VNIVERSITAT
DGVALENCIA

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA
PROGRAMA DE DOCTORADO EN FISIOLOGIA

Interacciones de la ranolazina con agentes

vasoactivos endogenos y exogenos

TESIS DOCTORAL

Presentada por:

Elena Campos Carot

Dirigida por:
Dr. José Maria Vila Salinas
Dra. Maria Dolores Mauricio Aviio

Dr. Juan Bautista Martinez Leon

Valencia, octubre 2022






D. José Maria Vila Salinas, Catedratico de Fisiologia de la
Universitat de Valéncia, Diia. Maria Dolores Mauricio Aviid,
profesora Titular del Departamento de Fisiologia de la Universitat de
Valéncia y D. Juan Bautista Martinez Ledn, Catedratico de Cirugia

Cardiovascular de la Universitat de Valéncia,

CERTIFICAN: Que Elena Campos Carot ha realizado bajo su
direccion el presente trabajo titulado «Interacciones de la ranolazina
con agentes vasoactivos endogenos y exogenos» para optar al Grado

de Doctora.

Y para que asi conste, firman la presente en Valencia a 25 de

octubre de 2022.

Fdo: Fdo:

José M? Vila Salinas Juan B. Martinez Ledén

Fdo:

M? Dolores Mauricio Avino






AGRADECIMIENTOS

La realizacion de esta tesis no hubiera sido posible sin la
inestimable ayuda de muchas personas a las que me gustaria dar las
gracias:

En primer lugar, agradecer al Dr. José Maria Vila, codirector de
esta tesis, por acogerme como una mas en su equipo y dejarme acceder
a su laboratorio. Sin su supervision y sus conocimientos esta tesis no
hubiera salido adelante. Gracias por darme ese “empujon” cuando mas
lo necesitaba.

A la Dra. Maria Dolores Mauricio, codirectora de esta tesis, por
introducirme en la investigacion, guiarme en el proceso y responder a
todas mis dudas. Gracias por tu amabilidad y paciencia.

Al Prof. Juan Martinez Ledn, codirector de esta tesis, profesor,
jefe y mentor, por ser la primera persona que me dio la oportunidad de
descubrir la Cirugia Cardiovascular.

A las Dras. Patricia Marchio y Solanye Guerra, por el valioso
trabajo realizado en el laboratorio, por los conocimientos brindados y
por haberme recibido y ayudado siempre que he acudido a ellas.

A todo el equipo de Cirugia Cardiovascular por participar
desinteresadamente en la recogida de las muestras.

Al Dr. Gil y al Dr. Sirgo por aguantarme todos estos afios. Y a
la Dra. Rueda por animarme y acompafiarme en la realizacion de la
tesis.

A Rosario Salvador, coordinadora del Programa de Doctorado
en Fisiologia, y a Mari Blanch, secretaria del Departamento, por su
eficiencia y su gran ayuda en la resolucion de todos los tramites
administrativos.

No quisiera finalizar este apartado sin dar las gracias a mi

familia y amigos, por su apoyo incondicional.






INDICE

INTRODUCCION ....ccriimriimrineineeissesssessesssessssesssesssssssses s 17
1.  Enfermedades cardiovasculares ..........c..ccoceeverieneeieneenennene 3

2. Cardiopatia iISQUEMICA .......ccueerureerieriieeiieeiieeiee e eieeeeee e 3
2.1. Tratamiento médico e intervencionismo coronario.............. 5
2.1.1. Papel del tratamiento médico .........cceevververienerieneennene 5

3. Cirugia COTONATIA. ....c.ueeiieeiieeiieeiieeiee e etee e eieeeteebeesereensens 6
4. Enfermedad del injerto de vena safena ...........cccceeeverirenennen. 9
4.1, TTOMDOSIS . .veeeeiiiieriieteeie ettt 10

4.2. Hiperplasia intimal ............cccoviieiiiniiiieieeeee e 11

4.3, ACTOSCIETOSIS ..cuveueiiieieeiieniieie et 12

4.4. Manejo perioperatorio. Empleo de farmacos vasoactivos. 13

4.5. PIeVENCION ...ccueeiiiiiiiiiieeieeiteee et 14
5. El endotelio y la regulacion del tono vascular ....................... 15
5.1. Factores vasodilatadores derivados del endotelio .............. 17
5.1.1. OXidO DO «...voveoeeeeeieee e 17
5.1.2. Prostanoides .......cccceeceereerienieneenienienieeeseeseee e 21
5.1.3. Hiperpolarizacion derivada del endotelio ................... 24
5.2. Canales de Potasio.......ccceerueeruieriieniieeieeiie e eee e 27
5.2.1. Canales de potasio activados por calcio (KCa)........... 28
5.2.2. Canales de potasio rectificadores anomalos (Kir)....... 30
5.2.3. Canales de potasio dependientes de voltaje (Kv)........ 31
5.2.4. Canales de potasio con dominio de dos poros (K2P)..31
5.3. Factores vasoconstrictores derivados del endotelio ........... 32
5.3.1. TrombOXano Az ......cccceeeevuerieneeriinienieeiesresieeee e 32

5.3.2. ENdOteliNa-1 ..cooovviviiiiiieieieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 33



5.3.3. Influencia del sistema SIMPAtiCO ........ceccveerveerereeneennee. 34

6.  Ranolazina.........cccocevieiiiiinie e 37
6.1. FarmacoCinétiCa .........ccceeeeruereerieniieienieieeieseese e 37

6.2. Farmacodinamia............ccceevereerieniierienienieeieseeseeee e 39

6.3. Papel en la cardiopatia isquémica ...........ccceecveerverreeneenen. 42

6.4. Papel en la insuficiencia cardiaca............ccceeeveevvennreneennen. 45

6.5. Angina MiCrovasCular ...........ccocceerieriienienieenie e 46

6.6. ATTIEMIAS. .c..eiiiiieiiieieeieetee e 46

6.7. DIADELES ...cveeueiriiiiieieeteeeeee s 49

6.8. Efectos vasculares .........coceveeveerieneeiienienieeeseeeeeeeeees 51

6.9. Otros €feCLOS...couveruieiieieriieieeterteeete e 53
HIPOTESIS ..ottt 55
OBJETIVOS. ..ottt 59
MATERIAL Y METODOS ....ccoooomiimiirreincesesesesesesssessssessesesnae 63
1. Declaracion €tiCa........oceveriereriienienieeieniese et 65

2. PaACIENES ..coutiiiiiiieiiiiierieee et 65
3. Obtencion de 1as MUESHaS. .......cc.eeverierierienieeiienieeeieseeeen 66

4. Estudio de la reactividad vascular...........cccccoceeverieninncnnenne. 67
4.1 Preparacion de las muestras en el baio de 6érganos ............ 67

4.2  Determinacion de la tension basal 6ptima...................... 69

4.3 Curvas concentracion-reSPueSta........ccueerveerveerueerveennnans 69
43.1 Curvas de ranolazina..........c..ccoceeeevieneenieneenennene 70

4.3.1.1 Agonistas cCONtractiles .........ccceoceevcurerverieerueennnn. 70

4.3.1.2 L-NAME e indometacina............cceevvverveeneenen. 70

4.3.1.3 Inhibidores de KCa........c.ccoeriiniininiiiniiienene. 71

4.3.1.4  Verapamilo........ccooeeviienieniieiecieeie e 71

43.2 Curvas de fenilefrina ........oooeveveeveeeeieeieeeeeieieeeeeeenene. 72



4.3.2.1 L-NAME e indometacing..........cccceuveeuueueeeeennnnnn. 72

4.3.2.2 Inhibidores de KCa.........coevvuieiiiniiinieniieieeee, 72
4.4  Curvas frecuencia-resSpuesta.........c.ceceerveerueenveenueennnennn. 73
5. FAarmacos y SOIUCIONES .........ccceevuieeiieniiieiieiiecieeeeeee e 74

6. Determinacion de la expresion proteica por Western Blot .... 74

7. Analisis esStadiStiCO....c.cueririiriiiiirierieeieece e 76
RESULTADOS ...ttt st 79
1. Efectos de la ranolazina sobre la respuesta relajante ............. 81
1.1.  En presencia de agonistas contractiles ..............ccceeueenee. 81

1.2 En presencia de indometacina y L-NAME .................. 82

1.3 En presencia de inhibidores de los KCa............cccc..e.e. 83

1.4  Enpresencia de verapamilo..........cccccvevveeviienienieenieennen. 85

2 Efectos de la ranolazina sobre las respuestas inducidas por
FENIEfTING ..o 86

3 Efectos de la ranolazina sobre las respuestas inducidas por
estimulacion elECtriCa........covvvviriiriiriiiierieecee e 89

4  Efectos de la ranolazina sobre expresion proteica de la eNOS,

el receptor adrenérgico al y la proteina del canal BKCa............... 91
DISCUSION......coomriiriirereiresieesessessessessees s sssesssssesseessseessesens 93
1. Ventajas y limitaciones del procedimiento experimental ...... 95
2. Justificacion de la eleccion del vaso a estudio ..........cc.c..e.e. 96

