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“Efectos de la D-Norpseudoefedrina sola y combinada con Triyodotinonina sobre la
reactividad vascular”

Resumen

Con la intencion de aportar informacion acerca del mecanismo y la dimension real de los
efectos vasculares que puede ocasionar la d-norpseudoefedrina sola o combinada con
triyodotironina se desarrolld el presente proyecto empleando anillos de aorta y corazén
perfundido de rata Wistar macho adulta (12-16 semanas). En los anillos adrticos se evalud
la capacidad de contraer realizando curvas concentracion-respuesta a fenilefrina (agonista
adrenérgico a; completo, que sirvid como punto de referencia de la magnitud de la
contracciéon ocasionada por los farmacos en estudio) en la presencia o ausencia de
endotelio.

Los resultados pueden contribuir a evaluar el riesgo versus el beneficio del empleo de la
combinacion de estos dos farmacos en condiciones caracterizadas por asociarse con

padecimientos cardiovasculares, como es el caso de la obesidad.




Summary

With the intention to contribute to information about the mechanism and the real dimension
of the cardiovascular that can cause the single or combined d-norpseudoephedrine with
tritodotironine was developed the present project using aorta rings and perfused heart of
adult male Wistar rat (12-16 weeks). In the aortic rings was evaluated the capacity to
contract realising concentration-answer curves to phenylephrine (complete adrenergic
agonist o, that served as datum point of the magnitude to the contraction caused by the
drugs in study) in the presence or absence of endothelial lining. The results can contribute
to evaluate the risk versus the benefit of the use of the combination of both drugs in
characterized conditions of being associated with cardiovascular sufferings, as it is the case

of the obesity.




1. Introduccion

El empleo terapéutico de cualquier farmaco debe basarse en el adecuado balance
riesgo/beneficio que dicha accion implica. El mencionado balance se basa en el
conocimiento de las propiedades deseables e indeseables del farmaco en cuestion. En el
caso que nos ocupa tanto la obesidad como los fairmacos empleados en el tratamiento
complementario de la misma se asocian con problemas cardiovasculares, haciendo
particularmente dificil el realizar el balance previamente mencionado. Conviene mencionar
que no obstante que se acepta que existe la mencionada relacion con alteraciones
cardiovasculares, la magnitud y los mecanismos que conducen a la influencia de esos
farmacos sobre el aparato cardiovascular no son suficientemente claros. Con la intencién de
aportar informacion complementaria en este terreno y centrando nuestra atencion en la D-
Norpseudoefedrina, uno de los farmacos que han sido frecuentemente utilizados en el
tratamiento complementario de la obesidad, se realizo el presente trabajo con el

compromiso de aportar informacioén adicional acerca de sus efectos vasculares.




2. Antecedentes

2.1 Obesidad

2.1.1 Definicion

El grado de obesidad, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se puede definir
basandose en el indice de masa corporal (IMC) (Seidell, 1997; Labib, 2003; OMS 2009;
Poirier 2006, Sonnenberg 2007), que se obtiene dividiendo el peso en kilogramos entre el
cuadrado de la talla en metros (kg/m”). En adultos, el sobre peso se define como un IMC

de 25-29,9 kg/m2 y la obesidad como un IMC > 30 kg/mz. Tabla 1 (Seidell, 1997; Labib,

2003; OMS, 2009; Poirier 2006, Sonnenberg 2007).

Indice de masa corporal
IMC (kg/m®

Falta de Peso 18.5<
Normal 18.5a24.9
Sobrepeso 25-29.9
Clase de Obesidad

| 30-34.9

1 35-39.9

11 (Obesidad extrema) >40

Tabla 1 Clasificacion de sobrepeso y obesidad basado en el IMC (Seidell 1997, Labib 2003; OMS 2009; Poirier
2006, Sonnenberg 2007)

La obesidad también se puede medir a través de la distribucion de la grasa en el cuerpo,
evaluada a través del indice cintura/cadera, el cual se calcula dividiendo la circunferencia
de cintura en centimetros entre la circunferencia de cadera en centimetros. Si el resultado es
mayor a 0.8 en mujeres y mayor a 1.0 en hombres, la persona tiene exceso de grasa en la

zona central o abdominal del cuerpo, clasificandose en el tipo androide (Seidell 1997).




2.1.2 Epidemiologia

La obesidad es la enfermedad alimentaria mas frecuente en el mundo y dada su

magnitud y trascendencia es considerada en México como un problema de salud publica.

De acuerdo a la ultima Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2006), la
prevalencia de sobrepeso y obesidad a nivel nacional en adultos mayores de 20 afos fue
mas alta en mujeres (71.9%) que en hombres (66.7%).Figura (1)
Ademas la incidencia de casos de
5 sobrepeso y obesidad en México se ha
3 incrementado en los ultimos 20 afios
(ENSANUT 2006). En las mujeres
. aument6 de 34.5% en 1988 a 69% en
o 2006 (ENSANUT) y en el caso de los

Dresnutricidn Adecuada Sobrapaso Oibesidad

hombres se incrementd de 59.7% en

EMISA 2000 EMEAMNIT 3006

2000 a 66.7% en 2006.
Fig. 1 Prevalencia de sobrepeso y obesidad en hombres
y mujeres mayores de 20 afios (ENSANUT 2006)

2.1.3 Comorbilidades de la obesidad

La obesidad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de numerosas comorbilidades,

dentro de las que destacan las cardiovasculares tales como, cardiopatia isquémica,
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aterosclerosis, hipertension, enfermedad cardiaca coronaria y paro cardiaco congestivo.

(Hall 1993, Must 1999, Lau 2004, Wang 2004, Berg 2005, Boban 2008)

La obesidad afecta la salud cardiovascular a través de diversas vias, destacando su
asociacion con diabetes. No obstante lo anterior, existen fuertes datos prospectivos del
estudio Nurses’Health Study, que incluso antes del diagnostico de diabetes tipo 2, la
obesidad y el aumento de peso estan asociados con el riesgo incrementado de enfermedad
coronaria. Estos resultados, junto con el riesgo elevado de enfermedades cardiovasculares
antes del diagnostico clinico de diabetes tipo 2, sefiala la importancia de aclarar los
mecanismos por los que el exceso de grasa corporal predispone a los sujetos a riesgos
cardiovasculares en el estado pre diabético de resistencia a la insulina o sindrome

metabolico. (Lau 2005)

La acumulacion anormal de grasa estd asociada con cambios inflamatorios, incluyendo el
reclutamiento de macrofagos y la activacion de células endoteliales que involucra la
liberacion simultanea de moléculas de adhesion solubles con sus respectivas formas
asociadas a membrana de ICAM-1, VCAM-1, E-selectina y el agente procoagulante vVWF
(Factor von Willebrand, marcador in vivo de dafio endotelial), las cuales promueven la
enfermedad vascular. (Ferri 1999) De hecho, muchas moléculas producidas por los
adipocitos (adipocitocinas) estan asociadas con el aumento de riesgos cardiovasculares, por
el aumento en la expresion de genes inflamatorios y la induccién de una inflamacion
sistémica. (Musaad 2007). Junto con la inflamacidén, el incremento del estrés oxidativo, son

dos mecanismos destacados que pueden estar asociados en el aumento de la morbilidad
11




cardiovascular, ya que ambos aumentan la disfuncion endotelial, una temprana prediccion

de la arriba citada morbilidad en individuos obesos. (Musaad 2007)

2.1.4 Disfuncién Endotelial

En condiciones normales el endotelio regula el tono vascular y el flujo sanguineo con poca
expresion de factores pro-inflamatorios. Sin embargo la alteracion de la funcionalidad de
este tejido (disfuncion endotelial) por factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares,
como la obesidad y diabetes tipo 2, inician el proceso de inflamacion cronica por la pérdida
de factores anti-inflamatorios y anti-trombdticos y el aumento de productos

vasoconstrictores y citocinas proinflamatorias. (Widlansky 2003)

En la denominada disfuncién endotelial se reduce o pierde la actividad vasodilatadora y
antiagregante de su principal mediador, el 6xido nitrico (ON). (Pepine 1998). La
disminucién de éste en la obesidad puede estar relacionada con un incremento en el estrés

oxidativo o puede ser resultado de las citocinas proinflamatorias.

La reduccion en la produccion de ON puede asociarse con vasoconstriccion y favorecer la
aparicion de hipertension (Poirier 2005). Por otra parte la disfuncion endotelial puede
contribuir al desarrollo clinico de la aterosclerosis al participar en una retroalimentacion
positiva con factores inflamatorios que promueven la adhesion de células T y monocitos, la

formacion de células espumosas, digestion de la matriz extracelular, migracion y
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proliferacion de células del musculo liso vascular llevando a la formacién de la placa de

aterosclerosis.

