que estas
variables no juegan ningan papel en la prevencién de la hipertension

por sobrecarga salina inducida por este agente.

El aumento de la PA en respuesta a la dieta rica en sodio (sensibilidad a
la sal) estd bien documentado en humanos y se considera un factor
importante en la patogénesis de la hipertensiéon (Campese, 1994). En el
presente estudio la sobrecarga crénica de NaCl al 2% en el agua de
bebida produjo un aumento moderado de la PA (15 mmHg) en ratas
Wistar machos, en consonancia con numerosos estudios de un
incremento moderado de la PA arterial en ratas Sprague-Dawley con
una ingesta alta de sal (Miyajima, 1985; Newaz, 2005, Ni, 2001, Wang,
1996). Sin embargo otros autores no encontraron cambios significativos
en la PA con la sobrecarga de sal en ratas Sprague-Dawley (Debinski,
1990; Osborn, 1998). Estas discrepancias pueden reflejar diferencias en la
duracion de la sobrecarga salina o en la ruta de administraciéon (con la
ingesta de comida o de bebida).

El efecto antihipertensivo del clofibrato en las ratas con sobrecarga
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salina estd de acuerdo con estudios previos sobre la atenuacion
producida por los fibratos de la elevaciéon de la PA en modelos genéticos
de hipertensiéon (Shatara, 2000), ratas hipertiroideas hipertensas vy
ratones y ratas hipertensos deficientes en 6xido nitrico 6 tratados con
DOCA-sal (Newaz, 2005).

En nuestro estudio el clofibrato produjo una modesta pero significativa
reduccién de la PA en ratas no tratadas la cual estuvo también asociada
con una reduccién de los niveles plasmaticos de FT4 y una significativa
disminucién de los niveles de hormonas tiroideas en los tejidos. Estos
datos contrastan con la PA normal y los niveles plasmaticos normales de
hormonas tiroideas observados en ratas normales tratadas con clofibrato
a la misma dosis durante tres semanas (Rodriguez-Gémez, 2008), pero si
estin de acuerdo con estudios previos en los cuales los fibratos
redujeron los niveles de hormonas tiroideas en varias especies (Luci,
2006; Viollon-Abadie, 1999; Visser, 1993). La discrepancia con nuestros
resultados anteriores sugieren que un periodo mayor de tres semanas es
necesario para observar los efectos antitiroideos del clofibrato a la dosis

usada en nuestro estudio.

Las ratas tratadas con sal mostraron unos niveles reducidos de
hormonas tiroideas en el plasma y los tejidos en consonancia con la
disminucién de los niveles de hormonas tiroideas descritas en los
modelos salinos de hipertension (MacParland, 1982; Vargas, 1988). Esta
actividad tiroidea reducida que aparece en la hipertension con renina
baja parece ser que es mediada por la accién de una sustancia no
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identificada denominada “thyroid-depressing factor” por Threatte et al.
(Threatte, 1982). Esta sustancia reduce la captacion y unién del I'3! por la
glandula tiroidea y bloquea la captacion del I'3! estimulada por la TSH
(Fregly, 1982) y se encontr6é que estaba mas aumentada en la sangre de
las ratas hipertensas que en las ratas normotensas (Fregly, 1982). Mas
recientemente, varios autores han observado que los niveles plasmaéticos
bajos de hormonas tiroideas son expresion de un estado de inflamacion
en pacientes con enfermedad crénica renal (Zoccali, 2005) y que los
niveles plasmaticos y el contenido hepatico de hormonas tiroideas estan

reducidos en las ratas urémicas con una masa renal reducida (Lim, 1980).
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Ilustracién 18. Mecanismos de accién propuestos para el factor depresor del tiroides

(TDF).

El 6xido nitrico (NO) juega un importante papel en la funcién renal y en
la excrecion de sodio y regula la respuesta homeostética a una ingesta

aumentada de sodio (Shultz, 1993). Asi, Shultz y Tolins (Shultz, 1993)
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demostraron que una ingesta alta de sal en ratas durante dos semanas
producia un aumento en la concentracién sérica y excrecion urinaria de
los productos de la descomposicion del NO (NOx) y mads recientemente
la sobrecarga de sal ha sido usada incluso como un activador de la
produccién de NO (Newaz, 2004). En consonancia con esto, el presente
estudio confirma que la produccién renal aumentada de NOx aparece
tras una dieta alta en sal. También se sabe que los activadores de los
PPARa aumentan la producciéon renal de NO tal como indica la
medicién de la excrecién urinaria de nitratos/nitritos (Newaz, 2004). Sin
embargo, nuestro estudio muestra que el clofibrato por si solo no
aumento la producciéon de NOx y que la administracién combinada de
clofibrato y NaCl produjo un aumento en la excrecién de nitritos que no
fue mayor que la producida por la sal, mientras que la excrecién de Na*

