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1) INTRODUCCION

En la actualidad las enfermedades cardiovasculares tienen una gran incidencia en
nuestro pais ya que de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud (ENSA 2000),
determind que existe una prevalencia del 30.05% de personas que padecen
Hipertension Arterial (HA). En 1980 la tasa de mortalidad fue de 4.8 por cada
100,000 habitantes y para el afio 2002 de 9.9 por cada 100,000 habitantes,
aumentando en un 97% [1]; afectando principalmente a hombres, aunque también la
padecen mujeres. Las edades van desde los 20 a los 69 anos [2], y a partir de los 50
afos la incidencia sobrepasa al 50%, es por esto que es de gran importancia la
investigacién en este rubro para encontrar farmacos mas seguros y eficaces, que
ayuden a controlar y curar este tipo de padecimientos. Se estima que la padecen
alrededor de 20 millones de mexicanos, esta situacidon es preocupante ya que menos
del 10% de los enfermos de hipertensién estan controlados de manera debida.
Controlar la HA disminuye el riesgo de padecer otro tipo de padecimientos como
accidente cerebro-vascular, ademas el controlarla mejoraria las expectativas y la
calidad de vida. La mayoria de las complicaciones relacionadas con la HA se pueden
prevenir pero el poco conocimiento y control efectivo de la hipertension por parte de

profesionales y pacientes hacen mas dramatica la situacién actual en salud publica

3].

El presente trabajo se realizdé debido a que la hipertension es una enfermedad de alta
incidencia en la poblacidon mexicana, por lo tanto se busca desarrollar nuevos
farmacos que sean altamente efectivos causando menos efectos adversos. A través
de la presente tesis se probaron el LQM-312 y LQM.319, compuestos sintetizados en
la FES-Cuaultitlan en el Laboratorio de Quimica Medicinal a partir de la changrolina,
éstos compuestos se sabe que poseen un efecto antihipertensivo, hipotensor vy
vasodilatador, por o que se provoco hipertension a ratas wistar proporcionandoles
una dieta alta en NaCl para probar el efecto cardioprotector en la situacion de
hipoxia, a través de la modificacién de los mecanismos de captacion de glucosa de

cardiomiocitos aislados.
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2) ANTECEDENTES

2.1 Regulacion de la presién arterial
Existen varios mecanismos participes en la regulacion de la presion arterial como

son:
2.1.1 Mecanismo de accién lenta:
Se activan después de algunas horas como ejemplo:

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona: al reducirse el flujo renal o la volemia
(cantidad de sangre total en el organismo en un momento dado), las células
yuxtaglomerulares en los rifiones excretan mas renina a la sangre. La enzima
Convertidora de Angiotensina (ECA) y la renina reaccionan con sus sustratos
correspondientes originando su forma activa Angiotensina 1l (Ang Il), y ésta
incrementa la PA a través de dos mecanismos: Por vasoconstriccion arteriolar:
provoca el incremento de resistencias vasculares o periféricas (fuerza que se opone
al flujo de la sangre) y por excrecion de aldosterona, produce reabsorcion renal de

sodio y agua y una elevacion de la volemia [3].

Sistema Nervioso Simpatico: La adrenalina (A) y la noradrenalina (NA) son hormonas
que se excretan en la médula suprarrenal por estimulacion del sistema nervioso
simpatico. Provocan un incremento del gasto cardiaco al aumentar la contractibilidad
y la frecuencia cardiaca (es el numero de veces que late el corazon por unidad de
tiempo). Inducen la vasoconstriccién arteriolar, ya que incrementan la resistencia
periférica. Producen vasoconstriccion venosa en piel y visceras abdominales
provocando el retorno venoso (volumen de sangre que retorna al corazén). La

adrenalina causa vasodilatacién arterial en el miocardio [3].

Sistema Enddécrino: La hormona antidiurética (ADH) provoca vasoconstriccion
arteriolar ya que induce reabsorcion de agua en el rifién; ésta es liberada por la
hipofisis cuando disminuye la volemia. Asimismo, el péptido natriurético auricular

(PNA) provoca vasodilataciéon e incrementa la excrecion de iones y agua en el rinén,
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disminuyendo la presion arterial y se excreta en las células auriculares cardiacas

distendidas por el aumento del volumen sanguineo [3].
2.1.2 Mecanismos de accién rapida:

Este tipo de mecanismo se activa casi inmediatamente después de que se registra
un incremento o baja en la presion arterial, su activacion esta vinculada con el
sistema nervioso autonomo y el centro cardiovascular, dentro del primero se

encuentra el sistema nervioso simpatico y sistema nervioso parasimpatico [3].