2.2 Tratamiento de la obesidad
Debe ser integral e incluir dieta apropiada, ejercicio y, cuando se requiere apoyo

psicoldgico y tratamiento complementario con farmacos.
2.2.1 Tratamiento farmacolégico

Tanto el Grupo de Expertos del Consenso Mexicano en Obesidad reunidos por la
Fundacion Mexicana para la Salud, A.C. en 1998, como las Guias Clinicas para
Identificacion, Evaluacion y Tratamiento de la Obesidad y el Sobrepeso en Adultos
publicadas por los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (1998) y la
Posicion del Grupo de Expertos en Obesidad de la Asociacion Americana de
Endocrinologia Clinica/Colegio Americano de Endocrinologia (1998), concuerdan en que
se deben prescribir fArmacos anti obesidad a largo plazo, a pacientes de ambos sexos con un
indice de masa corporal (IMC) igual o mayor a 30, cuando los enfoques conservativos no
farmacologicos (terapia de apoyo psicolégico, dieta y ejercicio) no hayan resultado

efectivos en propiciar pérdidas de peso deseables o esperadas. (Bastarrachea 2004)
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2.2.2 Clasificacion de farmacos anorexigénicos

La clasificacion de los medicamentos antiobesidad, tomando como primer criterio el sitio
en que ejercen su efecto principal y secundariamente su mecanismo de accién se muestra en

la siguiente tabla. Tabla 2. (Morin 2005)

Clasificacion de Medicamentos Anorexigénicos

Centrales Catecolaminérgicos
Anfepramona
Fentermina
Fenproporex
Clobenzorex
Mazindol
Serotoninérgicos
Sibutramina
Periféricos Reductores de la Metformina
resistencia a la
insulina
Inhibidores de la Orlistat
absorcion de grasas
Saciogenos Konjac, glucomanan,
bromectina
Termogénicos y D-Norpseudoefedrina
lipoliticos Triyodotironina

Tabla 2 Clasificacion de medicamentos anorexigénicos (Morin 2005)

2.2.3 Mecanismos de accion de los farmacos usados en el tratamiento de la obesidad

Son tres los mecanismos basicos en los que se basan los medicamentos para perder peso o

prevenir la ganancia de peso: reduccion en el consumo de alimentos, reduccion de la

absorcion de nutrientes y aumento del gasto de energia. (Zelitch 1996)
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2.2.4 Reduccion del consumo de alimentos

El consumo de alimentos puede ser reducido por la disminucion del apetito o por el
aumento de la saciedad. Los fairmacos que afectan el apetito son comunmente conocidos
como “anorexigénicos”.  Los mecanismos de accion de estos medicamentos no estan
limitados a disminuir el apetito, algunos de estos medicamentos también tienen efectos
agudos sobre la termogénesis, como en el caso de la d-norpseudoefedrina. (Zelitch 1996,
Morin 2005)

Desde el punto de vista quimico, la mayoria de los anorexigénicos son derivados de la
feniletilamina. Esta molécula es el comin denominador de los simpaticomiméticos , pues
dependiendo de los radicales unidos a los diferentes 4atomos se tienen numerosos
compuestos como adrenalina, noradrenalina, dopamina, isoproterenol, efedrina, anfetamina,
fenilpropanolamina y d-norpseudoefedrina. (Morin 2005)

Los farmacos anorexigénicos afectan la actividad de los neurotransmisores y son dos clases
principalmente: aquellos que afectan el sistema catecolaminérgico como las anfetaminas,
fentermina, mazindol, dietilpropion o anfepramona, fenilpropanolamina y d-
norpseudoefedrina y aquellos que afectan el sistema serotonérgico como la fenfluramina,
dexfenfluramina, fluoxetina, sertralina e inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina.  Muchos expertos no recomiendan el uso de anfetaminas y compuestos
relacionados en el tratamiento de la obesidad por el alto potencial de abuso. (Zelitch 1996)
Los anorexigénicos catecolaminergicos actiian en general sobre el nucleo ventromedial del
hipotdlamo aumentando la liberacion de noradrenalina y dopamina, y algunos de ellos

inhiben también su recaptura en los espacios sinapticos, lo que les confiere propiedades
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simpaticomiméticas estimulantes.  Los anorexigénicos serotoninérgicos, aumentan la

liberacion e inhiben la recaptura de serotonina. Se considera que los catecolaminérgicos
actian sobre el centro del hambre, inhibiéndolo, mientras que los serotoninérgicos
estimulan el centro de la saciedad con el cual reducen el hambre. Es posible que alguno de
estos farmacos ademas del efecto central mencionado también posean acciones periféricas,
la liberacion de noradrenalina en el tejido adiposo blanco podria activar receptores f3
adrenérgicos del adipocito y estimular la lipdlisis y en el tejido adiposo pardo el gasto

energético via termogénesis. (Clifton 2006)

2.2.5 Reduccion en la absorcién de nutrientes

Los medicamentos que bloquean la accién de las enzimas digestivas o que bloquean la
absorcion de los nutrientes (como la grasa) del tracto gastrointestinal pueden reducir la
energia total disponible del cuerpo. Tal es el caso de orlistat, inhibidor de la lipasa gastrica
y pancredtica, enzimas que median la digestion de las grasas de la dieta (Zelitch 1996), al
hidrolizar el enlace ester de los triglicéridos de la dieta en acidos grasos libres y

monoacilgliceroles. (Lowe 1997)
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2.2.6 Aumento del gasto energético

El gasto de energia puede ser incrementado por el aumento en la actividad fisica o por
incremento en la tasa metabdlica, por ejemplo, a través de cambios en el tono del sistema
nervioso simpatico o por el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa, como se habia
aceptado errébneamente con anterioridad en el caso de triyodotironina .

Los anorexigénicos catecolaminergicos actiian en general sobre el nucleo ventromedial del
hipotdlamo aumentando la liberacion de noradrenalina y dopamina, y algunos de ellos
inhiben también su recaptura en los espacios sinapticos, lo que les confiere propiedades
simpaticomiméticas estimulantes.  Los anorexigénicos serotoninérgicos, aumentan la
liberacion e inhiben la recaptura de serotonina. Se considera que los catecolaminérgicos
actian sobre el centro del hambre, inhibiéndolo, mientras que los serotoninérgicos
estimulan el centro de la saciedad con el cual reducen el hambre. Es posible que alguno de
estos farmacos ademas del efecto central mencionado también posean acciones periféricas,
la liberacion de noradrenalina en el tejido adiposo blanco podria activar receptores 3
adrenérgicos del adipocito y estimular la lipdlisis y en el tejido adiposo pardo el gasto
energético via termogénesis. (Clifton 2006) Dentro de los fAirmacos catecolaminérgicos
que pueden adicionalmente a su efecto central afectar el metabolismo termogénico se

encuentran a la d-norpseudoefedrina y la hormona tiroidea
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2.3 D-Norpseudoefedrina

2.3.1 Estructura Quimica

La d-norpseudoefedrina (isomero optico de la efedrina), figura 2, es un derivado de la
Catha edulis que, por haberse identificado originalmente en esta planta, se le conoce
también como catina.

La d,I-norpseudoefedrinas  (Fenilpropanolaminas; FPA) han sido utilizadas
terapéuticamente como agentes anoréxicos y descongestionantes nasales por mas de
cuarenta afos. (Silverman, Kreger, Lewis, Karabelas, Paone y Foley 1980). Como se
muestra en la figura 2, la mezcla racemica de dos de los eritro estereoisomeros de 2-amino-

3-fenil-1-propanol abarca las FPA.

CHx CHs
NH;—C—H H—C—NHz
HO—C~=H H=C—0CH
d-Norephedrine |-Norephedrine

Phenylpropanalamine
{d, l-norephedrine)

CHy GH3
H—!C—NHZ NHp—C—H
HO—C~—H H—C—0H
d-Norpseudoephedrine L-Norpseudoephedrine

Fig. 2 Formula quimica de d,I-Norpseudoefedrina

Cuando en una estructura existen dos centros estereogénicos se admite, y asi lo acepta la

IUPAC, el uso de los prefijos eritro y treo, esta mezcla resulta util para referirse a la
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mezcla racémica de cada pareja que son diastereoisdmeros entre si, como la configuracion

D-L. En proyeccion Fischer los grupos iguales o mas parecidos al mismo lado, recibe el
nombre de eritro y, si estan en lados opuestos, de treo.

Los dos estereoisomeros que permanecen estan en la forma treo (figura 2) y son
comunmente referidos como norpseudoefedrinas. Aunque la formula de 2-amino-3-fenil-
l-propanolol es comun en todos los isomeros, existen diferencias significativas
fisicoquimicas y farmacologicas entre FPA y d-norpseudoefedrina.

Primero, los isdbmeros la 2-amino-3-fenil-1-propanolol difieren en su habilidad para rotar la
luz polarizada (d se refiere a la rotacion de la luz polarizada hacia la derecha y 1 refiere
rotacion a la izquierda)

Segundo, debido a la configuracion espacial y su tendencia a apilar una molécula tras otra
durante la formacién de cristales, los puntos de fusion de los isémeros nor- y norpseudo-
son diferentes. HCI de l-norpseudoefedrina y HCI de d-norpseudoefedrina fusionan a 173-
174°C, HCI de l-norpseudoefedrina y HCI de d-norpseudoefedrina fusionan a 180-183°C, y
d,l-norefedrina fusiona a los 193-194°C.