fue incrementada en comparacién con el grupo NaClL

El marcado aumento de la natriuresis en el grupo sal+clofibrato esta de
acuerdo con la disminucién del balance de sodio y agua en estas ratas y
puede ser debido a la estimulacion por el clofibrato del acido 20-
hidroxieicosatrienoico (20-HETE) y los &cidos epoxieicosatrienoicos
(EETs) que poseen propiedades natriuréticas (Roman, 2001). Esto es
debido a que los fibratos acttan como inductores de las enzimas
citocromo P-450 (Roman, 2001), las cuales catalizan el acido
araquidoénico para la formacién de 20-HETE y 5- y 6-EET entre otros.

Es interesante que las ratas tratadas con sal+clofibrato mostraran una
natriuresis y kaliuresis aumentadas y un balance de agua y sodio
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reducido, con niveles de sodio plasmatico mayores y niveles de potasio
plasmatico més bajos. Todas estas observaciones se asemejan a la
“natriuresis exagerada” y a las anormalidades plasmaticas electroliticas
observadas en las ratas tratadas con DOCA-sal, lo cual sugiere que el
clofibrato puede producir un modelo de interaccién positiva entre los
receptores mineralocorticoides y los PPARa a nivel renal. Asi, los
PPARa pertenecen a una gran superfamilia de receptores hormonales
nucleares que incluye a los receptores X retinoides (RXR), de los
esteroides, de las hormonas tiroideas y de la vitamina D (Chu, 1995;
Hyyti, 2006). Los receptores esteroideos y de otras hormonas nucleares
pueden modular su actividad transcripcional entre ellos. Esta
interaccion puede resultar en la inhibicién de la actividad, tal como se
observa con las hormonas tiroideas, o bien en su potenciacién, como
sugieren las alteraciones en su actividad mineralocorticoide en las ratas

tratadas con sal+clofibrato.

Nuestro hallazgo de una excrecién urinaria aumentada de isoprostanos
en el grupo con sobrecarga salina esta de acuerdo con estudios previos
en los cuales una ingesta salina aumentada produce un aumento de la
actividad de la NAD(P)H oxidasa (Lenda, 2000). Ademas, estudios
experimentales han demostrado una reduccién del stress oxidativo
mediada por los activadores de los PPARa (Newaz, 2005). Asi, el
benzafibrato redujo el aumento de los niveles plasmaticos de 8-
isoprostanos inducido por el L-NAME vy el clofibrato disminuy6 el
aumento de la actividad NAD(P)H oxidasa en ratas DOCA-sal (Newaz,
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2005). Sin embargo el tratamiento con clofibrato fue incapaz de reducir
los niveles de isoprostanos en nuestras ratas con sobrecarga salina, lo
cual sugiere que el clofibrato carece de las propiedades antioxidantes
bajo estas condiciones, probablemente porque el stress oxidativo es

menor que el observado en la hipertensiéon por L-NAME o DOCA-sal.

Nuestros datos muestran que las ratas con sobrecarga salina han
incrementado los niveles de ET y VP inmunoreactivas. Se ha sugerido
que la ET y la VP son estimuladas de forma compensatoria cuando es
frenado el sistema renina-angiotensina (Letizia, 1997). Ademas, tanto la
ET como la VP participan en el desarrollo y mantenimiento de una
presiéon sanguinea elevada y en el dafio renal en los modelos de
hipertensién con renina baja (Schiffrin, 2001) y se ha descrito una
interaccion positiva entre ambas (Imai, 1992). La ET urinaria, que
predominantemente refleja la produccién local de ET renal (Benigni,
1991) es producida en varias células del rifién y juega un importante
papel en la hemodindmica renal y en la excrecién urinaria de sal y agua
(Schiffrin, 2001).

Diferentes estudios evidencian la importancia de la ET tubular en la
regulacién de la excrecién de sal en sujetos normales e hipertensos. Asi,
hay una correlacién positiva entre los cambios en la natriuresis y la ET
urinaria producida por la sobrecarga de sal (Cuzzola, 2001). Nuestros
datos y estas observaciones sugieren la participaciéon de este péptido en
la regulaciéon del balance de sal. Ademds, Newaz et al. (Newaz, 2005)
observo que el clofibrato redujo la producciéon de ET plasmaética en ratas
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hipertensas DOCA-sal con renina baja (Newaz, 2005). Sin embargo
nuestros datos muestran que la activacion PPARa fue incapaz de
modificar los niveles urinarios de ET y VP en la hipertensiéon por

sobrecarga salina.