Los impulsos aferentes son la entrada de informacién y avisan de un cambio en los
valores de presidn arterial al centro cardiovascular a través de receptores sensoriales

periféricos (barorreceptores y quimiorreceptores) o impulsos en el cerebro [3].

El Sistema nervioso simpatico ayuda al control de la circulacion. Los estimulos
simpaticos en los vasos regularizan el diametro cambiando la resistencia vascular en
las arteriolas evitando el paso rapido de la sangre de las arterias en adelante;
acrecentando la presion arterial. La vasoconstriccidon provoca una elevacion del
retorno venoso en las venas. Mientras que el Sistema nervioso parasimpatico regula
las funciones cardiacas a través de fibras parasimpaticas que inervan al corazén a
través del nervio vago. El producto de la estimulacion parasimpatica es un descenso

de la contractibilidad miocardica y de la frecuencia cardiaca [3].

Los Impulsos eferentes son la salida de informacién y emiten impulsos a través de
nervios del sistema nervioso simpatico y sistema nervioso parasimpatico desde el

centro cardiovascular hacia el resto del organismo [3].
2.1.3 Control Reflejo:

El mecanismo reflejo de retroalimentacion negativa que conserva de manera

involuntaria el rango de presion arterial en limites normales. Se controla mediante:

Los reflejos barorreceptores son terminales nerviosas que se encuentran en la pared
de un vaso que pueden ser activadas por cambios en la presion arterial sobre la

pared vascular. Estos son muy importantes en los cambios de postura, ya que si una
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persona se encuentra acostada y posteriormente se pone de pie o0 se sienta, habra
un descenso de la presion arterial en la parte superior del cuerpo y cabeza
provocando asi la estimulacion de los senos carotideos y aorticos los que inician de

manera refleja una descarga simpatica normalizando la presion arterial [3].

El reflejo de senos carotideos tiene como funcién conservar los valores de presion
arterial normales en el cerebro. Se acciona por inervacion de los barorreceptores de
las paredes de los senos carotideos (arterias del cuello). El incremento de presion
arterial alarga la pared de éstos, activando los barorreceptores. Los impulsos
nerviosos se extienden al centro cardiovascular y éste por medio del sistema

nervioso parasimpatico dirige estimulos para reducir la presién arterial [3].

Los reflejos quimiorreceptores son los receptores que responden a la concentracion
de oxigeno en la sangre y se situan en la bifurcacion carotidea y en el cayado
aortico. Estas células son sensibles a la presion parcial de O,, CO; y el pH cuando
baja la presién arterial y disminuye la pO, ya que el flujo sanguineo es mas lento,
provoca la estimulacidon de los quimiorreceptores; los que de manera refleja
incrementan la presion arterial. Cabe mencionar que este tipo de reflejo sélo se

produce ante una baja considerable en la presién arterial [3].
2.2 Hipertensién

La hipertensién arterial sistémica (HAS) es un padecimiento multifactorial,
caracterizado por aumento sostenido de la presién arterial (PA) igual o mayor a

140/90 mm Hg [1]. La medicion de la presion arterial consta de dos parametros:

= Presion arterial sistolica (PAS): el término sistole hace referencia a la
contraccion del corazén; durante la sistole ventricular la presion arterial
adquiere su valor maximo (presion sistdlica) y sus valores son

aproximadamente de 120 mm Hg

» Presion arterial diastdlica (PAD): el término diastole hace referencia a la

relajacion del corazén; la presion minima coincide con la diastole ventricular

4
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(presion diastdlica) y su valor 80 mm Hg relacionado con la elasticidad de las
arterias que transmiten la energia desde sus paredes a la sangre durante la

diastole

Para mantener un flujo equivalente en los sistemas pulmonar y sistémico, los
ventriculos izquierdo y derecho mantienen el mismo gasto cardiaco. El gasto
cardiaco es el volumen total de sangre por minuto bombeado por los ventriculos
(frecuencia cardiaca X volumen sistélico) y aumenta durante el ejercicio fisico intenso
para transportar mas oxigeno a los musculos. Existen diferentes formas de clasificar

a la hipertension por su nivel de presion (Tabla 1) y por su etiologia.

Tabla 1. Clasificacion de acuerdo a los niveles de presién arterial (mm Hg) [1]

Categoria Sistdlica Diastélica
Optima <120 <80
Adecuada 120 a 129 80 a 84
Adecuada Alta 130 a 139 85a 89
Hipertension 1 (leve) 140 a 159 90 a 99
Hipertension 2 160 a 179 100 a 109
(moderada)
Hipertensién 3 (grave) =180 2110
Sistdlica Aislada 2140 <90

¢ Clasificacion Etiologica de la HA [4]

La hipertension arterial esencial es llamada asi por el desconocimiento de su
causalidad, aunque se ha encontrado alteraciones en la funcién vascular, renal,
metabdlica, y de los sistemas renina-angiotensina-aldosterona.