Tercero, estos isomeros difieren en sus potencias en la produccion de estimulacion central
locomotora en el raton (Fairchild & Ailes, 1967).

Asi, aunque los isdmeros de 2-amno-3-fenil-1-propanol estan estructuralmente relacionados
a la anfetamina, sus perfiles farmacoldgicos son bastante diferentes de los de la anfetamina,

asi como difieren uno del otro. (Silverman 1987)

19




2.3.2 Efectos cardiovasculares

Esté clasificada como una amina adrenérgica de accidén mixta, es decir que su actividad se
debe en parte a una accion directa sobre receptores adrenérgicos y en parte a su capacidad
de penetrar a las terminales nerviosas simpaticas presinapticas y liberar noradrenalina. En
ese sentido, diversos investigadores han demostrado que la d-norpseudoefedrina
primariamente aumenta la liberacion de catecolaminas y secundariamente inhibe su
recaptura. (Wagner 1982, Schechter 1990, Peterson 1980, Mereu 1983)

Su potencia adrenérgica periférica es 1,000 veces inferior a la de la efedrina y la reduccion

de su grupo cetona a alcohol disminuye notablemente su accioén psicoestimulante.

La d-norpseudoefedrina preserva algunas actividades parecidas a la anfetamina, en la
activacion de la locomocion, en la produccion de termogénesis y en la inhibicion de la
alimentacion. Es un estudio hecho por Nencini y cols, se encontrd6 que la d-
norpseudoefedrina aumentaba los efectos analgésicos de la dosis mas baja de morfina, este

incremento es debido a las propiedades residuales parecidas a la amfetamina de esta droga.

La d-norpseudoefedrina tiene accion predominante termogénica y lipolitica tanto en
musculo como en tejido adiposo pardo con lo cual aumenta el gasto de energia sin
necesidad de actividad fisica.  El efecto central sobre encéfalo es de corta duracion,
actuando de manera indirecta sobre los almacenes de liberacion facil asi como sobre los

receptores a y  adrenérgicos y posiblemente dopaminérgicos. (Morin 2005)
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Se ha visto que la d-norpseudoefedrina aumenta espontdneamente la actividad locomotora,

el movimiento estereotipado y la anorexia. (Kalix y Braenden 1985)

Terapéuticamente la d-norpseudoefedrina se ha utilizado ampliamente como inhibidor del
apetito (Kalix y Braenden 1985), efecto al cual puede desarrollarse tolerancia (Eisenberg
1987, Zelger y Carlini 1980, Feyissa 2008) y se ha demostrado el efecto anoréxico en
monos Rhesus (Yanagita 1979, Foltin y Schuster 1983) y en ratas (Zelger y Carlini 1980,
Knoll 1979, Islam 1990, Foltin 1983, Eisenberg 1987). En este tltimo caso, este farmaco
inhibe el consumo de alimentos con dosis de 300 a 500 pg por animal via

intracerebroventricular. (Knoll 1979)

2.3.3 Efectos adversos
Destacan los efectos sobre sistema nervioso central problemas cardiovasculares,
hipertension, infarto de miocardio (Chua and Benrimoj, 1988; White et al., 1997; Haller

and Benowitz, 2000).

2.4 Triyodotironina (T3)

Las hormonas tiroideas, tiroxina (T4) y triyodotironina (T3) son los Unicos compuestos
conteniendo iodo que tienen actividad bioldégica.  Tienen dos funciones importantes: un
papel crucial en el desarrollo normal, especialmente de sistema nervioso central y por otra
parte, mantener en el adulto la homeostasis metabdlica afectando virtualmente a todos los

organos y tejidos. Sus concentraciones séricas son reguladas por la hipofisis a través de un
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mecanismo de retroalimentacion negativa.  La tiroxina se convierte en T3 en diversos

tejidos por accion de la 5'desyodinasa principalmente en el higado.

Triyodotironina o T es cualitativamente similar en sus efectos a T4 o tiroxina pero es mas
potente. Se han descrito los requerimientos estructurales para la actividad de hormona
tiroidea (Cody, 2005; Baxter et al, 2004). Asi los compuestos 3 -monosustituidos son mas
activos que los 3',5"-moléculas di sustituidas. De esta forma, T3 es 5 veces mas potente
que T4. T4 se convierte en T; por la accion de una 5'desyodinasa en el tiroides y los tejidos
periféricos, principalmente el higado. La produccion aparente de T4 es de 70-90 pg
diarios, mientras que de Tz es de 15-30 pg al dia, dando lugar a una concentraciéon en

plasma normal de T4 de 4.5-11 pg/dl y de T3 de 60-180 ng/dl.

2.4.1 Mecanismo de accion

Las hormonas tiroideas actuan a través de receptores intracelulares (Yen y Chin, 2005)
denominados TR, que modulan la transcripciéon de genes especificos al actuar sobre
segmentos especificos del ADN (elementos de respuesta a hormona tiroidea, TREs) en el
nucleo de la célula blanco. En general el receptor de T3 no ligado estd unido a TREs en el
estado basal y esto reprime la transcripcion génica. El enlace de T; al receptor activa la
transcripcion génica al eliminar el elemento represivo.  Aunque T4 también se puede unir
al receptor, su afinidad es menor a la de T; y no se ha demostrado que pueda afectar la
transcripcion génica.  Consecuentemente se ha propuesto que T4 serviria como una

prohormona con todas las acciones transcripcionales debidas a la generacion de Ts.
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Los receptores de hormonas tiroideas se derivan de dos genes, c-erb Ax (TR«) y c-erb AB

(TRPB), con multiples isoformas identificadas (Lazar, 1993). TRa, y TRB; se encuentran en
practicamente todos los tejidos, mientras que las otras isoformas tienen una distribucion
mas limitada.

Ademas de estos efectos genomicos, las hormonas tiroideas pueden ejercer efectos no
genomicos cuyo mecanismo esta en estudio.  Tales acciones no genomicas incluyen
aquellas que ocurren a nivel de la membrana plasmatica, sobre la citoarquitectura (Basset el
al, 2003) y sobre las mitocondrias (Sterling, 1989) y adquieren relevancia particular si se
consideran los resultados en ratones knockout, con falta de los receptores principales para
hormonas tiroideas, en quienes no se presentan todas las deficiencias esperadas por la falta
de la actividad hormonal, principalmente la falta de desarrollo del sistema nervioso central.
De manera interesante en varios de los efectos no-gendmicos parece ser T4 y no T la

responsable.

Indiscutiblemente los efectos de las hormonas tiroideas sobre el desarrollo, particularmente
de sistema nervioso central son de gran importancia. Sin embargo, por la naturaleza del
presente trabajo nos centraremos en los efectos sobre el aparato cardiovascular, asi como

los calorigenicos y los metabdlicos.
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2.4.2 Efectos cardiovasculares

A través de mecanismos directos e indirectos, las hormonas tiroideas tienen influencia
notable sobre la actividad cardiovascular. Tal influencia se hace particularmente evidente
en el caso de hipertiroidismo, cuadro en el que se puede apreciar taquicardia, incremento en
el gasto cardiaco, hipertrofia cardiaca, reduccion de la resistencia periférica e incrementada
presion diferencial. Por el contrario en el hipotiroidismo se presenta bradicardia,
reduccion del gasto cardiaco, incremento de la resistencia periférica y disminucion de la
presion diferencial. (Klein 2005)

Las hormonas tiroideas regulan la expresion miocardica de genes. T; regula genes que
codifican las isoformas de las cadenas pesadas de miosina sarcomérica, por incrementar la
expresion de los genes o y disminuir la expresion de los genes B (Farwell an Braverman,
2006). T también regula a la alza el gen que codifica para la ATPasa de Ca®" del reticulo
sarcoplasmico, que desempeiia un papel critico en la contraccion cardiaca (Rohrer and
Dillman, 1988). Regulacion de estos dos genes resulta en la alteracion de la contractilidad

observada en hiper e hipotiroidismo.

Por otra parte, las hormonas tiroideas favorecen los efectos cardiacos de las catecolaminas,
posiblemente debido a cambios en la expresion de receptores B-adrenérgicos. Sin embargo,
la frecuencia cardiaca basal se disminuye en ratones que carecen del gen que codifica para

TRay (Johansson y col, 1998) y se incrementa en que carecen del gen que codifica para
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TRP (Johansson y col, 1999), lo que sugiere un papel mas directo de las hormonas tiroideas

sobre el marcapaso cardiaco.