3. Efectos de la ranolazina sobre la respuesta vascular de la vena
safena humana ..o 98

4. Efectos de la ranolazina sobre la respuesta adrenérgica....... 100

5. Participacion de factores endoteliales en la respuesta a la
FANOLAZING ...ttt 102

6. Participacion de los canales KCa en la respuesta a la
FANOLAZING ...ttt 104



7. Participacion de canales ICaL en la respuesta a la ranolazina

106
8.  Consideraciones finales........cooovveveeeieeiieieiieeeeeeeeeeeeeen.
CONCLUSIONES ..o e e e

BIBLIOGRAFIA



ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y SIGLAS

ADMA NG,NG-dimetil-L-arginina

AMI Arteria mamaria interna

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ARA-II Antagonistas de los receptores de angiotensina II
COX Ciclooxigenasa

DE Desviacion estandar

DTM Dominios transmembrana

ECG Electrocardiograma

EDH Hiperpolarizacion derivada del endotelio
ET-1 Endotelina-1

EEM Error estandar de la media

FA Fibrilacion auricular

GCs Guanilato ciclasa soluble

HbAlc Hemoglobina glicosilada

IAMCEST  Infarto agudo de miocardio con elevacion del ST
IAMSEST  Infarto agudo de miocardio sin elevacion del ST

ICaL Canales de calcio dependientes de voltaje tipo L
IECA Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
Ikr Corriente rectificadora de potasio

INaL Corriente tardia de entrada de sodio

K2P Canales de potasio con dominio de dos poros

KATP Canales de potasio sensibles a ATP

KCa Canales de potasio activados por calcio

Kir Canales de potasio rectificadores andmalos o internos
Kv o Kdr Canales de potasio voltaje-dependientes

L-NAME NG-nitro-L-arginina metil éster
L-NMMA NG-monometil-L-arginina

NA Noradrenalina
NADPH Nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato
NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintasa



PGI;

SNC

TEA
TRAM 34
TXA>

Prostaciclina

Sistema nervioso central
Tetraetilamonio
Triarilmetano 34
Tromboxano-Az



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Estrategia gradual para el tratamiento anti-isquémico segun el
perfil del PACIENLE. ....c.eevieiiieiieciiee e 6

Tabla 2. Tabla comparativa entre los principales ensayos realizados
con ranolazina en pacientes con cardiopatia isquémica. .................... 43

Tabla 3. Caracteristicas demograficas,  factores de  riesgo
cardiovascular y tratamientos activos de los sujetos a estudio........... 65

Tabla 4. Valores de pD> y Emax para ranolazina en segmentos de vena
safena precontraidos con fenilefrina (107-10 M). ........ccooeevevrnnneee, 83

Tabla 5. Valores de pD> y Emax para ranolazina en segmentos de vena
safena precontraidos con fenilefrina (107-10 M). ......c.ccoceevevrnnnene, 84

Tabla 6. Valores de pD> y Emax para ranolazina en segmentos de vena
safena precontraidos con fenilefrina (107-10 M). ......c.ccoovevevrnnnene, 86

Tabla 7. Valores de pD> y Emax para fenilefrina en segmentos de vena
safena humana en condiciones control y experimentales................... 89

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Permeabilidad del injerto a largo plazo y supervivencia libre
de complicaciones tras cirugia de revascularizacion coronaria con
injerto de vena safena INterna...........cecvevueeruerieneenienienceeeee e 8

Figura 2. Aspecto angiografico y ecografico intravascular de trombo
laminado en wun injerto de vena safena interna implantado
TECIENTEIMENLE. ....ovviniitiiiiieieeiieitetete ettt ettt et ae st sre e e ene e 11

Figura 3. Fisiopatologia del fracaso temprano y tardio del injerto de
vena Safena INtEINA. ........coeeeeieiiiiiiiniieeceeeeeee e 13

Figura 4. Principales mediadores vasoactivos liberados por el
ENAOLELI0. ..eeiiiiiiiiieiiee e 17



Figura 5. Sintesis de 6xXido Nitrico.......ccccevvveveerierienenieniereeeeeee 18
Figura 6. Sintesis de prostanoides. ..........c.ccoeeevverieneenenieneenieneene. 22

Figura 7. Mecanismos de hiperpolarizacion del musculo liso vascular.

Figura 8. Familias de canales de potasio.........c.cceceveeveniencenicnnenne. 28

Figura 9. Corriente tardia de sodio fisiolégica normal en comparacion
con una corriente tardia patolégicamente elevada. ...........cccceceeennene 41

Figura 10. Representacion de la inhibicion del canal de sodio
dependiente de voltaje en los miocitos vasculares y en las terminaciones
nerviosas simpaticas perivasculares; y la antagonizacion del receptor
adrenérgico al por la ranolazina. ............cceceeviiiiieniiienienieeee 53

Figura 11. Extraccion quirtrgica abierta de la vena safena interna. . 66

Figura 12. Esquema del bafio de organos y el procedimiento
EXPEITMENTAL ....ooiiiiiiiiieiiiee e 68

Figura 13. Curvas concentracion-respuesta de ranolazina en segmentos
venosos precontraidos con diferentes agonistas contractiles. ............ 81

Figura 14. Curvas concentracion-respuesta de ranolazina en segmentos
venosos con, sin endotelio y en presencia de L-NAME (10* M) ¢
indometacing (107 M), ......ovoviveeiieieeeeeeceeeee e, 82

Figura 15. Curvas concentracion-respuesta de ranolazina en segmentos
venosos en condiciones de control (indometacina 10 M mas L-NAME
10* M) y en presencia de TEA (103 M), apamina (10°¢ M),
caribdotoxina (107 M) y TRAM-34 (10 M). ....c.ccoeveieeieererinee, 84

Figura 16. Curvas concentracion-respuesta de ranolazina en segmentos
venosos en presencia de verapamilo. .........cccoecveeviieiiiiniiiiiieniee 85

Figura 17. Curvas concentracion-respuesta de fenilefrina en ausencia
(control) y presencia diferentes concentraciones de ranolazina (106-10



Figura 18. Curvas concentracion-respuesta de fenilefrina en presencia
de ranolazina (10~ M) sola y asociada a indometacina (10 M) o L-
NAME (107 M)ttt 87

Figura 19. Curvas concentracion-respuesta de fenilefrina en presencia
de ranolazina (10° M) y ranolazina (10 M) en combinacién con
Apamina (10° M), TRAM-34 (10 M), TEA (103 M) y caribdotoxina
(TO7 M. ettt 88

Figura 20. Respuesta contréctil a la estimulacion del campo eléctrico a
2 y a 4 Hz en condiciones de control y en presencia de ranolazina (10
B2107 M) ettt 90

Figura 21. Respuesta contractil a la estimulacion del campo eléctrico
(2 Hz) en condiciones de control y en presencia de indometacina (107
M) y L-NAME (10 M) solos y en combinacion con ranolazina (10
V). et sttt 90

Figura 22. Respuesta contractil a la estimulacion del campo eléctrico
(2 Hz) en condiciones de control y en presencia de diferentes
inhibidores [caribdotoxina (10”7 M), TRAM-34 (10 M) y apamina (10
6 M)] solos o asociados a ranolazina (10> M)...........cccceeevverererenenann. 91

Figura 23. Efecto de la ranolazina (10~ M) sobre la expresion proteica
de la eNOS, el canal BKCa y el receptor adrenérgico al. ................. 92






INTRODUCCION






Introduccion

1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares contintian siendo a dia de
hoy la principal causa de muerte en adultos de mediana edad en todo el
mundo ente debido a su reproducibilidad y facilidad (1). Este conjunto
de patologias ejerce un gran impacto en la calidad de vida de los
individuos que las padecen privandolos de salud en sus afios mads
productivos. Su atencion clinica es costosa y prolongada, lo que
consume gran parte de los recursos familiares y sociales de un pais.

El término “enfermedades cardiovasculares” engloba a un gran
grupo de patologias que afectan al corazon y los vasos sanguineos, entre
las que se incluyen la cardiopatia isquémica, las enfermedades
cerebrovasculares, la arteriopatia periférica, las cardiopatias reumaticas
y congénitas, la trombosis venosa profunda y el tromboembolismo
pulmonar. Dentro de este grupo, la cardiopatia isquémica es la mas
prevalente y la primera causa de muerte prematura (2).

En los paises desarrollados, el envejecimiento progresivo de la
poblacion, la inmigracion y el descenso progresivo en la mortalidad
hacen suponer que la prevalencia de cardiopatia isquémica aumentara
proximamente (3). No obstante, en los ultimos afos se ha observado
una tendencia descendente en la mortalidad cardiovascular como
resultado de la prevencion primaria, las intervenciones terapéuticas en

fase aguda y la prevencion secundaria (4,5).

2. Cardiopatia isquémica

La Sociedad Europea de Cardiologia describe la enfermedad de

las arterias coronarias como una patologia que se caracteriza por la
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formacién y acumulacion de placas de ateroma en estos vasos,
pudiendo condicionar o no una obstruccién que, a su vez, puede ser o
no significativa clinicamente (6). Se trata de una patologia crénica que
generalmente presenta periodos prolongados de estabilidad pero que es
progresiva. Es decir, implica riesgo incluso cuando su clinica es
aparentemente silente, ya que puede inestabilizarse de forma repentina
debido a eventos aterotrombdticos agudos que suelen estar ocasionados
por la ruptura de una placa preexistente. Esto hace que dentro del
espectro de la patologia isquémica coronaria podamos diferenciar
distintos sindromes (6). Por un lado, los sindromes coronarios crénicos,
en los que placas estables generan una obstruccion de la luz vascular
suficiente como para que, en determinadas condiciones como el
esfuerzo, se produzca esa incapacidad para suplir el contenido
necesario de oxigeno al musculo cardiaco. Por otro lado, los sindromes
coronarios agudos, en los que la rotura o inestabilizacién de una placa
lleva al riesgo de oclusion o a la oclusion completa, parcial o temporal
de la luz vascular (7).