La hipertension arterial secundaria es llamada asi ya que es provocada por otra

enfermedad o condicion.
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Por enfermedad renal que lo provoca una glomerulonefritis, el lupus eritematoso
sistémico, la insuficiencia renal, los tumores, las malformaciones en el ridn, una

estenosis en la arteria renal y la pielonefritis.

Enfermedad cardiovascular lo incitan la coartacion de la aorta, la hipoplasia de la

aorta abdominal y la arteritis.

Enfermedad Endocrina lo producen la Hiperplasia adrenal, el hipertiroidismo, la

feocromocitoma e hipercalcemia.

Enfermedad Neurogénica lo originan la hiperventilacion alveolar, un tumor cerebral,

la encefalitis, la poliomielitis bulbar y los tumores cromafines.

Enfermedad Exdégena se puede presentar por intoxicaciones por plomo y talio; por
farmacos como: las aminas simpaticomiméticas, los inhibidores de la MAO
combinados con tiramina, los anovulatorios, los esteroides, los antiinflamatorios no
esteroideos, los vasoconstrictores nasales, las pomadas con mineralocorticoides o

por alimentos como el regaliz.

Otras enfermedades que lo promueven son la policitemia, el estrés, las quemaduras,
el sindrome carcinoide, la toxemia del embarazo y la preeclampsia y eclampsia, el

ruido y una dieta rica en sodio.

Por otro lado la HA puede ser predispuesta por distintos factores como: factores de
riesgo no modificables, factores de riesgo modificables y factores bioldgicos. Entre
los factores de riesgo no modificables se encuentran: la edad, el sexo, el origen
étnico, la herencia, cabe mencionar que este tipo de aspectos son inherentes al
individuo. Los factores de riesgo modificables son aquellos que pueden ser
disminuidos, evitados o eliminados, y entre ellos hallan: el tabaquismo, el
sedentarismo, el alcoholismo y la dieta alimenticia. Y por ultimo encontramos a los

factores biolégicos como la obesidad, las dislipidemias y la diabetes mellitus.
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2.3 Papel de la sal como factor desencadenante del aumento de la
PA

La cantidad de Na* presente en la dieta se ha acrecentado en las tltimas décadas en
los paises occidentales, tal vez por un aumento en el consumo de alimentos
preparados, por lo que incrementa la PA. Se recomienda en normotensos con alto
riesgo de padecer hipertension (diabéticos, mayores de 45 afios, y pacientes con
patologia renal cronica) el consumo de menos de 100 mmol/dia de Na*, mientras que
en hipertensos, la ingesta diaria de Na* debera limitarse a 65-100 mmol/dia (4-5 gr
de cloruro sédico). La excesiva restriccion salina parece ser perjudicial para ciertos
individuos, que son sensibles a la sal, aumentando las cifras de colesterol total, c-

LDL, acido urico y resistencia insulinica [3].

Existen efectos beneficiosos adicionales de la reduccion de Na* en la dieta como:
Aumento de la eficacia del tratamiento antihipertensivo farmacoldgico, reduccion de
la pérdida de K" inducida por los diuréticos, reduccion de la proteinuria, reduccién de
la excrecion urinaria de Ca2+, disminucion de la osteoporosis, disminucion de la
prevalencia de cancer de estomago, disminucion de la prevalencia de asma,

disminucién de la prevalencia de cataratas y proteccion contra el desarrollo de HTA

[3].
2.3.1 Hipertension sensible a Na*

La sensibilidad al Na* es un término de uso reciente, y que desarrolla un alto numero
de pacientes hipertensos. Estudios recientes han demostrado que pacientes de edad
avanzada tienen probabilidad de presentar HA debido a un dafio progresivo en el

rindn por factores como el estrés oxidativo y la predisposicion genética.

La sensibilidad al Na* provoca un aumento del volumen intravascular provocado por
el desequilibrio entre la All y la excrecion de Na* que despierta los mecanismos de

elevacion de la PA; este es el mecanismo inicial de defensa que utiliza el organismo
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para promover la natriuresis. Cabe mencionar que mas del 40% de los pacientes no
son sodio sensibles en etapas tempranas; lo anterior tiene un gran impacto en la
poblacién hipertensa joven, como la mexicana. Infortunadamente, la mayoria de los
hipertensos se detecta en forma tardia (> 40 afios de edad), y debido a que no se
puede detectar la HA en forma mas temprana, mas del 75% ya habra desarrollado
sensibilidad al Na* cuando acuda al médico. Por lo tanto es conveniente recomendar

un baja ingesta de Na* [2].