Finalmente, debe destacarse que T; parece tener un efecto vasodilatador directo no
genomico (Park y col, 1997; Ojamaa y col, 1996)

Las hormonas tiroideas ejercen multiples efectos sobre el sistema cardiovascular (Klein y
Ojamaa 2001). Por el incremento en el consumo de oxigeno celular las hormonas tiroideas
aumentan la demanda de sangre en la periferia. Mas aun las hormonas tiroideas afectan
directamente la funcion cardiaca y el tono vascular, llevando a un aumento del gasto
cardiaco y una disminucion de la resistencia periférica. (Biissemaker 2002)

Aunque las hormonas tiroideas también ejercen efectos no genomicos incluyendo una
vasodilatacion parcialmente dependiente de endotelio de las arterias de resistencia, muchas
de sus acciones se pueden atribuir a cambios en la expresion de genes. En el corazon por
ejemplo, las hormonas tiroideas modulan la expresion de la ATPasa de Na'-K', la ATPasa
de Ca®", varios canales de potasio y las isoformas IV y V de la adenilil cilcasa. (Yen 2001)
En adicion, como una consecuencia del aumento del gasto cardiaco, las hormonas tiroideas
aumentan el estrés por friccion de fluido (shear stress) en la superficie de las células
endoteliales y esto indirectamente afecta la expresion de los genes en la vasculatura,
principalmente del endotelio.

Los tres principales vasodilatadores generados por el endotelio vascular los cuales generan
la relajacion de las células del musculo liso por distintas vias, pueden estar diferencialmente
afectadas por las hormonas tiroideas.  El 6xido nitrico (ON), generado por la sintasa de
oxido nitrico endotelial (eNOS) induce relajacion por la activacion de la guanilato ciclasa

en las células del musculo liso y aumento de la formacion de GMP ciclico, mientras que la
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prostaciclina (PGI,), genera elevados niveles de AMP ciclico en el musculo liso

proveniente del dcido araquidonico por la sintasa de prostaclina. (Bassenge 1995)

El factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF) ejerce relajacion por la
hiperpolarizacion de las células del musculo liso, que resulta en el cierre de canales de Ca**
dependientes de voltaje y la disminucion de calcio en el musculo liso. Dependiendo de la
cama vascular de estudio, se han propuesto tres mecanismos para explicar el fenomeno del
EDHF: la generacion de acidos hiperpolarizantes epoxieicosatrienoicos por las enzimas del
citocromo P450, la liberacion de iones de K+ de células endoteliales y subsecuente
activacion de canales internos de K+ y o la ATPasa de Na+-K+ o un mecanismo que

envuelve la comunicacion entre AMP ciclico las células endoteliales de tipo gap junction.

(Btissemaker 2002)

2.4.3 Efectos metabdlicos

Las hormonas tiroideas estimulan metabolismo de colesterol a acidos biliares, como
consecuencia la hipercolesterolemias es caracteristica del hipotiroidismo. Las hormonas
citadas incrementan el enlace de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por las células
hepaticas (Salter y col.,, 1988) proceso fundamental para regular las concentraciones
plasmaticas de colesterol.

Por otra parte, las hormonas tiroideas favorecen las respuestas lipoliticas de adipocitos a
otras hormonas (ej. catecolaminas) incrementando la concentracion plasmatica de acidos
grasos libres. Estas hormonas, en contraste con otras hormonas lipoliticas, no favorecen

directamente la acumulacion de AMPc, sino que parecen impedir su degradacion al inhibir
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la actividad de una fosfodiesterasa microsomal. Adicionalmente, las hormonas tiroideas

mantienen el acoplamiento de los receptores adrenérgicos 3 a la subunidad catalitica de la
adenilil ciclasa (efecto permisivo de la actividad lipolitica adrenérgica. (Farwell y

Braverman, 2006).

Importante es sefialar, dentro de los efectos metabolicos la influencia de las hormonas
tiroideas en la regulacion de carbohidratos que se aprecia claramente en el caso de la falla
en el funcionamiento de la glandula. Asi en el hipertiroidismo se puede presentar un
estado de resistencia a la insulina (Gottlieb and Braverman, 1994), como resultado de
alteracion a nivel postreceptor en el higado y tejidos periféricos que conduce a reduccion
del depdsito de glucogeno y aumento en la glucogénesis, ademas de incremento en la
absorcion intestinal de glucosa. Lo anterior conduce a un incremento compensatorio en la
secrecion de insulina. Por el contrario en el hipotiroidismo se presenta reduccion en la
absorcion intestinal de glucosa, en la velocidad de captacion periférica de glucosa y en la

secrecion de insulina.

Debe destacarse que se han buscado derivados que conserven algunos de los efectos
metabodlicos pero con reduccion de los efectos cardiacos. Un ejemplo aparentemente
exitoso de esto es el compuesto denominado GC-1 que se enlaza preferencialmente a la
isoforma B del receptor de hormona tiroidea (TRp) lo cual resulta en efectos metabolicos

especificos en diferentes tejidos (Baxter et al, 2004; Yoshihara et al, 2003)
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2.4.4 Efectos calorigénicos

Las hormonas tiroideas incrementan el consumo de oxigeno, con la contribucion de la
mayoria de los tejidos periféricos incluyendo corazén, musculo esquelético, higado y rifdn.
Debe destacarse el hecho de que 30-40% del incremento en el consumo de oxigeno
dependiente de las hormonas tiroideas puede ser atribuida a la estimulaciéon de Ia
contractilidad cardiaca. Por otra parte, varios 6rganos como el encéfalo, las gonadas y el
bazo no responden al efecto calorigénico de las mencionadas hormonas.

Es importante sefialar que el mecanismo del efecto calorigénico no se esta suficientemente
claro (Silva, 2003). Al respecto y en forma errénea se habia pensado que las hormonas

tiroideas desacoplaban la oxidacion de fosforilacion a nivel mitocondrial.

Aumenta el consumo de O, en todos los tejidos aumentando el metabolismo basal y el de
carbohidratos, lipidos y proteinas, por aumento de la actividad aerdbica mitocondrial,
induciendo la utilizacién de fosfatos de alta energia.

* Aumenta la contractilidad y el gasto cardiaco.

* Reduce la resistencia periférica.

* Aumenta el flujo tisular por vasodilatacion.

» Efectos Adversos: Problemas cardiovasculares.
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2.4.5 Efectos adversos

El sistema cardiovascular es el blanco especifico de las hormonas tiroideas, y cuando la
secrecion de las hormonas tiroideas estd cronicamente alterada, esto se acompafia por
cambios hemodindmicos profundos (Klein 2001, Kahaly 2005). En particular, el
hipertiroidismo induce un estado alto de gasto cardiaco, con una marcada falla en la
resistencia vascular periférica, mientras que el hipotiroidismo causa cambios opuestos.
Mas aun estudios recientes demostraron que la reactividad vascular estd exagerada en
pacientes con hipertiroidismo por el aumento en la sensibilidad de los componentes
endoteliales. (Napoli 2001)

Contrariamente, la disfuncién endotelial estd asociada con hipotiroidismo, incluso si la
enfermedad se presenta solamente a un nivel subclinico (Cikim 2004). El sindrome de
concentraciones bajas de T; puede ocurrir en enfermedades agudas y esta caracterizada por
la disminucion de la funcién cardiaca y la elevacion de la resistencia vascular periférica,
entonces la correccion aguda de los niveles bajos de T; pueden ser beneficiosos para la
hemodinamia cardiovascular (Hamilton 1998). Sin embargo, el vinculo entre T; y la
alteracion hemodinamica sigue siendo evasivo, porque los efectos de la elevacion aguda de
la concentracion de T3 en la fisiologia vascular humana no han sido explorados.

En un estudio hecho por Napoli y cols. mostraron que los efectos agudos de triyodotironina
en humanos afectaba la funcion endotelial. Ellos encontraron que la Ts ejerce efectos
directos y agudos sobre los vasos de resistencia por aumento en la funcién endotelial y la
vasoconstriccion producida por noradrenalina, ya que el aumento en las concentraciones de

T3 causaron una significante caida en la resistencia vascular periférica por mecanismos
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endotelio dependientes, ademas observaron que la T; potencia marcadamente la

vasodilatacion causada por acetilcolina, pero, sin efectos sobre la respuesta vasodilatadora a
nitroprusiato de sodio, lo cual indica que los efectos de T; son enteramente mediados por el
endotelio y no involucran las células del musculo liso vascular. (Napoli 2007)

En otros estudios hechos en vasos de resistencia, por Park y cols. encontraron que el efecto
vasorelajante de T3 fue atenuado pero no abolido por las arterias sin endotelio, sugiriendo la
activacion de componentes relajantes tanto endoteliales como no endoteliales de Ts. En
otro estudio hecho en células aisladas de musculo liso vascular, se encontr6 que las
hormonas tiroideas fueron capaces de causar vasorelajacion. (Park 1997)

T3 principalmente actia por la unidon de receptores especificos nucleares, asi regula la
transcripcion de genes blanco.  En adicion, Ts; puede también activar mecanismos
extracelulares, no gendmicos por el cual regula la actividad de los canales ionicos de la
membrana plasmatica, algunos ejemplos de esto, son los efectos conocidos de T; para
aumentar la contractilidad miocardica, regular el estado contractil y estimular la recaptura

de glucosa. (Rudinger 1984)
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1. Justificacion

Tanto la obesidad como los farmacos empleados en su tratamiento se asocian con efectos
vasculares adversos. Con la d-norpseudoefedrina el riesgo de tales efectos adversos puede
aumentar ya que se combina con triyodotironina (T3;) que también se asocia con
alteraciones cardiovasculares.