Los sindromes coronarios cronicos incluyen: la angina estable,
la angina microvascular, la miocardiopatia isquémica y la angina
vasoespastica. La primera, que es la forma mas frecuente, se presenta
como una angina tipica de esfuerzo, con dolor toracico opresivo que
cede con el reposo o los nitrovasodilatadores.

Los sindromes coronarios agudos incluyen: la angina inestable,
el infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST
(IAMCEST) y el infarto agudo de miocardio sin elevacion del

segmento ST (IAMSEST). La diferenciacion entre estos tres sindromes
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se basa en el grado de oclusion de la luz vascular tras la rotura de una
placa de ateroma que se traduce en manifestaciones
electrocardiograficas, variacion en las enzimas de dafio miocérdico y

diferentes hallazgos en la angiografia coronaria.

2.1. Tratamiento médico e intervencionismo coronario

De 2018 a 2020 la Sociedad Europea de Cardiologia actualiz6
sus recomendaciones sobre el tratamiento de los diferentes sindromes
coronarios. La estrategia de reperfusion inmediata esta indicada en los
pacientes con IAMCEST excepto si se considera que se trata de un
infarto muy evolucionado y el territorio a revascularizar no es viable.
En el IAMSEST el estado clinico y una serie de factores de riesgo
marcan el tiempo a la estrategia invasiva que oscila entre la inmediatez
y las 72 horas. Seglin los hallazgos se puede optar por tratamiento
médico o bien por la revascularizacion. La forma de revascularizacion
se decide segun toda una serie de factores tanto clinicos como
pronosticos, asi como entre las distintas estrategias de
revascularizacion cuando se opta por esta opcion; cirugia o tratamiento
percutdneo dependiendo del riesgo quirurgico y los hallazgos de la

coronariografia.

2.1.1. Papel del tratamiento médico

Todos los pacientes con cardiopatia isquémica deben realizar un
control estricto de los factores de riesgo cardiovascular y recibir
tratamiento con antiagregantes plaquetarios, estatinas y otros firmacos

dependiendo de su perfil de riesgo (antialdosterénicos, inhibidores de
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la enzima convertidora de la angiotensina (IECA), antagonistas de los
receptores de angiotensina Il (ARA-II) o inhibidores de la neprilisina).
Los pacientes en los que se opta por tratamiento médico o que persisten
con clinica anginosa pese a la revascularizacion reciben tratamiento con
farmacos antisquémicos que incluyen: betabloqueantes, antagonistas
del calcio, nitratos, ivabradina, nicorandil, trimetazidina y ranolazina.
Los algoritmos de la Sociedad Europea de Cardiologia proporcionan un
esquema terapéutico conforme a la evidencia de cada farmaco y las

caracteristicas de cada paciente (Tabla 1).

Tabla 1. Estrategia gradual para el tratamiento antisquémico segun el perfil del
paciente.

Frecuencia Frecuencia ICo
Tratamiento cardiaca cardiaca disfuncién Hipotension
estandar baja (<50 sistolica del arterial
elevada
Ipm) VI
Dosis bajas
BB 0 AC BB o ACno AC DHP BB de BB o AC
DHP
no DHP
BBy AC BB y AC no NAP NAP o Dosis bajas
DHP DHP ivabradina de NAP
Féarmaco de . ACDHPy Féarmaco de 2° LI,
N Ivabradina . RZ,
2% linea NAP linea . .
trimetazidina
Nicorandil,
RZ,
trimetazidina

Lpm: latidos por minuto; IC: insuficiencia cardiaca; VI: ventriculo izquierdo; BB:
bloqueantes beta adrenérgicos; AC: antagonistas de los canales de calcio; DHP:
antagonistas de los canales de calcio dihidropiridinicos; NAP: nitratos de accion
prolongada; RZ: ranolazina.

3. Cirugia coronaria

Los primeros intentos de revascularizacion miocérdica iban

enfocados a lograr la creacion de neovasos que mejoraran la perfusion
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del corazon. Se pens6 que creando adherencias con estructuras vecinas
como el musculo pectoral mayor, el epiplon o los pulmones se lograria
aumentar la circulacion de la zona tratada. En 1965 P K. Sen desarrollo
una técnica que denominé “acupuntura transmiocardica” que consistia
en realizar multiples punciones en la pared ventricular con el fin de
aumentar la vasculogénesis (8). Esta técnica sirvié de base para la
posterior técnica de revascularizacion con laser, desarrollada por O.
Frazier y D. Cooley. En 1958 W. P. Longmire comenz6 a realizar
endarterectomias coronarias asociadas a plastias de ampliacién con
parche (9).

La cirugia de revascularizacion miocardica, tal y como la
conocemos en la actualidad, es relativamente reciente. Las primeras
referencias datan de principios de los afios 60, tras el desarrollo de la
circulacion extracorpérea por Gibbon en 1954 y la angiografia
coronaria por Sones en 1957 (10). Esta época constituye el inicio de la
era moderna del tratamiento electivo de la enfermedad coronaria
mediante revascularizacion directa. Parece ser que el primero en
realizar con éxito una derivacion de arteria mamaria interna (AMI)
sobre la arteria coronaria derecha fue R. Goetz en 1961 (11). Por todo
el mundo, pioneros de la cirugia cardiaca como Favaloro, Garrett y
Effler comenzaron a desarrollar técnicas de derivacion vascular. En
1968, R. Favaloro publicé la primera gran serie de pacientes coronarios
tratados con éxito mediante bypass aorto-coronario empleando como
injerto la vena safena interna de ejecucion (12). Los resultados
obtenidos inicialmente fueron muy satisfactorios. No obstante, con el

paso del tiempo el deterioro de los injertos venosos se hizo evidente y,
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a los 10 afios, s6lo un 60% de ellos seguian siendo permeables, y de los
injertos permeables so6lo el 50% estaba libre de estenosis significativa

(Figura 1) (13).
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Figura 1. Permeabilidad del injerto a largo plazo y supervivencia libre de
complicaciones tras cirugia de revascularizacion coronaria con injerto de vena safena
interna. Adaptado de (13).

Esto condujo a que se produjera un viraje hacia el uso de injertos
arteriales como la AMI izquierda, la AMI derecha, la arteria radial, la
gastroepiploica y la epigéstrica. Se describieron diversas técnicas
realizando derivaciones “en Y, anastomosis secuenciales, extensiones,
etc. De todas las variaciones estudiadas, la que ha demostrado mejores
resultados con el paso del tiempo es el uso de las dos arterias mamarias,
que ha evidenciado en multiples estudios una mejora en la

supervivencia a largo plazo reduciendo la mortalidad hospitalaria y la
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tasa de re-intervenciones, especialmente en pacientes diabéticos, con
esperanza de vida mayor de 10 afios o multiples factores de riesgo
cardiovascular (14—17). Sin embargo, a pesar de toda la evidencia
acumulada, la vena safena contintia siendo el injerto mas empleado en
el mundo debido a su facilidad de diseccion, su longitud y su gran
versatilidad de uso, ya que la fisiologia venosa hace que presente una
menor tendencia al espasmo y sea menos susceptible al flujo

competitivo (18).

4. Enfermedad del injerto de vena safena

La degeneracion acelerada que sufrian los injertos venosos se
denominé “enfermedad del injerto de vena safena” y se convirtié en
objeto de estudio de multiples ensayos prospectivos randomizados.
Uno de los mas representativos fue el realizado por Fitz-Gibbon y sus
colaboradores (19) en el que se evaluaron angiograficamente 5284
injertos coronarios de pacientes varones en edad media que habian sido
sometidos a wuno o varios procedimientos sucesivos de
revascularizacion durante el periodo de 25 afios que dur¢ el estudio
(1969 a 1994). Un 91% de los injertos fueron venosos, un 9% arteriales,
y se analizaron y clasificaron sucesivamente seglin la enfermedad y la
permeabilidad observada. En los injertos venosos la permeabilidad fue
disminuyendo de forma constante del 88% al mes, al 81% al afio, 75%
a los 5 afios y 50% a partir de los 15 afios siendo la tasa de oclusion de
2,1% al ano. Al analizar la patologia de los injertos durante el primer
afio se observaron irregularidades que Fitz-Gibbon et al. atribuyeron a

aterosclerosis. Otros autores que realizaron estudios similares no
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encontraron evidencia histoldgica de aterosclerosis durante el primer
afio pero si signos de hiperplasia intimal localizada (20).

Hoy se sabe que la patogénesis de la enfermedad del injerto de
vena safena interna estd compuesta por tres procesos que, aunque
presentan una secuencia temporal distinta, estidn interrelacionados
fisiopatologicamente: la trombosis, la hiperplasia intimal y Ia

aterosclerosis.