En resumen, el presente estudio muestra que el tratamiento crénico con
clofibrato previene la presion sanguinea aumentada en las ratas tratadas
con sal. Este efecto estuvo asociado con una marcada reduccién en los
niveles plasmaticos y tisulares de hormonas tiroideas y con una
disminucién del balance de agua y sodio. Sin embargo, el tratamiento
con clofibrato no afect6 a las variables relacionadas con el 6xido nitrico,
el stress oxidativo ni la produccion de ET o VP. Ademas el clofibrato no

modificé la masa cardiaca pero si redujo la proteinuria en estos animales.

Perspectivas

Este estudio valora la interaccion fisiolégica entre las hormonas
tiroideas y la activacion PPARa en enfermedades no tiroideas. Los
resultados demuestran que el tratamiento crénico con clofibrato
previene las manifestaciones hemodindmicas de la sobrecarga de sal en
ratas por un mecanismo que puede estar relacionado con su efecto
antitiroideo y sugieren un patrén de interaccion negativa entre los RT y
los PPARa en el control de la presion sanguinea.

Ademas, basandose en los datos presentes, el impacto antihipertensivo
del clofibrato en diferentes modelos de hipertensiéon experimental
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deberia ser reinterpretado teniendo en cuenta sus efectos antitiroideos,
ya que las drogas antitiroideas han prevenido la elevacion de la presion
sanguinea en todos los modelos experimentales de hipertension en ratas
estudiados hasta la fecha. También puede especularse que el clofibrato
produce un modelo de interaccién positiva entre los receptores

mineralocorticoides y los PPARa a nivel renal.
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Experimento 3: Efectos del Clofibrato sobre la hipertension provocada

por L-NAME

El principal hallazgo de este apartado es que el clofibrato reduce las
manifestaciones hemodindmicas de la hipertension L-NAME
produciendo simultaneamente una reduccién en los niveles de FTy, lo
cual sugiere que el efecto antitiroideo del clofibrato podria participar en
el efecto antihipertensivo de esta droga. Estas observaciones estdn
claramente en consonancia con los efectos del clofibrato en la
hipertension del hipertiroidismo y del aumento de ingesta de sal
previamente descritos en los apartados anteriores de la tesis. Ademas,
estos datos sugieren que el efecto antitiroideo del clofibrato podria ser el
mecanismo comun por el cual los fibratos ejercen su efecto
antihipertensivo independientemente del factor etiolégico de la
hipertension. En consonancia con esta observacion estaria el hecho de
que la administracion de metimazol o la tiroidectomia son capaces de
prevenir el desarrollo de hipertensiéon en los diversos modelos como se
refiri6 anteriormente (Vargas, 2006).

Los efectos de los ligandos PPARa sobre la produccién de NO son objeto
de investigacion pero todavia no han sido esclarecidos debido a los datos
contradictorios entre diferentes laboratorios. Nuestros datos demuestran
que el clofibrato previene la hipertension L-NAME y que por
consiguiente puede actuar por mecanismos NO-independientes como
seria el anteriormente citado. El modelo de hypertension L-NAME cursa

con niveles normales de hormonas tiroideas lo que contrasta con los
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niveles reducidos en el modelo de hipertensiéon inducida por sal
(apartado 2) y con otros modelos de hipertension con renina baja.
Ademas, estos resultados estan en consonancia con los niveles normales
de hormonas tiroideas en plasma observados en las ratas hipertensas
Goldblatt dos rifiones-un clip (Vargas, 2006), lo que sugiere que el TDF
anteriormente citado no se activa cuando el sistema renina angiotensina

no estad suprimido.
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Conclusiones

1.

El tratamiento crénico con clofibrato suprimi6 las
manifestaciones hemodindamicas y el aumento de temperatura
caracteristicos del hipertiroidismo, acciones que pueden estar
producidas por un efecto directo antitiroideo. Sin embargo, la
administracién de clofibrato no modificé las alteraciones
morfolégicas, metabodlicas ni renales (hipertrofia cardiaca,
hipertrofia renal, proteinuria, polifagia y polidipsia) en ratas
hipertiroideas, lo cual indica que existe especificidad en las

acciones antitiroideas del clofibrato.

La administracién crénica de clofibrato a ratas con sobrecarga
salina impidi6é el aumento de la presién sanguinea en estos
animales y este efecto puede ser mediado por la accion
antitiroidea de los fibratos. Sin embargo, la administraciéon de
clofibrato no modificé las variables relacionadas con el 6xido
nitrico, el estrés oxidativo ni la produccién de ET o vasopresina.
Ademas, el clofibrato no cambié la masa cardiaca de estos

animales pero si atenu6 su proteinuria.

El clofibrato redujo las manifestaciones hemodinamicas de la
hipertension L-NAME produciendo simultdneamente una
reducciéon en los niveles de FT4, lo cual sugiere que el efecto
antitiroideo de esta droga podria participar en su efecto
antihipertensivo.
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