Este trabajo pretende aportar informacion que contribuya a evaluar el riesgo real de que la
d-norpseudoefedrina sola o combinada con T incremente la reactividad vascular, base del

posible dafio cardiovascular con su empleo.
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2. Hipotesis
La d-norpseudoefedrina aumenta la fuerza de contraccion en corazon y la tension en aorta

de rata, sin embargo, la administracion conjunta con triyodotironina disminuye tal efecto.
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3. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta de la d-norpseudoefedrina sola y en combinacion con T; en anillos de

aorta y circulacion coronaria de rata.

5.2 Objetivos particulares

1.

Determinar el efecto de la fenilefrina (Fen), la d-norpseudoefedrina (Npef) y de
Triyodotironina (T3) solas o combinadas en anillos de aorta de rata con endotelio.
Evaluar el efecto de la Fen, la Npef'y de Ts solas o combinadas en anillos adrticos
sin endotelio.

Determinar el efecto de la Npef en anillos con y sin endotelio precontraidos con Fen
o clorurode potasio (KCI).

Determinar el efecto de T3 en anillos con y sin endotelio precontraidos con Fen o
KClL

Evaluar el efecto de L-NAME (inhibidor de la sintasa de 6xido nitrico) sobre la
actividad de Npef o T3 en anillos con endotelio precontraidos con Fen.

Establecer el efecto de la Fen, la Npef y T; solas o combinadas sobre la presion de
perfusion coronaria

Establecer la influencia que el pretratamiento con L-NAME tiene sobre el efecto de

la Fen, la Npef y T3 solas o combinadas sobre la presion de perfusion coronaria
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8. Establecer la influencia que la perfusion constante de Fen tiene sobre el efecto de la

Npef y Ts solas o combinadas sobre la presion de perfusion coronaria.
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6. Material y métodos

6.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 y 280 g (el
correspondiente a una edad entre 12 y 16 semanas), las cuales fueron mantenidas en el
bioterio de la Escuela Superior de Medicina, con un ciclo de luz/oscuridad de 12h/12h, con

agua y alimento ad libitum.

6.2 Preparacion de los anillos aorticos.

Después de sacrificar al animal por dislocacion cervical, se extrajo la aorta toracica
Inmediatamente después, se colocd en solucion Krebs (ver composicion adelante) y bajo
oxigenacion constante con carbogeno (5% CO; y 95% O;) se eliminé el tejido conectivo
circundante y se cortd en anillos de 4 a 5 mm de ancho. Cada uno de ellos se monta en dos
ganchos de acero inoxidable en forma de “L” y después se coloca en una camara para
organo aislado de 10 ml que contiene soluciéon Krebs, con la siguiente composicion (en
mM): NaCl 118, KC1 4.7, KH,PO4 1.2, MgSO4 7H,0 1.2, CaCl, 2H,0 2.5, NaHCO; 25,
dextrosa 11.7 y edetato disddico y calcico 0.026. En todos los casos la solucién se mantuvo
constante a 37° C, pH 7.4 y burbujeada con una mezcla de 95% O, y 5% CO,. Uno de los
ganchos que sostiene la preparacion se fija al fondo de la camara y el otro a un transductor

de tension modelo 1030 de UFI conectado a un modulo MP100 de Biopac Systems Inc. que
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convierte la sefal analdgica a digital para ser capturada y graficada en tiempo real a través

de una computadora personal mediante el programa ACQKnowledge bajo ambiente
Windows”. Esto permitié registrar los cambios de tensién en la preparaciéon. A cada anillo
se le da una tension inicial de 2 gramos y se le deja estabilizar por dos horas antes de iniciar
el experimento. Durante ese periodo se realizan las pruebas de viabilidad con fenilefrina
(10° M) y se corroboré la ausencia de endotelio por la falta de respuesta relajante a
acetilcolina (10° M). A algunos anillos se les removio el endotelio al frotarlos sobre la
punta de unas pinzas de diseccion. La remocion de este tejido se comprobd utilizando
acetilcolina, la falta de relajacion a este compuesto se considerd6 como equivalente a

remocion exitosa del endotelio.

6.3 Preparacion de corazon (método de Langendorff)

Este sistema permite examinar los efectos cardiovasculares en un modelo de corazon
aislado y perfundido, determinando la presion de perfusion coronaria. (Skrzypiec 2007)

Una vez bajo el efecto de la anestesia (60mg/Kg de pentobarbital), la rata es colocada
decubito dorsal en la tabla de diseccion e inmovilizada. Las costillas son seccionadas en
dos cortes paralelos al eje mayor del esternon a nivel de la linea axilar anterior, la parrilla
costal es pinzada en direccion cefalica exponiéndose de esta manera corazén y pulmones,
inmediatamente después se retira el pericardio y se diseca el tejido conectivo de la aorta

ascendente, una vez disecada se sujeto con seda 3-0 y se corta; el corazon se sumerge en
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solucion de Krebs fria (ver composicion arriba) y posteriormente se monta en la camara

experimental.

El corazon es canulado a través de la aorta y conectado a un sistema de perfusion a flujo
constante, el cual consta de un serpentin y de una camara aislante. En la misma linea de
perfusion se encuentra el transductor de presion conectado a un modulo MP100 de Biopac
Systems TSD 104A, que registra la presion de perfusion coronaria, en tiempo real a través
de una computadora personal mediante el programa ACQKnowledge bajo ambiente
Windows".

La solucion de Krebs se encuentra en un reservorio a una temperatura controlada (37° C),
burbujeada con carbdgeno (95% O,y 5% CO;) y a un pH de 7.4, esta es suministrada al
corazén a flujo constante por medio de una bomba peristaltica modelo Minipuls 3
GILSON®. El corazén se estimula eléctricamente aplicando pulsos cuadrados de 2
milisegundos de duracién y con una frecuencia de 4.5 Hz con ayuda de un estimulador
modelo SD5, Grass Instrument Co., se usan como electrodos de estimulacion dos
pequenas pinzas vasculares de acero inoxidable soldadas a un cable delgado flexible. Las

pinzas fueron colocadas en la auricula derecha aproximadamente a 2 mm de separacion.
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7. Protocolo experimental

1.- Con el objeto de establecer la magnitud del efecto contractil que puede inducir la d-
norpseudoefedrina, la triyodotironina solas y combinadas, se realizaron curvas
concentracion-respuesta a estos farmaco (10 a 10 M) en los anillos adrticos con y sin
endotelio. Los efectos se compararon con aquellos obtenidos con el agonista completo ;-

adrenérgico, la fenilefrina (10~ a 10™ M).

2.- Para determinar la influencia que el endotelio vascular pudiera tener sobre el efecto
contréctil de la d-norpseudoefedrina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a dicha

amina en anillos adrticos en presencia y ausencia de endotelio.

3.- Con el objeto de establecer si la d-norpseudoefedrina tenia efectos aditivos a los de otro
agonista contractil se realizaron curvas concentracion respuesta a este agente en anillos

abrticos precontraidos con fenilefrina (10 M) o con KCI (80 mM).

4.- Para establecer la influencia que el 6xido nitrico pudiera tener sobre el efecto contractil
de la d-norpseudoefedrina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a dicha amina en
anillos adrticos con y sin endotelio en presencia y ausencia de L-NAME (inhibidor de la

sintasa 6xido nitrico).
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5.- Para establecer la participacion de los canales de K sobre el efecto contractil de la d-

norpseudoefedrina se realizaron curvas concentracion-respuesta a dicha amina en anillos

aorticos con endotelio en presencia y ausencia de TEA (inhibidor de canales de K).

6.- Para determinar la influencia que el 6xido nitrico junto con la participacion de canales
de K" pudieran tener sobre el efecto contractil de la d-norpseudoefedrina, se realizaron

curvas concentracion-respuesta a dicha amina en anillos aorticos en presencia de endotelio.

7.- Con el objeto de establecer la influencia de que los receptores B adrenérgicos pudieran
tener sobre el efecto contractil de la d-norpseudoefedrina se realizaron curvas
concentracion-respuesta a dicha amina en anillos adrticos con endotelio en presencia de

propanolol (antagonista de receptores f3)

8.- Para determinar la influencia que el endotelio vascular pudiera tener sobre el efecto
contractil de la triyodotironina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a dicha

hormona en anillos aorticos en presencia y ausencia de endotelio.

9.- Con el objeto de establecer si la triyodotironina tenia efectos aditivos a los de otro

agonista contractil se realizaron curvas concentracion respuesta a este fArmaco en anillos

abrticos precontraidos con fenilefrina (10 M) o con KC1 (80 mM).
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10.- Para establecer la influencia que el 6xido nitrico pudiera tener sobre el efecto contractil

de la triyodotironina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a dicha hormona en

anillos adrticos con y sin endotelio en presencia y ausencia de L-NAME (10 M).

11.- Para establecer la participacion de los canales de K sobre el efecto contractil de la
triyodotironina se realizaron curvas concentracion-respuesta a dicha amina en anillos

aorticos con endotelio en presencia y ausencia de TEA (1 M).