4.1. Trombosis

La trombosis suele acontecer durante el primer mes tras la
intervencion como resultado de una combinacion de alteraciones: la
lesion endotelial, la hipercoagulabilidad y el estasis sanguineo (21)
(Figura 2). Estas alteraciones comienzan a producirse durante la
preparacion quirdrgica del injerto ya que, iincluso cuando éste es
extraido con especial cuidado, sufre manipulaciones que producen
lesiones focales en el endotelio (13,22-25). La pérdida de células
endoteliales y dafio en la capa media conduce a la activacion
plaquetaria, al deposito de fibrina, al aumento de factores

protromboticos y a la reduccion de factores anticoagulantes (Figura 3)

(13).
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Thrombus
/Thrombus :

e

Figura 2. Aspecto angiografico y ecografico intravascular de trombo laminado en un
injerto de vena safena interna implantado recientemente. Tomado de (13).

En cuanto a los mecanismos vasomotores, la produccion de NO
y prostaciclina, ambos inhibidores de la activacion plaquetaria, es
menor de base en las venas que en las arterias y todavia se encuentra
mas disminuida en los conductos injertados debido al dafio endotelial
que sufren al ser implantados en la circulacion arterial donde
incrementan su didmetro, turbulencia y shear stress (fuerza de
rozamiento vascular) (26,27). Adicionalmente, cabe mencionar que los
vasos venosos son altamente sensibles a las sustancias
vasoconstrictoras circulantes, especialmente la endotelina-1 (ET-1)

(28).

4.2. Hiperplasia intimal

La hiperplasia intimal es el proceso patologico predominante
entre el primer mes y el primer afo tras la intervencion (25). Consiste
en el acimulo de células musculares lisas y matriz extracelular en la
capa intima de las venas en respuesta a la liberacion de factores de

crecimiento y citoquinas (Figura 3). Este proceso ocurre de forma mas
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acentuada en las venas sometidas a presion arterial y, si bien no produce
estenosis significativa por si mismo, sirve de base para el posterior
desarrollo de placas de ateroma (13,22,29).

Por otro lado, la isquemia transitoria que se produce en el injerto
durante su extraccion y la consecuente reperfusion que se produce tras
su implante disminuyen la produccion de mediadores antiproliferativos
endoteliales e inducen la formacion de radicales superdxido que, a su
vez, aumentan todavia mas la proliferacion de células musculares lisas

(29-31).

4.3. Aterosclerosis

A partir del primer afio postoperatorio el proceso que predomina
es la aterosclerosis, que es rapidamente progresiva en comparacion con
la que ocurre en los vasos nativos (25) y que, histologicamente,
presenta células inflamatorias y espumosas, lo que ha llevado a
contemplar la posibilidad de que se trate de un proceso de aterosclerosis
inmunomediada similar a la que tiene lugar en del rechazo crénico de
un organo trasplantado (32) (Figura 3). Morfologicamente, las placas
de ateroma que se forman sobre los injertos venosos suelen ser
concéntricas, difusas, poco calcificadas y muy friables. La
consecuencia final del avance de la degeneracion aterosclerotica es la

trombosis tardia del injerto (13,24).
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Figura 3. Fisiopatologia del fracaso temprano y tardio del injerto de vena safena
interna. Adaptado de (25). NO: 6xido nitrico; TXA:z: tromboxano Az; FvW: factor de
von Willebrand; PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1; CMLv:
célula de musculo liso vascular.

4.4. Manejo perioperatorio. Empleo de farmacos

vasoactivos.

La circulacion extracorpérea produce una respuesta
inflamatoria sistémica que se asocia a la liberacion de distintos tipos de
citocinas y la activacion de la cascada de coagulacion (30,33). Se ha
visto que no solo altera la produccién local de factores que influyen en
la hemostasia, sino que también modifica sus niveles circulantes, con
una elevacion perioperatoria particularmente marcada del fibrindgeno
plasmatico y de la trombina. Se ha visto que la respuesta predominante
de la vena safena interna a la trombina es constrictora mientras que en
la AMI el efecto predominante es de relajacion (34). Asimismo, durante

la circulacion extracorporea, se produce un aumento de la
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concentracion circulante de ET-1 (28) cuyo efecto vasoconstrictor
atenua el flujo a través de los injertos venoso promoviendo la estasis.
Por otro lado, el flujo continuo y la hipotermia inducida durante la
circulacion extracorpdrea contribuyen a disminuir la liberacion basal
de NO por el endotelio favoreciendo la vasoconstriccion (31).

A todo lo anterior se suma el ambiente estresante que se genera
durante el periodo perioperatorio. Es relativamente frecuente la
aparicion en mayor o menor grado de un sindrome de bajo gasto
cardiaco cuyo manejo incluye el empleo de sustancias vasoactivas que
ayuden a mantener una hemodindmica estable. Es comun el uso de
factores vasoconstrictores como las catecolaminas exogenas
(adrenalina y noradrenalina [NA]), aminas simpaticomiméticas
(efedrina) y agonistas al (fenilefrina). Esta ultima actia casi
exclusivamente mediante la estimulacion de los receptores alfa-1-
adrenérgicos provocando una importante vasoconstriccion arterial y
también venosa. En compensacién, también se emplean fadrmacos
vasodilatadores como la nitroglicerina y el nitroprusiato sodico; e
inotropicos como la dobutamina y el levosimendan (35). Todo ello
contribuye a generar un desequilibrio en el tono vascular que puede
causar dafio endotelial y reducir la permeabilidad de los injertos

empleados.

4.5. Prevencion

El fallo de los injertos venosos es el resultado de la suma de
multiples factores bioldgicos, técnicos y sistémicos. Son varias las

estrategias de prevencion que han demostrado ser eficaces para
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prolongar la vida util de los injertos. Algunas de ellas tienen aplicacion
durante la extraccion e implante del injerto: el almacenamiento en
soluciones con nitroglicerina, verapamilo o papaverina; la extraccion
endoscopica y la técnica no touch, evitando la diseccion agresiva y la
distension; la eleccion del vaso diana, etc. (36). Otras forman parte de
lo que cominmente denominamos prevencion secundaria y consisten
fundamentalmente en el uso de firmacos antiagregantes plaquetarios e
hipolipemiantes (24,25). Otras estrategias como la colocacion de
protesis externas (37) o la terapia génica todavia estdn en fase
experimental (38).

Desafortunadamente, a pesar de los avances descritos, la
“enfermedad del injerto de vena safena” contina representando un
desafio importante y no resuelto en la practica clinica. De ahi, la
importancia de conocer los mecanismos vasculares que regulan la
homeostasis en la vena safena humana, con el fin de evitar la

aterosclerosis, que es la causa mas frecuente de fracaso del injerto.

5. El endotelio y la regulacion del tono vascular

El endotelio es un 6rgano altamente especializado formado por
una sola capa de células que tapiza la luz de todos los vasos sanguineos
incluido el endocardio. De igual modo, es metabdlicamente muy activo
y desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis vascular al ser capaz de liberar una serie de mediadores
vasoactivos que no solo regulan el tono y la permeabilidad de los vasos,
sino que también ejercen una accion paracrina sobre los hemoderivados

circulantes y participan en la angiogénesis, la respuesta inmune e
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inflamatoria. La disfuncién endotelial se asocia a multiples patologias
y en muchas de ellas es considerada una parte fundamental de su
etiopatogenia, especialmente de las enfermedades cardiovasculares
(39).

Las células endoteliales son enormemente versatiles vy
multifuncionales. Existe una variacion fenotipica entre los diferentes
organos e incluso dentro del mismo vaso sanguineo pudiendo
expresarse de forma diferente en lechos vasculares especificos y
generar respuestas diversas ante un mismo estimulo (40). Actuan de
barrera selectiva transportando moléculas circulantes hasta el espacio
subendotelial (p.ej. los trasportadores de glucosa tipo GLUT de la
barrera hematoencefélica y de aminoéacidos como la L-arginina) e
intervienen en la regulacion de numerosos procesos mediante la
liberacion de determinadas sustancias (41).

La regulacion del tono vascular es, junto con la funcion de
barrera y transporte, una de las funciones mas importantes que realiza
el endotelio. Es llevada a cabo mediante la liberacion de mediadores
vasoactivos capaces de modificar la funcion y estructura del musculo
liso subyacente. Los factores vasoconstrictores derivados del endotelio
incluyen a la ET-1, la prostaglandina H> (PGHz), el TXA: y los aniones
superdxido; mientras que los vasodilatadores estan representados por la
prostaciclina (PGl2), el NO y la hiperpolarizacion derivada del
endotelio (EDH) (42).
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Figura 4. Principales mediadores vasoactivos liberados por el endotelio. NO: 6xido
nitrico; PGIa: prostaciclina; EDH: hiperpolarizacion derivada del endotelio; TXAu:
tromboxano Az; ET-1: endotelina-1; Oz-: anion superoxido; PGHaz: prostaglandina
Ha; PGE:: prostaglandina Ez.

5.1. Factores vasodilatadores derivados del endotelio
5.1.1. Oxido nitrico

El NO es posiblemente la sustancia vasoactiva mas importante
generada por las células endoteliales. Es sintetizado por accion de la
enzima Oxido nitrico sintasa (NOS) a partir de la oxidacion del
aminodcido L-arginina que da lugar a L-citrulina y NO. Para que esta
reaccion pueda ser llevada a cabo es necesaria la presencia de
cosustratos (oxigeno y nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato
[NADPH]) y otros cofactores (tetrahidrobiopterina, flavin mono y
dinucledtidos y zinc) (43) (Figura 5).