Es de esperarse que una restriccion de Na* provoque un efecto hipotensor pero en
grupos como personas de edad avanzada, de raza negra, sujetos con HA, diabetes o
nefropatia cronica, el efecto se puede ver contrarrestado, ya que tienen un sistema
renina-angiotensina-aldosterona menos sensible, y la hipotension no sera muy

notoria [5].

En los estudios experimentales se ha demostrado que el aumento de la ingestion de
sal eleva mas la presion arterial que el aumento de la ingestion de agua, ya que el
agua pura se excreta normalmente por los rifiones casi con la misma velocidad con
la que se ingiere, mientras que la sal no se excreta tan facilmente. A medida que se
acumula la sal en el organismo aumenta indirectamente el volumen de liquido
extracelular por 2 razones basicas: la primera cuando hay un exceso de sal en el
liquido extracelular aumenta la osmolalidad del liquido, lo que a su vez, estimula el
centro de la sed en el cerebro, haciendo que la persona beba cantidades extra de
agua para normalizar la concentracidon extracelular de sal, resultando en un aumento
del volumen de liquido extracelular. Y la segunda el aumento de la osmolalidad
causado por el exceso de sal en el liquido extracelular también estimula el
mecanismo secretor del eje hipotalamo-hipdfisis posterior para segregar cantidades
mayores de hormona antidiurética; a su vez, la hormona antidiurética provoca la
reabsorcion renal de cantidades mucho mayores de agua del liquido tubular renal,
disminuyendo el volumen excretado de orina pero aumentando el volumen de liquido
extracelular. La acumulacién de una cantidad extra de sal en el organismo, aunque

sea pequefia, provoca una elevacion considerable de la presion arterial [6].
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2.4 Hipertrofia Cardiaca

En diversas condiciones fisioldgicas y/o patolégicas surgen una variedad de
estimulos como el estiramiento del miocardio producido por aumento de la carga
hemodinamica y/o la liberacidén de factores humorales circulantes o provenientes de
las mismas células cardiacas (mecanismos autocrinos y/o paracrinos) que a través
de la activacion de sefales intracelulares, promueven el aumento del tamafno de los
cardiomiocitos a expensas de la formacion o agregado de sarcémeros. De esta
manera los miocitos cardiacos crecen en largo y/o en ancho dando origen a la
hipertrofia cardiaca (HC) [7].

La hipertrofia cardiaca puede ser provocada por factores naturales como es la
sobrecarga hemodinamica, actividad fisica intensa, embarazo; o por circunstancias
de sobrecarga hemodinamica patolégica de presién y/o de volumen secundarias a
hipertension arterial, miocardiopatia primaria, infarto agudo de miocardio, estenosis o
insuficiencias valvulares [7].

En estudios clinicos y en animales sugieren que un alto consumo de NaCl esta

asociado con la hipertrofia ventricular, independientemente de la PA [8]. (Ver Figura

1)

Figura 1. Se esquematizan los patrones principales de HC segun el tipo de sobrecarga hemodinamica

que las origina en miocitos cardiacos [7].
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El tratamiento farmacolégico de la HA tiene como objetivos el descenso de la PA

ademas de disminuir el riesgo de complicaciones cardiovasculares y renales en el

enfermo hipertenso a largo plazo.

El farmaco antihipertensivo ideal es aquel que posee las siguientes condiciones [9]:

2.5

Deber ser activo por via oral y por las vias parenterales

Debe provocar un descenso de la presion arterial en forma progresiva hasta
alcanzar los niveles normales o convenientes

Dichos valores tensionales han de producirse tanto en posicion de pie como
acostada

El farmaco ha de ejercer una accidén antihipertensiva sostenida durante la
administracion prolongada de la misma

Debe producirse alivio de los sintomas subjetivos

Debe producirse un retroceso o una mejoria manifiesta del estado cardiaco
anormal, evidenciado por los signos radioldgicos y electrocardiograficos

Debe producir el restablecimiento de la funcién renal si estaba alterada y de
las lesiones retinianas

No ha de provocar reacciones adversas ni hipotensién ortostatica

No debe producir tolerancia

El farmaco debe ser econdémico, ya que ha de utilizarse en tratamientos

prolongados

Definicion de farmaco antihipertensivo

Un farmaco antihipertensivo es aquel farmaco que ayudara a disminuir la presion

arterial a través de distintos mecanismos. Se clasifican en [4]:

Hipotensores de Accién Central

Bloqueadores de la Transmisién Adrenérgica: a Bloqueadores,
Bloqueadores y a y 8 Bloqueadores

Vasodilatadores Directos

10
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e Antagonistas del Calcio
e Diureéticos
¢ Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina

e Antagonistas de los Receptores de Angiotensina |l
2.5.1 Clasificacion de Farmacos Antihipertensivos

Existen muchos grupos de farmacos antihipertensivos debido a su mecanismo de

accion, en la tabla 2 se muestran algunos ejemplos.