12.- Para determinar la participacion de la sintesis de proteinas pudiera tener sobre el efecto
contractil de la triyodotironina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a dicha
hormona en anillos aorticos con endotelio en presencia y ausencia de cicloheximida

(inhibidor de la sintesis de proteinas).

13.- La capacidad de contraer vasos del lecho coronario de la d-norpseudoefedrina, la
triyodotironina solas y combinadas se evalu6 realizando curva concentracion respuesta a
estos farmacos (10™ a 10 M) sobre la presion de perfusion en la preparacion de corazon
aislado y perfundido y los resultados se compararon con los obtenidos con la fenilefrina

(107 a 10 M).
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8. Analisis estadistico

Los resultados de las graficas se expresan en términos de la media + el error estandar de la
media. Las diferencias entre las medias se consideraron estadisticamente significativas
cuando el valor de P fue inferior a 0.05. Se emple6 la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias seguido de la prueba Bonferroni para contrastar medias. Se empled

una n de 4-6 anillos y corazones en cada caso y cada anillo y corazon provino de una rata.
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9. Resultados

Efecto de la D-Norpseudoefedrina (10° a 105 M)
Triyodotironina (10° a 10° M),
y combinacién vs Fenilefrina (10° a 10° M)
en aortas de rata con endotelio

1.0 P
D-Norpseudoefedrina

o 0.8+ m T3
— 4 D-Norpseudoefedrina + T3
-E 0. ¥ Fenilefrina
5]
8 0. * P< 0.05
=
c
=]
O 0.

0.0-

Concentracion log [ M ]

Figura 1. Efecto de la d-norpseudoefedrina, triyodotironina, d-norpseudoefedrina en
presencia de triyodotironia vs fenilefrina en anillos de aorta con endotelio.

En la figura 1 Se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina, triyodotironina, d-
norpseudoefedrina en presencia de triyodotironia (1X10° M por 30min) vs fenilefrina
(agonista de los receptores a; completo) en anillos de aorta con endotelio.

Se puede apreciar que la contraccion de los anillos de aorta causada por estos farmacos es
muy poca (0.0566g = 0.0101 en el caso de d-norpseudoefedrina sola, 0.0447g + 0.0143 en
el caso de T; sola y 0.0391g + 0.0100 en la combinacién) en comparacién con la
contraccién causada por fenilefrina (0.828g +0.103). Ademads esta contraccion solo se

presenta a altas concentraciones de los firmacos de estudio.
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Efecto de la D-Norpseudoefedrina (10° a 105 M)
Triyodotironina (10°° a 10° M),
y combinacién vs Fenilefrina (10° a 105 M)
en aortas de rata sin endotelio

1.5+
D-Norpseudoefedrina

; 1.2+ A T3
- + D-Norpseudoefedrina + Tg
c 0.94 L
0 m  Fenilefrina
(4]
E 0.64 *P=<0.05
S 0.3
(&}

0.0+
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Concentracion log [ M ]

Figura 2. Efecto de la d-norpseudoefedrina, triyodotironina, d-norpseudoefedrina en
presencia de triyodotironia vs fenilefrina en anillos de aorta sin endotelio.

En la figura 2 Se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina, triyodotironina, d-
norpseudoefedrina en presencia de triyodotironia (1X10° M por 30min) vs fenilefrina en
anillos de aorta sin endotelio. Se puede apreciar que la contraccion de los anillos de aorta
causada por estos farmacos es muy poca (0.221g + 0.042 en el caso de d-norpseudoefedrina
sola, 0.181g + 0.018 en el caso de T3 sola y 0.166g = 0.030 en la combinaciéon) en
comparacion con la contraccion causada por fenilefrina (1.185g + 0.104)). Ademas de que
esta contraccion es dependiente de la concentracion, la contraccion fue mayor en ausencia
de endotelio que en presencia de ¢€l, en todos los casos (0.0566g <0.221g; 0.0447g <0.181g;
0.0391g <0.166g; 0.828g <1.185g) respectivamente. ~ Con estos resultados podemos
concluir que la contraccion causada por los farmacos de estudio es parcialmente

dependiente de endotelio.
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Efecto de la D-Norpseudoefedrina (10 a 10”° M)
en anillos de aorta de rata con y sin endotelio

Contraccién (%)

Precontraidos con Fenilefrina (10 M)
100+

80- g:'::’\

60-
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D-Norpseudoefedrinalog [ M ]

# Con endotelio
E Sin endotelio

Figura 3. Efecto del endotelio en la relajacion inducida por d-norpseudoefedrina en anillos

de aorta en presencia y ausencia de endotelio.

En la figura 3 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos con y sin endotelio,

precontraidos con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede apreciar que esta amina es capaz de

relajar los anillos de aorta en ambas condiciones con el mismo efecto maximo (66.68 +

4.493 vs 58.085% + 2.963) en anillos con y sin endotelio respectivamente. Con esto

podemos decir que la relajacion inducida por esta amina es independiente de endotelio

vascular.

44




Efecto de la Norpseudoefedrina (10° a 10* M) sobre la
contraccién inducida por Potasio 80 mM en anillos
con y sin endotelio
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Figura 4. Participacion de canales de K sobre el efecto de la d-norpseudoefedrina, en

anillos de aorta con y sin endotelio.

En la figura 4 se muestra el efecto que tiene la d-norpseudoefedrina cuando los anillos

adrticos estan previamente contraidos con KCl a una concentracion 80mM, en anillos con y

sin endotelio. Se puede apreciar que esta amina es capaz de relajar los anillos de aorta en

ambas condiciones, pero, la relajacion es significativamente mayor en presencia de

endotelio, (13.568% =+ 1.211 vs 9.933% =+ 0.993) en anillos con y sin endotelio

respectivamente. Con lo cual podemos concluir que, en la relajacion inducida por la d-

norpseudoefedrina estan participando parcialmente los canales de K.
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Efecto de la D-Norpseudoefedrina (10 a 10 M) en anillos de
aorta de rata con endotelio pretratados con L-NAME (10°° M)
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Figura 5. Efecto del 6xido nitrico en la relajacion inducida por la d-norpseudoefedrina, en
anillos de aorta con endotelio.

En la figura 5 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos con endotelio en
presencia y ausencia de L-NAME (1 X 10 M) y precontraidos con fenilefrina (1 X 10
M). Se puede apreciar que esta amina es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas
condiciones, pero, el efecto es significativamente menor en presencia de L-NAME
(25.219% + 4.278 vs 66.683% =+ 4.278) en presencia y ausencia de L-NAME
respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion inducida por esta amina es

parcialmente mediada por el 6xido nitrico.

46




Efecto de L-NAME (10°5M)

sobre la D-Norpseudoefedrina (10° a 10 M)
en anillos de aorta de rata sin endotelio
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Figura 6. Efecto del 6xido nitrico en la relajacion inducida por la d-norpseudoefedrina, en
anillos de aorta sin endotelio.

En la figura 6 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos sin endotelio en
presencia y ausencia de L-NAME (1 X 10° M) y precontraidos con fenilefrina (1 X 10
M). Se puede apreciar que esta amina es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas
condiciones, pero, el efecto es significativamente menor en presencia de L-NAME
(42.024% + 4.087 vs 66.412% =+ 4.640) en presencia y ausencia de L-NAME
respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion inducida por esta amina es

parcialmente mediada por el 6xido nitrico no proveniente del endotelio vascular.
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Efecto de la D-Norpseudoefedrina (10° a 107 M)
en anillos de aorta de rata con endotelio
pretratados con L-NAME (10°°M)y TEA (1M)
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Figura 7. Efecto del 6xido nitrico y canales de K' en la relajacion inducida por la d-
norpseudoefedrina, en anillos de aorta con endotelio.

En la figura 7 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos con endotelio en
presencia y ausencia de L-NAME (1 X 10° M) y TEA (IM) y precontraidos con fenilefrina
(1 X 10°M). Se puede apreciar que en la presencia de estos dos inhibidores la relajacién
inducida por la d-norpseudoefedrina esta inhibida casi en su totalidad (16.471% + 2.576 vs
63.893% + 2.984) en presencia y ausencia de L-NAME y TEA respectivamente. Con esto
podemos concluir que la relajacion inducida por esta amina es mediada por el 6xido nitrico

y la apertura de los canales de K.
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Efecto de la D-Norpseudoefedrina (10® a 10° M)
en anillos de aorta de rata con endotelio
pretratados TEA (1 M)
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Figura 8. Efecto de los canales de K en la relajacion inducida por la d-norpseudoefedrina,
en anillos de aorta con endotelio.

En la figura 8 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos con endotelio en
presencia y ausencia de TEA (1M), precontraidos con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede
apreciar que esta amina es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas condiciones, pero,
el efecto es significativamente menor en presencia de TEA (40.079% + 4.099 vs 66.682% =+
4.493) en presencia y ausencia de TEA respectivamente. Con esto podemos concluir que

la relajacion inducida por esta amina es parcialmente mediada por la participacion de

canales de K.
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Efecto de Propanolol (1 05 M) sobre la actividad
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Figura 9. Efecto de la participacion de receptores B en la relajacion inducida por la d-
norpseudoefedrina, en anillos de aorta con endotelio.