EINO, una vez sintetizado, difunde hacia las células musculares
lisas y actia estimulando la guanilato ciclasa soluble (GCs) que

convierte el guanosin trifosfato en guanosin monofosfato ciclico. Este,
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a su vez, activa la proteina quinasa G que, por un lado, fosforila al
receptor inositol trifosfato e inhibe la entrada de calcio en las células;
y, por otro lado, provoca la ruptura de la unioén actina-miosina dando
como resultado la relajacion del musculo liso (21) (Figura 5).
Igualmente, difunde también hacia la luz de los vasos donde inhibe la
agregacion plaquetaria. En el lado luminal es metabolizado a
metabolitos estables (nitratos y nitritos) que circulan por el torrente
sanguineo y finalmente son excretados via renal. Su vida media es corta
y, por tanto, los niveles plasmaticos de sus metabolitos nos
proporcionan una informacion bastante aproximada sobre la actividad
de la NOS in vivo (44).
Hipoxia
Shear stress
Bradiquinina

Vasopresina
Trombina

CCiine >® {0

©
GT@@ Vasodilatacién

Figura 5. Sintesis de 6xido nitrico. eNOS: enzima 6xido nitrico sintasa; NADPH:
nicotinamida-adenina-dinucleo6tido-fosfato; O2: oxigeno; BH4: tetrahidrobiopterina;
FMN: flavin mononucledtidos; Zn: Zinc; NO: 6xido nitrico, GTP: guanosin
trifosfato; GCs: guanilato ciclasa soluble; GMPc: guanosin monofosfato ciclico.
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Existen tres isoformas de la NOS: la tipo I o neuronal (nNOS),
la tipo II o inducible (iNOS) y la tipo III o endotelial (eNOS). La
actividad de la nNOS y la eNOS es dependiente de la concentracion
intracelular de calcio y su asociacion con la calmodulina, a diferencia
de la iNOS cuya actividad es inducida por citoquinas y otras moléculas
inflamatorias (45).

La eNOS es la isoforma predominante en las células
endoteliales pero no es exclusiva de éstas ya que también esta presente
en las plaquetas, células epiteliales y cardiomiocitos. Se encuentra
activa de forma constitutiva si bien algunos factores como el shear
stress, la hipoxia, las catecolaminas, la trombina, la vasopresina o la
bradiquinina, entre otros, aumentan su actividad.

La nNOS se encuentra en neuronas especificas del sistema
nervioso central (SNC) y periférico asi como el sistema nervioso
autonomo que inerva los aparatos respiratorio, gastrointestinal y
genitourinario. En el SNC, participa en la neurotransmision excitatoria,
la regulacion del flujo sanguineo encefélico y la plasticidad cerebral
(46).

La iNOS es inducida por estimulos inflamatorios y participa en
la inmunidad celular y en los mecanismos de defensa contra organismos
patdgenos y células tumorales. Una vez activada, produce grandes
cantidades de NO hasta ser degradada. Esta sobreproduccion
descontrolada conduce a estados citotoxicos y parece estar involucrada
en el shock séptico, enfermedades inmunomediadas 'y

neurodegenerativas (45).
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Existen sustancias analogas de la L-arginina que pueden actuar
como inhibidores de la actividad de la NOS. Estos andlogos proceden
del exterior, como el NS-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME); o son
sintetizados de forma endégena como el NS-monometil-L-arginina (L-
NMMA) y el N¢,NC-dimetil-L-arginina (ADMA), ambos componentes
naturales del plasma humano que se forman como subproductos de la
metilacion y degradacion de proteinas por accion de las enzimas
proteina-arginina-metiltransferasas  (PRMTs) (46—48). Inhiben
eficazmente la NOS, produciendo vasoconstriccion y disminucion del
flujo sanguineo in vitro. Se ha observado un aumento de los niveles de
ADMA en la insuficiencia renal, la hipertension y la
hipercolesterolemia, por lo que se reconoce que el ADMA puede
desempefiar un papel relevante en la patogenia y la progresion de la
aterosclerosis siendo considerado un predictor independiente de la
mortalidad cardiovascular (48,49).

Como se ha descrito anteriormente, gran parte de las
enfermedades cardiovasculares estan relacionadas con un grado
variable de disfuncion endotelial que conduce a un déficit en la
produccion endoégena de NO. En esta linea, se han desarrollado
farmacos que actian de forma independiente liberando NO de forma
espontanea (50). Se trata de las nitrosaminas y los nitrosotioles, cuyo
principal representante es el nitroprusiato sodico, un potente
vasodilatador arteriovenoso que estd indicado actualmente en el
tratamiento de las crisis hipertensivas refractarias y la insuficiencia

cardiaca congestiva.
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5.1.2. Prostanoides

Pertenecen al grupo de los eicosanoides. Su precursor es el
acido araquiddnico, un acido graso poliinsaturado que forma parte de
los fosfolipidos de membrana (51). Una vez liberado gracias a la accion
de las fosfolipasas puede ser metabolizado por diferentes vias siendo la
mas importante la via enzimatica de la ciclooxigenasa (COX) que
genera como resultado prostaglandinas y tromboxanos (42). El primer
paso de la sintesis es la oxidacion del acido araquidonico que da lugar
a prostaglandina Gz. A continuacion, ésta se transforma en
prostaglandina H» mediante peroxidacion (52). A partir de este
momento actllan sintasas especificas que dan lugar a diferentes
prostanoides con capacidad vasoactiva que puede ser vasodilatadora
como la PGl la prostaglandina D, y la prostaglandina Ez; o
vasoconstrictora como la misma PGI, en altas concentraciones, la
prostaglandina F2, y el TXA2(51,52) (Figura 6). De los anteriores, los
que intervienen mas significativamente en la regulacion del sistema

cardiovascular son la PG> y el TXA» (42).
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Figura 6. Sintesis de prostanoides. PLA:: fosfolipasa A2; PLC: fosfolipasa C; COX:
ciclooxigenasa; PGGaz: prostaglandina G2; PGHa2: prostaglandina Hz; PGla:
prostaciclina; TXAz: tromboxano Az; PGD2: prostaglandina Dz; PGEa:
prostaglandina Ez; PGF2a: prostaglandina Faq; LOX: lipooxigenasa; HPETE: acido
hidroperoxieicosatetracnoico; HETEs: 4acidos hidroxieicosatetraenoicos; ETEs:
acidos hidroxieicosatrienoicos LTA/LTB: leucotrienos A y B; LPA/LPB: lipoxinas
A 'y B; P450: citocromo P450.

La PGI; es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion
plaquetaria. Una vez sintetizada, interacciona con receptores
especificos tipo inositol trifosfato presentes en la membrana del
musculo liso vascular. La activacion de estos receptores genera un
aumento del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que, por un lado,

actiia como segundo mensajero reduciendo la concentracion de calcio
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intracelular y produciendo finalmente la relajacion del musculo liso; y
por otro lado, puede activar directamente diferentes canales de potasio
que también provocan la relajacion muscular (53).

Existen tres isoformas de la COX. La COX-1 se encuentra en el
citoplasma o cerca del reticulo endopldsmico celular y, aunque se
expresa constitutivamente en muchos tejidos, su expresion puede
aumentar o disminuir en respuesta a diferentes estados fisioldgicos o
patologicos (p.¢j. en el endotelio generalmente aumenta en situaciones
de hipoxia o shear stress). La COX-2 se encuentra fundamentalmente
en la region perinuclear y en la membrana nuclear. También se expresa
constitutivamente en varios tejidos como el rindén o el SNC siendo
inducida por situaciones de estrés oxidativo o en respuesta a distintos
mediadores inflamatorios (54). Se ha visto que desempeia un papel
fundamental en la produccion de PGI» en situaciones de dafio vascular,
actuando de forma predominante en la region carotidea y el arbol
coronario (55). La COX-3 fue la ultima en ser identificada (2002) y,
aunque deriva del mismo gen que codifica la COX-1, es estructural y
funcionalmente distinta. Se expresa fundamentalmente en el cortex
cerebral y el corazon. Se ha visto que tiene una funcién clave en la
produccion de la fiebre y el dolor a nivel central. Tiene la particularidad
de ser inhibida por el paracetamol por lo que se ha postulado que su
inhibicion podria estar relacionada con el efecto antipirético de varios

antinflamatorios no esteroideos (56).
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5.1.3. Hiperpolarizacion derivada del endotelio

La vasodilatacion dependiente del endotelio es generalmente
atribuida a la liberacion de PGI2 y NO. No obstante, esta respuesta no
puede explicarse unicamente por la accidon de estos dos mediadores ya
que, en presencia de inhibidores de la COX y la NOS, se observa una
vasodilatacion residual en gran parte de los lechos vasculares que se
produce por un mecanismo de hiperpolarizacion de las células
musculares lisas. Inicialmente la naturaleza quimica de este mecanismo
no estaba claramente definida por lo que se atribuyé a un factor
endotelial no caracterizado que se denomind factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF, por sus siglas en inglés) (57,58). En la
actualidad, se ha visto que dicha respuesta, si bien depende del
endotelio, no estd mediada por un factor especifico (58,59).

Cuando la hiperpolarizacion de las células musculares lisas
vasculares se produce por via endotelial requiere la apertura de los
canales de potasio activados por calcio (KCa) (60). Diversos estimulos
fisicos (shear stress) y neurohormonales (acetilcolina, bradiquinina,
etc.) provocan un aumento del calcio en el interior de las células
endoteliales que conduce a la apertura de los KCa de baja e intermedia
conductancia (57). Esto genera una salida de iones potasio al espacio
intersticial desde donde difunden al interior de los miocitos subyacentes
por diversos mecanismos: a través de la activacion de la bomba sodio-
potasio (ATPasa), de los canales rectificadores anémalos de entrada de
potasio (Kir) y de las uniones mioendoteliales tipo gap por

acoplamiento eléctrico (58,61) (Figura 7).

24



Introduccion

Se ha postulado la existencia de una segunda via que no depende
del endotelio. La hiperpolarizacion en este caso se produciria tras la
apertura de diferentes canales de potasio, especialmente los sensibles a
ATP (KATP) y los KCa de alta conductancia (BKCa) presentes en las
células musculares lisas, y estaria inducida por distintos mediadores
entre los que se incluyen: los dcidos epoxieicosatrienoicos, el NO, el
AMPec, las corrientes idnicas, los propios iones potasio, el mondxido de
carbono, el perdxido de hidrogeno, el péptido natriurético atrial y las
especies reactivas del oxigeno (57,58,62,63) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos de hiperpolarizacion del musculo liso vascular. BK:
bradiquinina; Ach: acetilcolina; SKCa: canales de potasio activados por calcio de
baja conductancia; IKCa: canales de potasio activados por calcio de conductancia
intermedia; BKCa: canales de potasio activados por calcio de alta conductancia;
KATP: canales de potasio sensibles a ATP; Kv: canales de potasio dependientes de
voltaje; Kir: canales rectificadores anomalos de entrada de potasio; K*: potasio; Ca**
calcio; Na™: sodio; NOS: 6xido nitrico sintasa; SOD: superdxido dismutasa; COX:
ciclooxigenasa; LOX: lipooxigenasa; P450: citocromo P450; TEA: tetractilamonio;
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NO: 6xido nitrico; H202: peréxido de hidrégeno; PGI2: prostaciclina; HETES; acidos
hidroxiecosatetraenoicos; EETs: acidos epoxieicosatrienoicos.

La contribucion del endotelio en la relajacion de los vasos asi
como el numero de uniones gap mioendoteliales aumenta de forma
inversamente proporcional al tamafio de estos (57,64,65). Asimismo, la
vasodilatacion mediada por la EDH varia dentro del mismo vaso, entre
lechos vasculares e incluso entre especies (58,63).

Las respuestas mediadas por la EDH se alteran por el
envejecimiento y diversas patologias como la hipertension, la
hipercolesterolemia, la insuficiencia cardiaca, la diabetes o la sepsis. La
disfuncion  endotelial observada en diversas enfermedades
cardiovasculares se asocia también con una disminucion de la sintesis
de NO. EI NO ejerce un tono inhibitorio sobre los mecanismos de la
EDH, por lo que ante una disminuciéon de su biodisponibilidad en
presencia de inhibidores de la NOS, se potenciaria la via de la EDH
asegurando el mantenimiento de la vasodilatacion dependiente del
endotelio (58). Se han realizado estudios en animales con algunos
farmacos como el cilostazol (66) o el enalapril (67) que han demostrado
una mejora en la sefalizacion de la EDH. Aunque se ha observado que
la accion terapéutica de los IECA, los ARAIIL los inhibidores de la
fosfodiesterasa 3, los acidos grasos omega-3 o los derivados de los
polifenoles pueden restaurar las respuestas mediadas por la EDH, esta
via ain no ha sido el objetivo directo de ninguna herramienta

terapéutica (64,65).
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5.2. Canales de potasio

Como se ha mencionado anteriormente, la funcion
predominante del musculo liso vascular es la regulacion del tono de los
vasos que se modula en base a mecanismos de contraccion-relajacion.
El estado contractil depende de la concentracion citosolica de calcio en
las células musculares lisas. La concentracion intracelular de calcio en
reposo es baja (menos de 10 nM) pero puede incrementarse mediante
su liberacion desde depositos intracelulares como el reticulo
sarcoplasmico y la mitocondria, o mediante su entrada desde el espacio
extracelular a través de los canales de calcio dependientes de voltaje,
sobre todo de tipo L (ICaL), presentes en la membrana plasmatica del
sarcolema (42). El potencial de reposo de las fibras musculares se
mantiene entre -40 y -50 mV gracias a la accion de los canales de
potasio (68). Su apertura conduce a la hiperpolarizacion, cierre de los
canales de calcio y, por consiguiente, relajacion, mientras que su cierre
conduce a la despolarizacion produciendo el efecto contrario.

Dentro de los canales idnicos, el subgrupo de los canales de
potasio es el mas diverso y numeroso. Se han identificado hasta 75
genes diferentes relacionados con dichos canales (69). Su funcion
consiste en permitir el paso de iones potasio a través de la membrana
plasmatica y, dependiendo de su topologia, se han clasificado cuatro
familias: los KCa, los Kir (entre los que se incluyen los sensibles a ATP
[K. Ho et al., 1993]), los voltaje-dependientes (Kv o Kdr) y con
dominio de dos poros (K2P) (42,71,72).

De forma simplificada, todos ellos estan formados por una

subunidad o (principal) formada por dos dominios transmembrana
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(DTM) que constituyen el poro funcional del canal y una subunidad 3
(accesoria) que modifica las propiedades funcionales de este. KATP y
Kir estan formados por inicamente por los dos DTM que limitan la
region del poro. KCa y Kv poseen al menos seis DTM, entre la cinco y
seis se ubica el poro del canal y ademds cuentan con una region
responsable de detectar los cambios de voltaje (73). K2P estan
formados por cuatro DTM con dos dominios formadores de poro y, a

diferencia del resto de canales, se forman como un dimero (Figura 8).

Activados por calcio (KCa)

SKCa e IKCa

COOH

Voltaje dependiente (Kv) Rectificadores internos (Kir) Dominio de dos poros (K2P)

| P

NH, COOH NH, COOH NH, COOH

Figura 8. Familias de canales de potasio. E: espacio extracelular; I: espacio
intracelular; P: poro; NH2: extremo amino terminal; COOH: extremo carboxilo
terminal.

5.2.1. Canales de potasio activados por calcio (KCa)

Los KCa juegan un papel fundamental en el control del tono
miogénico vascular, especialmente en arterias de pequefio tamafo
(57,64,65). Su activacion es dependiente de calcio y de voltaje. Se han

descrito tres subtipos segin su conductancia: baja, intermedia o alta.
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Estos subtipos presentan una distribucion tisular variada y una
farmacologia especifica (42,72).

Los de alta conductancia se expresan mayoritariamente en las
células musculares lisas vasculares y regulan su excitabilidad. A
diferencia de los canales baja e intermedia conductancia, su
sensibilidad al calcio no estd relacionada con su asociacion a la
calmodulina si no con la presencia de dos regiones de alta afinidad
ubicadas en la subunidad o que se unen al calcio de manera directa (42).
El incremento de calcio producido durante la despolarizacion y
contraccion estimula la apertura de estos canales favoreciendo la
posterior repolarizacion del potencial de membrana y la relajacion
como resultado de un sistema de retroalimentacion negativa del
acoplamiento excito-contractil de las células musculares. A estas
corrientes transitorias y espontdneas de salida de potasio se les
denominé “corrientes transitorias espontaneas de salida” (STOCs, por
sus siglas en inglés) y proporcionan un mecanismo de frenado frente a
la vasoconstriccion (58). Son inhibidos por bloqueadores inespecificos
como el tetraetilamonio (TEA) y por los venenos de escorpion
caribdotoxina e iberiotoxina, entre otros (42,68).

Los canales KCa de baja e intermedia conductancia se expresan
de forma constitutiva en las células endoteliales y son actores clave en
la generacion de respuestas mediadas por NO y EDH. Tienen una
distribucion espacial especifica, los de baja conductancia se localizan
en las uniones gap intercelulares y las caveolas mientras que los de
conductancia intermedia se localizan préoximos a las uniones gap

mioendoteliales. En términos generales, un aumento del calcio
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endotelial activa estos dos canales y producen hiperpolarizacion. El
subtipo de conductancia intermedia también es inhibido por el TEA, la
caribdotoxina y especificamente por el triarilmetano 34 (TRAM 34)
mientras que el de baja conductancia es inhibido especificamente por
la apamina (42,68).

La expresion de los KCa aumenta en patologias que asocian
disfuncion endotelial como la hipertension o la diabetes. Se ha visto
que en las células de musculo liso vascular sanas aisladas los KCa de
baja e intermedia conductancia generalmente no se expresan. No
obstante, en estas mismas células en cultivo o tras un dafio vascular la

expresion de estos canales aumenta (68).