En la figura 9 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos con endotelio en
presencia y ausencia de Propanolol (1 X 10 M), el cual es un antagonista de receptores p.
Se puede apreciar que esta amina es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas
condiciones, pero, el efecto es significativamente menor en presencia de propanolol
(46.685% + 2.217 vs 62.721% =+ 6.603) en presencia y ausencia de propanolol

respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion inducida por esta amina es

parcialmente mediada por receptores 3.
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Efecto de Triyodotironina (10 a 10 M) en anillos de
aorta con ysin endotelio
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Figura 10. Efecto de la triyodotironina en anillos de aorta con y sin endotelio.

En la figura 10 se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos con endotelio
precontraidos con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede apreciar que esta hormona es capaz
de relajar los anillos de aorta, pero, el efecto es significativamente mayor en presencia de
endotelio vascular (89.573% =+ 0.966 vs 26.685% + 5.771) en presencia y ausencia de
endotelio respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion inducida por este

farmaco es mediada por el 6xido nitrico.
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Efecto de Triyodotironina (10 a 10° M) sobre
anillos de aorta de rata con y sin endotelio
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Figura 11. Participacion de canales de K en la relajacion inducida por la triyodotironina,

en anillos de aorta con y sin endotelio.

En la figura 11 se muestra el efecto de la d triyodotironina en anillos con y sin endotelio en

precontraidos con KCI 80mM. Se puede apreciar que esta amina es capaz de relajar los

anillos de aorta en ambas condiciones, con el mismo efecto maximo (21.202% =+ 2.576 vs

19.758% + 2.086) en presencia y ausencia de endotelio respectivamente.  Con esto

podemos concluir que la relajacion inducida por esta hormona es parcialmente mediada por

canales de K.
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Efecto la Triyodotironina (10 a 10° M) en anillos de
aorta con endotelio pretratados con L-NAME (10°° M)

1001 g
80-
60-

40

Contracciéon { % )

u T T T T

9 8 7 6 5
Triyodotironinalog [ M ]

¢ Control
m L-NAME
*P<0.005

Figura 12. Efecto del 6xido nitrico en la relajacion inducida por la triyodotironina, en

anillos de aorta con endotelio.

En la figura 12 se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos con endotelio en

presencia y ausencia de L-NAME (1 X 10° M) y precontraidos con fenilefrina (1 X 10

M). Se puede apreciar que esta hormona es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas

condiciones, pero, el efecto es significativamente menor en presencia de L-NAME

(73.820% + 5.674 vs 89.573% =+ 0.966) en presencia y ausencia de L-NAME

respectivamente.  Con esto podemos concluir que en la relajacion inducida por esta

hormona esta participando parcialmente el 6xido nitrico.
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Efecto de Triyodotironina (10° a 10°° M) en anillos de
aorta de rata sin endotelio pretratados con L-NAME (10°° M)
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Figura 13. Efecto del 6xido nitrico en la relajacion inducida por la triyodotironina, en
anillos de aorta sin endotelio.

En la figura 13 se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos sin endotelio en
presencia y ausencia de L-NAME (1 X 10° M) y precontraidos con fenilefrina (1 X 10
M). Se puede apreciar que esta hormona es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas
condiciones, pero, el efecto es significativamente menor en presencia de L-NAME
(13.405% + 1.558 vs 26.685% + 5.771) en presencia y ausencia de L-NAME. Con esto
podemos concluir que la relajacion inducida por esta hormona es mediada por el 6xido
nitrico. Ademads comparando estos resultados con los obtenidos en la figura 12, se observa
que la relajacion inducida por esta hormona es significativamente mayo cuando el endotelio
estd presente. Con esto podemos concluir que en la relajacion inducida por esta hormona

el 6xido nitrico y el endotelio vascular juegan un papel importante.
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Figura 14. Participacion de los canales de K™ en la relajacién inducida por la
triyodotironina, en anillos de aorta con endotelio.

En la figura 14 se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos con endotelio en
presencia y ausencia de TEA (1M). Se puede apreciar que esta hormona es capaz de
relajar los anillos de aorta en ambas condiciones, pero, el efecto es significativamente
menor en presencia de TEA (50.806% £7.576 vs 84.059% + 1.328) en presencia y ausencia
de TEA respectivamente. Con lo cual podemos concluir que la relajacion inducida por esta

hormona esté parcialmente mediada por la apertura de canales de K.
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Efecto de Triyodotironina (10 a 10 M) en anillos de aorta

con endotelio pretratados con Cicloheximida (10> M)
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Figura 15. Efecto de la sintesis de proteinas en la relajacion inducida por la triyodotironina,

en anillos de aorta con endotelio.

En la figura 15 se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos con endotelio en

presencia y ausencia cicloheximida (1 X 10 M), inhibidor de la sintesis de proteinas y

precontraidos con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede apreciar que la relajacion inducida

por esta hormona se encuentra bloqueada significativamente en presencia de cicloheximida

(22.530% =+ 5.542 vs 89.573% =+ 7.966) en presencia y ausencia de cicloheximida

respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion inducida por esta hormona

estd mediada por la sintesis de proteinas o por la participacion de receptores nucleares.

56




o

(=]
J
H

¢ D-Norpseudoefedrina
m Triyodotironina (T3)
4 D-Norpseudoefedrina + T3

] =3

=3 =3

Il Il
e

L=]
L

A Presion de
Perfusion (mmHg)
2

—
=
-

L] L] L]

L] L]
40 9 88 -7 £ -5
Concentracion log [M ]

A

R
g
L

Figura 16. Efecto de la d-norpseudoefedrina, triyodotironina y la combinaciéon de d-
norpseudoefedrina en presencia de triyodotironina (1 X 10° M) sobre la presién de
perfusion coronaria de rata.

En la figura 16 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina, triyodotironina y la
combinacion de d-norpseudoefedrina con triyodotironina sobre la presion de perfusion
coronaria de rata. Se puede apreciar que la amina sola es capaz de aumentar la presion de
perfusion coronaria, la triyodotironina sola es capaz de disminuir la presion de perfusion y
la combinacién de d-norpseudoefedrina en presencia de triyodotironina disminuye la
presion de perfusion en comparacion de la d-norpseudoefedrina sola, (39.203mmHg + 2.31,
-6.383mmHg + 1.036 y 14.021mmHg + 2.032) en presencia de d-norpseudoefedrina sola,
triyodotironina sola y la combinacion respectivamente. Con esto podemos concluir que la

d-norpseudoefedrina aumenta la presion de perfusion coronaria, la triyodotironina
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disminuye la presion de perfusion y la triyodotironina es capaz de disminuir la presion de

perfusion causada por la d-norpseudoefedrina sola.

10. Discusion

En la figura 1, en donde se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina, triyodotironina, d-
norpseudoefedrina en presencia de triyodotironia (1X10° M por 30min) vs fenilefrina
(agonista de los receptores a; completo) en anillos de aorta con endotelio.

Se puede apreciar que la contraccion de los anillos de aorta causada por estos farmacos es
muy poca (0.0566g = 0.0101 en el caso de d-norpseudoefedrina sola, 0.0447g + 0.0143 en
el caso de T; sola y 0.0391g + 0.0100 en la combinacién) en comparacién con la
contraccién causada por fenilefrina (0.828g +0.103). Ademads esta contraccion solo se
presenta a altas concentraciones de los fAirmacos de estudio. Mientras que en la figura 2 se
muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina, triyodotironina, d-norpseudoefedrina en
presencia de triyodotironia (1X10” M por 30min) vs fenilefrina en anillos de aorta sin
endotelio. Se puede apreciar que la contraccion de los anillos de aorta causada por estos
farmacos es muy poca (0.221g + 0.042 en el caso de d-norpseudoefedrina sola, 0.181g +
0.018 en el caso de T3 sola y 0.166g + 0.030 en la combinacién) en comparaciéon con la
contraccion causada por fenilefrina (1.185g + 0.104)). Ademads de que esta contraccion es
dependiente de la concentracion, la contraccion fue mayor en ausencia de endotelio que en
presencia de ¢€l, en todos los casos (0.0566g <0.221g; 0.0447g <0.181g; 0.0391g <0.166g;
0.828g <I1.185g) respectivamente. Con estos resultados podemos concluir que la

contraccion causada por los farmacos de estudio es parcialmente dependiente de endotelio.
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Por otro lado en la figura 3 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos con y