5.2.2. Canales de potasio rectificadores anomalos (Kir)

Los canales Kir, también denominados rectificadores de entrada
(inward rectifiers) o andbmalos, funcionan a través de un mecanismo
anormal respecto al resto de canales de potasio. La mayor parte del
tiempo el potencial de membrana es més positivo que el potencial de
equilibrio del potasio por lo que el potasio fluye hacia fuera generando
una corriente hiperpolarizante limitada pero constante que contribuye
al mantenimiento de este potencial. Sin embargo, los Kir no siguen un
comportamiento lineal como cabria esperar sino que cuando el
potencial de membrana es mas negativo que el potencial de equilibrio
del potasio la conductancia de este ion hacia dentro es mayor que la
esperada para un canal no dependiente de voltaje. Incluyen cuatro
subtipos: los acoplados a proteinas G (GIRK), los KATP, los

transportadores y los Kir clasicos (70).
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Los Kir no so6lo son activados por un aumento de la
concentracion extracelular de potasio sino también por el shear stress
causando hiperpolarizacion 'y relajacion. Intervienen en la
vasodilatacion mediada por el flujo y estdn modulados por agonistas
vasoactivos (71). Su bloqueo causa despolarizacidén y vasoconstriccion

siendo su principal inhibidor el cloruro de bario (42,68).

5.2.3. Canales de potasio dependientes de voltaje (Kv)

Estos canales se expresan tanto en las células endoteliales como
en el musculo liso vascular. Son dependientes de voltaje y participan
en el control del potencial de membrana y en la regulacion del tono
muscular. Se activan tras la despolarizacion para restaurar el potencial
de membrana (por eso también son denominados “rectificadores
tardios” o delayed rectifiers) y prevenir la contraccion excesiva del
musculo liso en respuesta a estimulos fisicos o neurohumorales (74).
Este mecanismo de proteccion se denomina “contencion dependiente
de voltaje” (voltage-dependent brake) (42,75). Son inhibidos por el
farmaco 4-aminopiridina (76) y, al igual que en los Kir, su bloqueo da

como resultado la despolarizacion y vasoconstriccion.

5.2.4. Canales de potasio con dominio de dos poros (K2P)

Los canales K2P permanecen abiertos de forma practicamente
independiente al potencial y con poca dependencia del voltaje por lo
que, al igual que los Kir, intervienen en el establecimiento del potencial
de membrana. También participan en la regulacion del tono vascular

miogénico y en la excitabilidad celular. Incluyen varios subtipos y estan
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distribuidos en varias regiones del organismo, p.ej. los canales TASK
se expresan en las arterias pulmonares y mesentéricas, los canales
TWIK-2 en las arterias cerebrales, etc. (42). Actualmente se ha descrito
el mecanismo de accion de algunos de ellos, si bien la funcién precisa
de cada uno atin no se ha caracterizado completamente, ya que son los

de mas reciente descubrimiento.

5.3. Factores vasoconstrictores derivados del endotelio
5.3.1. Tromboxano A;

Pertenece al grupo de los eicosanoides. Originalmente se
pensaba que era sintetizado unicamente por las plaquetas en respuesta
al dafio endotelial pero actualmente se sabe que es liberado también por
otros grupos celulares entre los que se incluyen los neutrofilos, los
macrofagos y las células endoteliales (77). Como su nombre indica,
ejerce una accion protrombotica ya que estimula la activacion de las
plaquetas y su agregacion. Tiene una vida media corta (unos 30
segundos) por lo que actua de forma autocrina o paracrina activando a
las plaquetas adyacentes que, a su vez, generan mas TXA; en un
mecanismo de retroalimentacion positiva (77). Ademas, es un potente
vasoconstrictor y el principal agonista de los receptores prostanoides
en el musculo liso vascular. Pero no s6lo provoca la contraccion del
musculo liso de los vasos sino también del intestinal, el bronquial, el
uterino y el vesical (78).

Se ha observado un aumento de su actividad en numerosas
patologias inflamatorias y cardiovasculares entre las que se incluyen el

infarto de miocardio, la angina de Prinzmetal, la aterosclerosis y el
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asma bronquial (79,80). También se ha descrito su implicacion en la

angiogénesis y metastasis de células cancerosas (77,78).

5.3.2. Endotelina-1

A finales de los afios 80, ya era conocida la existencia de un
mecanismo de vasoconstriccion dependiente del endotelio que se
producia en respuesta a diferentes estimulos como la hipoxia, el estrés
mecanico o el aumento de la presion intraluminal. Sin embargo, no fue
hasta 1988 cuando se aislo el mediador responsable de dicha respuesta,
la endotelina, un péptido de 21 aminoacidos cuya isoforma mads
importante es la ET-1, actualmente considerada el vasoconstrictor
endogeno mas potente conocido (81).

La mayor parte de la ET-1 es liberada localmente y ejerce su
accion vasoconstrictora y proliferativa a través de los receptores de
endotelina tipo A presentes en las células musculares lisas. Existe un
segundo grupo de receptores, los tipo B, que se localizan
predominantemente en las células endoteliales. Su activacion causa
mayoritariamente vasodilatacion a través de la liberacion de NO y PGl
contribuyendo a atenuar la vasoconstriccion producida por los tipo A
(41,81).

Es sintetizada por el endotelio vascular en respuesta a diversos
factores entre los que se encuentran la angiotensina II, la vasopresina,
la trombina, la hipoxia y el shear stress bajo. Por el contrario, el shear
stress alto, el NO, la PGL, el péptido natriurético atrial y la heparina
inhiben su produccion (82). Existe evidencia a favor de su participacion

en la patogenia de la hipertension arterial severa debido a su interaccion
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con el sistema renina-angiotensina y con el NO (83). Se han observado
concentraciones elevadas de ET-1 en multiples patologias entre las que
se incluyen, ademés de la hipertension, el infarto de miocardio, la

preeclamsia, arteriosclerosis e insuficiencia renal (84,85)

5.3.3. Influencia del sistema simpatico

El sistema nervioso simpatico se encarga de regular de forma
involuntaria numerosas acciones, entre ellas la funcioén cardiaca, la
contraccion del musculo liso y la secrecion glandular. Estd compuesto
por neuronas preganglionares, cuyo cuerpo se encuentra en el encéfalo
o la médula espinal, y neuronas postganglionares ubicadas en los
ganglios simpaticos. Ejerce su accion a partir de dos neurotransmisores:
la adrenalina y NA. La primera es liberada por las células cromafines
de la médula adrenal mientras que la segunda es liberada por las
terminaciones postganglionares simpaticas. Ambos mediadores se unen
a receptores especificos (adrenérgicos o adrenorreceptores) actuando
sobre numerosos 6rganos y sistemas (21,86,87).

En 1948 Ahlquist describi6 dos tipos de adrenorreceptores tras
completar varios estudios que investigaban las acciones agonistas y
antagonistas de los fArmacos alcaloides del cornezuelo de centeno (88).
Se vio que el receptor denominado [ tenia una funcidén
fundamentalmente inhibidora, excepto en el corazdn, y el receptor
denominado a principalmente excitadora, excepto en el intestino (88).
Estos conocimientos fueron ampliandose posteriormente de modo que

se fueron identificando nuevos subtipos de receptores o (ol y 02) y B

(B1, B2 y B3) (87).
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Los receptores al son postsinapticos. Estan presentes en el
musculo liso vascular y los tractos urinario y gastrointestinal. Su
activacion produce un aumento o disminucion del tono muscular segun
el organo efector: produce constriccion en determinados lechos
vasculares (especialmente el esplacnico y el cutdneo) y relajacion en el
tracto digestivo y urinario. Aunque en menor medida, también actian
sobre la circulacion venosa causando vasoconstriccion (89,90).

Los receptores a2 son de localizacion pre y postsinaptica. A
nivel postsinaptico se les atribuyen multiples acciones: regulacion del
tono vascular, agregacion plaquetaria, inhibicion de la lipdlisis y
liberacion de insulina. En el endotelio ejercen una funcion
vasodilatadora al aumentar la liberacion de NO (87,91). No obstante,
se ha visto que en el sistema venoso de la mayoria de las especies
pueden causar vasoconstriccion (87,92). A nivel presinaptico,
aumentan la recaptacion de NA disminuyendo la respuesta
vasoconstrictora en un mecanismo de feed back negativo. A nivel
central incrementan el tono parasimpatico disminuyendo las
resistencias vasculares sistémicas y la frecuencia cardiaca (87).

La distribucion de estos receptores varia entre los diferentes
lechos vasculares e incluso en un mismo vaso. En general en el sistema
arterial los receptores 02 aumentan respecto a los al conforme
disminuye el tamafio del vaso excepto en la circulacion cerebral donde
ocurre lo contrario (93). En la circulacion coronaria hay un cambio en
los receptores conforme disminuye el calibre de las arterias de modo

que los vasos pequefios s6lo poseen receptores B1 (87, 94).
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Los receptores B son los mas estudiados y conocidos. Regulan
principalmente la funcion cardiaca aunque también ejercen su accion
sobre el sistema vascular (92). Los receptores B1 son postsinapticos y
predominan en el miocardio y en el sistema de conduccion donde
aumentan el inotropismo y el cronotropismo (90). Los receptores 2
son pre y postsindpticos. Su estimulacidon presindptica tiene un efecto
opuesto al de los a2 aumentando la liberacion de NA endogena en la
sinapsis. Se localizan en el musculo liso de los vasos, la piel, los
bronquios, el tracto urinario y gastrointestinal y su efecto es de
relajacion (92). Los receptores B3 son el subtipo menos estudiado.
Recientemente, su expresion ha sido demostrada en varios tejidos
revelando nuevos detalles sobre sus vias de sefializacion y sus
funciones, entre ellas su implicacion en mecanismos de relajacion
vesical y concentracion de la orina, en la lipogénesis y termogénesis del
tejido adiposo, la regulacion de los estados depresivos y los procesos
inflamatorios (95).

Se ha sugerido la existencia de una interrelacion entre los
receptores adrenérgicos y la via del NO en el control del tono vascular
(91). El desequilibrio entre ambos mecanismos suele estar
comprometido en la mayoria de patologias cardiovasculares en las que
se observa una disminucién de la liberaciéon de NO y un aumento del
tono simpatico (62).

Actualmente existe toda una serie de herramientas terapéuticas
que actian sobre el sistema nervioso simpatico. Dentro de su
farmacologia cabe diferenciar entre firmacos simpaticomiméticos y

simpaticoliticos. Los farmacos simpaticomiméticos producen efectos
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similares a los producidos por la estimulacion fisiolégica normal que
pueden ser directos, estimulando los receptores (p.¢j. la adrenalina, NA,
isoproterenol y dopamina), indirectos aumentando la liberacién o
inhibiendo la recaptacion del neurotransmisor en cuestion (p.ej. la
efedrina, cocaina o guanetidina), o mixtos. Los farmacos
simpaticoliticos inhiben la respuesta simpatica e incluyen a los
alfabloqueantes (p.ej. la prazosina y fenoxibenzamina), los
betabloqueantes (p.ej. esmolol, propranolol o atenolol) y los alfa y

betabloqueantes (como el labetalol) (96).

6. Ranolazina

La ranolazina es un farmaco derivado de la piperazina ([+]-N-
[2,6- dimetilfenil]-4[2-hidroxi- 3-(2-metoxifenoxi)-propil]-1-
piperazina acetamida) (97), que actualmente se utiliza como terapia
complementaria en el tratamiento de pacientes con cardiopatia
isquémica cronica estable que sean intolerantes o no hayan respondido
adecuadamente al tratamiento con los farmacos de primera eleccion

(betabloqueantes, antagonistas del calcio y nitratos) (Tabla 1).

6.1. Farmacocinética de la ranolazina

Es un firmaco que se administra via oral y estd disponible en
comprimidos de 375 mg, 500 mg y 750 mg que se deben ingerir dos
veces al dia. En su forma de liberacion inmediata, su farmacocinética
estd caracterizada por una semivida corta y con una gran variabilidad
interindividual en su absorcion (98) por lo que actualmente las formulas

que se emplean son de liberacion retardada. Su biodisponibilidad oral
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es de aproximadamente el 75% alcanzando su concentracion plasmatica
maxima a las 2 - 6 horas y el estado estacionario en un plazo de 3 dias
desde su administracion (98). Respecto a su distribucion,
aproximadamente el 62% se encuentra unida a proteinas plasmaticas
con un volumen de distribucion medio en estado estacionario que ronda
los 180 litros (2,5 L/kg) (98). Su semivida de eliminacion es de 2-3
horas tras su administracion via intravenosa y 7 horas por via oral con
un aclaramiento dosis dependiente. Sufre una metabolizacion hepdtica
rapida que es llevada a cabo principalmente por la enzima CYP3A4 y
parcialmente por CYP2D6, ambas pertenecientes al complejo
enzimatico citocromo P450, siendo ésta la via principal de eliminacion.

Los parametros farmacocinéticos previamente descritos no se
ven afectados por el género ni la edad, si bien en sujetos de edad
avanzada se recomienda revisar adecuadamente la dosis asumiendo que
la funcién renal disminuye con la edad y que, adicionalmente, se ha
observado una mayor incidencia de eventos adversos en este grupo de
poblacion. Si se ha observado un aumento en la concentracion
plasmatica del fArmaco en sujetos con bajo peso corporal, insuficiencia
cardiaca avanzada, insuficiencia renal moderada y grave e insuficiencia
hepatica moderada (98). Igualmente, se debe vigilar cuidadosamente su
administraciéon concomitante con inhibidores moderados de Ia
CYP3A4 y de la glicoproteina P de la que es sustrato. Su uso
concomitante con inhibidores potentes (p.ej. ketoconazol,
claritromicina, inhibidores de la proteasa, zumo de pomelo, etc.) estd
contraindicado. No obstante, en el caso de la CYP2D6 so6lo se

recomienda ajustar la dosis en metabolizadores lentos o cuando se
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desconoce el estado del paciente respecto a esta enzima. Al mismo
tiempo se debe considerar que la coadministracion con inductores del
citocromo P450 provoca una pérdida de eficacia. Ademas, la ranolazina
es un inhibidor en si misma de la glicoproteina P, de la CYP3A4 y de
la CYP2D6 por lo que puede aumentar las concentraciones plasmaticas
de otros medicamentos (98).

Por otro lado, se ha visto que la ranolazina prolonga el intervalo
QT de forma dosis dependiente por lo que en pacientes con
antecedentes de QT largo o en tratamiento con otros firmacos que
alteren este intervalo (p.ej. antiarritmicos de clase I como la quinidina

o de clase III como el sotalol) su uso esta contraindicado (98).

6.2. Farmacodinamia de la ranolazina

En cuanto a su mecanismo de accion, actua principalmente
inhibiendo la corriente tardia de entrada de sodio (Inar) en los miocitos
aunque, a concentraciones terapéuticas, también inhibe la corriente
rectificadora de potasio (Ikr) (99-101). En condiciones fisioldgicas, se
produce la apertura de los canales de sodio de las células cardiacas
durante el potencial de accion. Este mecanismo genera una primera
corriente rapida de iones sodio hacia el interior celular durante la fase
de despolarizacion y una segunda corriente mas lenta y tardia durante
la fase de meseta (97,101). Esta tltima contribuye en la repolarizacion
regulando la duracion del potencial de accion (97). Cuando se ve
alterada, fundamentalmente en situaciones de isquemia miocardica, se
produce una sobrecarga de sodio intracelular (100,102). Este

desequilibrio i6nico desencadena la activacion de una serie de
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mecanismos destinados a restaurar de nuevo el balance entre el exterior
y el interior celular. El miocito expulsa las concentraciones patoldgicas
de sodio a través del intercambiador sodio-calcio de tipo 1 (102) lo que
conduce a una sobrecarga de calcio intracelular y al aumento de la
tension en el miocito que se traduce en un retraso de la relajacion
miocérdica con la consiguiente disfuncion diastolica (Figura 9). En
estudios preclinicos, este aumento de la rigidez miocardica diastolica
da como resultado una compresion extrinseca prolongada de los vasos
intramurales y una disminucion del suministro de oxigeno al miocardio
(103,104). Asimismo, se produce un desplazamiento hacia potenciales
mas positivos que favorecen las despolarizaciones espontdneas tardias
y, por tanto, las arritmias (102). Ademas, al inhibir la Ix;, aumenta la
duracion del potencial de accidon ventricular prolongando el intervalo

QT (99,101).
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Figura 9. Corriente tardia de sodio fisiolégica normal en comparaciéon con una
corriente tardia patolégicamente elevada. El aumento de la Ina tardia conduce a una
sobrecarga de calcio a través del NCX y disfuncion diastdlica debido a la
hiperactivacion de los miofilamentos e inestabilidad electrofisiolégica como
resultado de la prolongacion de la duracion del potencial de acciéon con
posdespolarizaciones tempranas y tardias. Adaptado de (100). Ina: corriente de sodio;
Ca**: calcio; Na™: sodio; NCX: intercambiador sodio-calcio.

La ranolazina ejerce un efecto cardioprotector al evitar la
sobrecarga de calcio en las células miocéardicas mitigando la distension
diastdlica del ventriculo izquierdo, estabilizando la actividad eléctrica

del miocardio y mejorando el flujo sanguineo coronario (104,105).
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Ademas, a dosis terapéuticas sus efectos no alteran la frecuencia
cardiaca ni la presion arterial, a diferencia de otros farmacos

antianginosos (106).

6.3. Papel de la ranolazina en la cardiopatia isquémica

La FDA aprobd en 2006 el uso de ranolazina en pacientes con
angina cronica estable que no alcanzaban una respuesta adecuada o no
toleraban adecuadamente otros antianginosos (107). Desde su
aparicion, se han realizado varios estudios resefiables para evaluar sus
propiedades farmacodindmicas y su perfil de eficacia clinica y
seguridad en pacientes con diferentes perfiles de cardiopatia isquémica

(Tabla 2).
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Tabla 2. Tabla comparativa entre los principales ensayos realizados con ranolazina

en pacientes con cardiopatia isquémica.

MARISA CARISA ERICA MERLIN-TIMI 36
Pacientes Angina estable Angina estable Angina estable SCASEST
Aleatorizado,
Aleatorizado, controlado con .
Aleatorizado,
Controlado con | controlado con placebo,
— controlado con
Diseiio placebo, doble | placebo, paralelo grupos .
. placebo, doble ciego,
ciego de 3 grupos, paralelos, multicéntrico
doble ciego doble ciego,
multicéntrico
RZ i
RZ asociada a: 5 e?soma’da a
me de terapia estandar
. g RZ asociada a: (AAS, heparina,
. RZ en amlodipino , 180 . .
Tratamiento . o 10 mg de tienopiridinas,
monoterapia mg de dilti