sin endotelio, precontraidos con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede apreciar que esta amina
es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas condiciones con el mismo efecto maximo
(66.68 = 4.493 vs 58.085% + 2.963) en anillos con y sin endotelio respectivamente. Con
esto podemos decir que la relajacion inducida por esta amina es independiente de endotelio
vascular. Esto concuerda con la figura 4 que muestra el efecto que tiene la d-
norpseudoefedrina cuando los anillos adrticos estan previamente contraidos con KCl a una
concentracion 80mM, en anillos con y sin endotelio. Se puede apreciar que esta amina es
capaz de relajar los anillos de aorta en ambas condiciones, pero, la relajacion es
significativamente mayor en presencia de endotelio, (13.568% = 1.211 vs 9.933% =+ 0.993)
en anillos con y sin endotelio respectivamente. Con lo cual podemos concluir que, en la
relajacion inducida por la d-norpseudoefedrina estan participando parcialmente los canales
de K. Ademas en la figura 5 donde se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en
anillos con endotelio en presencia y ausencia de L-NAME (1 X 10 M) y precontraidos con
fenilefrina (1 X 10° M). Se puede apreciar que esta amina es capaz de relajar los anillos
de aorta en ambas condiciones, pero, el efecto es significativamente menor en presencia de
L-NAME (25.219% + 4.278 vs 66.683% + 4.278) en presencia y ausencia de L-NAME
respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion inducida por esta amina es
parcialmente mediada por el 6xido nitrico, y en la figura 6 se muestra el efecto de la d-
norpseudoefedrina en anillos sin endotelio en presencia y ausencia de L-NAME (1 X 107
M) y precontraidos con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede apreciar que esta amina es
capaz de relajar los anillos de aorta en ambas condiciones, pero, el efecto es

significativamente menor en presencia de L-NAME (42.024% + 4.087 vs 66.412% + 4.640)
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en presencia y ausencia de L-NAME respectivamente. Con esto podemos concluir que la

relajacion inducida por esta amina es parcialmente mediada por el 6xido nitrico no
proveniente del endotelio vascular.

Finalmente en la figura 7 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos con
endotelio en presencia y ausencia de L-NAME (1 X 10° M) y TEA (IM) y precontraidos
con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede apreciar que en la presencia de estos dos
inhibidores la relajacion inducida por la d-norpseudoefedrina estd inhibida casi en su
totalidad (16.471% + 2.576 vs 63.893% =+ 2.984) en presencia y ausencia de L-NAME y
TEA respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion inducida por esta
amina es mediada por el 6xido nitrico y la apertura de los canales de K. Por otro lado en
la figura 8 se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en anillos con endotelio en
presencia y ausencia de TEA (1M), precontraidos con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede
apreciar que esta amina es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas condiciones, pero,
el efecto es significativamente menor en presencia de TEA (40.079% = 4.099 vs 66.682% =+
4.493) en presencia y ausencia de TEA respectivamente. Con esto podemos concluir que
la relajacion inducida por esta amina es parcialmente mediada por la participacion de
canales de K" y en la figura 9 donde se muestra el efecto de la d-norpseudoefedrina en
anillos con endotelio en presencia y ausencia de Propanolol (I X 10° M), el cual es un
antagonista de receptores . Se puede apreciar que esta amina es capaz de relajar los
anillos de aorta en ambas condiciones, pero, el efecto es significativamente menor en
presencia de propanolol (46.685% + 2.217 vs 62.721% =+ 6.603) en presencia y ausencia de
propanolol respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacién inducida por

esta amina es parcialmente mediada por receptores .
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Con respecto a la figura 10 donde se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos con

endotelio precontraidos con fenilefrina (1 X 10° M). Se puede apreciar que esta hormona
es capaz de relajar los anillos de aorta, pero, el efecto es significativamente mayor en
presencia de endotelio vascular (89.573% + 0.966 vs 26.685% + 5.771) en presencia y
ausencia de endotelio respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion
inducida por este fArmaco es mediada por el 6xido nitrico. Ademas en la figura 11 se
muestra el efecto de la d triyodotironina en anillos con y sin endotelio en precontraidos con
KCI1 80mM. Se puede apreciar que esta amina es capaz de relajar los anillos de aorta en
ambas condiciones, con el mismo efecto maximo (21.202% =+ 2.576 vs 19.758% + 2.086)
en presencia y ausencia de endotelio respectivamente. Con esto podemos concluir que la
relajacion inducida por esta hormona es parcialmente mediada por canales de K™. Y en las
figuras 12 y 13 donde se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos con endotelio en
presencia y ausencia de L-NAME (1 X 10 M) y precontraidos con fenilefrina (1 X 107
M). Se puede apreciar que esta hormona es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas
condiciones, pero, el efecto es significativamente menor en presencia de L-NAME
(73.820% =+ 5.674 vs 89.573% <+ 0.966) en presencia y ausencia de L-NAME
respectivamente.  Con esto podemos concluir que en la relajacion inducida por esta
hormona estd participando parcialmente el 6xido nitrico, se puede apreciar que esta
hormona es capaz de relajar los anillos de aorta en ambas condiciones, pero, el efecto es
significativamente menor en presencia de L-NAME (13.405% + 1.558 vs 26.685% + 5.771)
en presencia y ausencia de L-NAME. Con esto podemos concluir que la relajacion
inducida por esta hormona es mediada por el 6xido nitrico. Ademas comparando estos

resultados con los obtenidos en la figura 12, se observa que la relajacion inducida por esta
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hormona es significativamente mayo cuando el endotelio esta presente. Con esto podemos

concluir que en la relajacién inducida por esta hormona el 6xido nitrico y el endotelio
vascular juegan un papel importante.

Por otro lado la figura 14 se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos con endotelio
en presencia y ausencia de TEA (1M). Se puede apreciar que esta hormona es capaz de
relajar los anillos de aorta en ambas condiciones, pero, el efecto es significativamente
menor en presencia de TEA (50.806% £7.576 vs 84.059% =+ 1.328) en presencia y ausencia
de TEA respectivamente. Con lo cual podemos concluir que la relajacion inducida por esta
hormona esté parcialmente mediada por la apertura de canales de K'. Ademas en la figura
15 se muestra el efecto de la triyodotironina en anillos con endotelio en presencia y
ausencia cicloheximida (1 X 10 M), inhibidor de la sintesis de proteinas y precontraidos
con fenilefrina (1 X 10° M).  Se puede apreciar que la relajacion inducida por esta
hormona se encuentra bloqueada significativamente en presencia de cicloheximida
(22.530% =+ 5.542 vs 89.573% =+ 7.966) en presencia y ausencia de cicloheximida
respectivamente. Con esto podemos concluir que la relajacion inducida por esta hormona
esta mediada por la sintesis de proteinas o por la participacion de receptores nucleares.

Por ultimo en la figura 16 se puede apreciar que la amina sola es capaz de aumentar la
presion de perfusion coronaria, la triyodotironina sola es capaz de disminuir la presion de
perfusion y la combinacion de d-norpseudoefedrina en presencia de triyodotironina
disminuye la presion de perfusion en comparacion de la d-norpseudoefedrina sola,
(39.203mmHg + 2.31, -6.383mmHg + 1.036 y 14.02lmmHg + 2.032) en presencia de d-
norpseudoefedrina sola, triyodotironina sola y la combinacion respectivamente. Con esto

podemos concluir que la d-norpseudoefedrina aumenta la presion de perfusion coronaria, la
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triyodotironina disminuye la presién de perfusion y la triyodotironina es capaz de disminuir

la presion de perfusion causada por la d-norpseudoefedrina sola.
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11. Conclusiones

e La d-norpseudoefedrina y la T3 ocasionan contraccion de la aorta pero el efecto
es modesto en comparacion con fenilefrina y solamente se aprecia a
concentraciones altas y en ausencia de endotelio.

e La d-norpseudoefedrina es capaz de inducir relajacion independientemente de
endotelio vascular en anillos precontraidos con fenilefrina.

e La relajacion inducida por d-norpseudoefedrina es parcialmente bloqueada
cuando los anillos son precontraidos con KCI.

e El o6xido nitrico participa parcialmente en la relajacion inducida por d-
norpseudoefedrina en anillos con y sin endotelio.

e La relajacion inducida por d-norpseudoefedrina es parcialmente bloqueada
cuando los anillos son pretratados con tetra etilamonio.

e La relajacion inducida por d-norpseudoefedrina es bloqueada cuando los anillos
son pretratados con tetra etilamonio y L-NAME.

e La participacion de receptores B adrenérgicos inhibe parcialmente la relajacion
inducida por la d-norpseudoefedrina.

e La Ts es capaz de inducir relajacion en anillos con y sin endotelio, sin embargo
el efecto es significativamente mayor en anillos con endotelio.

e La precontraccion con KClI 80mM inhibe significativamente la relajacion
inducida por Ts en anillos con endotelio sin afectar la relajacion inducida en

anillos sin endotelio.
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El 6xido nitrico participa parcialmente en la relajacion inducida por Ts en anillos

con y sin endotelio.

El pretratamiento con tetraetilamonio en los anillos de aorta con endotelio,
inhibe parcialmente la relajacion inducida por triyodotironina.

La inhibicion d ela sintesis de proteinas con ciloheximida en anillos de aorta con
endotelio bloque totalmente la relajacion inducida por Ts.

La d-norpseudoefedrina aumenta la presion de perfusion coronaria sin embargo
el efecto es significativamente menor al causado por la fenilefrina.

La T3 contrarresta el incremento en la presion de perfusion ocasionado por la d-

norpseudoefedrina.
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