Tabla 2. Clasificacion de los agentes antihipertensivos y algunos ejemplos [4]:

Antihipertensivo Ejemplos

Hipotensores de accion central Metildopa, clonidina y moxonidina, alcaloides
de la rauwolfia: reserpina.
Bloqueadores de la transmision adrenérgica a Bloqueadores: doxazocina, prazosina y
terazosina.
B Blogueadores: acebutolol, atenolol, isoprolol,
propanolol y metroprolol.

a y B Bloqueadores: carvedilol y labetalol.

Vasodilatadores directos Diazoxido, nitroprusiato sodico, hidralacina, y
dihidralacina.
Antagonistas del Ca** Nicardipina, felodipina, lercaridipino,

nitrendipina, verapamilo y diltiazem.

Diuréticos Tiacidas y ahorradores de potasio
Inhibidores de la enzima convertidora de Benazepil, captopril, enalapril, espirapril y
Angiotensina ramipril.
Antagonistas de los receptores de Losartan, irbesartan y valsartan.

angiotensina ll

11
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2.5.2 Hipotensores de Accion Central

Los hipotensores de accidn central disminuyen la actividad del centro vasomotor del
encéfalo, uniéndose al receptor adrenérgico a4, sintetizando a la adrenalina, lo cual
produce una disminucion de la actividad simpatica y por consiguiente una

vasodilatacién. También reducen la frecuencia y el gasto cardiaco.

Los farmacos de accién central son agonistas de los receptores a, adrenérgicos, ya
que activan a los receptores adrenérgicos a, (centro vasomotor hipotalamico y tallo
encefalico) para atenuar la salida de sefales adrenérgicas vasoconstrictoras hacia el
sistema nervioso simpatico periférico, la activacion de los receptores adrenérgicos a,
presinapticos producen inhibicion de la liberacién de noradrenalina y por consiguiente

vasodilataciéon. (Ver Figura 2).

Los hipotensores de accion central estan indicados para pacientes hipertensos,
especialmente los que padecen insuficiencia renal o afectacion vascular cerebral. La
metildopa es un profarmaco; ya que al ser metabolizada en el sistema nervioso
central para a-metilnoradrenalina, es un agonista de los receptores adrenérgicos as,.
La clonidina y la metildopa son ejemplos de farmacos hipotensores de accion central.
Son farmacos de segunda o tercera linea en el tratamiento de la hipertension. La
metildopa se usa en raras ocasiones, debido a que provoca ciertos efectos adversos.
Es segura en el tratamiento de la hipertension durante el embarazo, pacientes
asmaticos y aquéllos que tienen insuficiencia cardiaca. No deben ser administrados
en pacientes que sufren depresion, hepatopatias o feocromocitoma. Producen
algunas reacciones adversas, como por ejemplo: sequedad de boca, sedacion,

hipotensién artostatica, disfuncion sexual masculina y galactorrea [10].

12
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Figura 2. Representacion grafica de la accion de un hipotensor de accién central, como lo es la
clonidina sobre el sistema nervioso regulando la PA [11].

2.5.3 Bloqueadores de los receptores adrenérgicos a4

Los bloqueadores de los receptores adrenérgicos a4 producen una inhibicién de la
vasoconstriccion mediada por receptores adrenérgicos a4, disminuyendo las
resistencias periféricas y la presion venosa. Esto se ve regulado por el bloqueo de la
unién de catecolaminas a los receptores adrenérgicos a4 postsinapticos, inhibiendo la
vasoconstriccion mediada por éstas e induciendo por tanto vasodilatacion. Se usan
en el tratamiento de la hipertension, hiperplasia prostatica y enfermedades de las
arterias coronarias pero no deben ser administrados en personas que padezcan
estenosis aodrtica. Entre las reacciones adversas que producen se encuentran la
hipotensién postural, mareo, cefalea acompafada de fatiga, debilidad, palpitaciones
y nauseas. La prazosina y la doxazosina son ejemplos de bloqueadores de los

receptores adrenérgicos a4 [10].

13
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2.5.4 Bloqueadores de los receptores adrenérgicos 8

Estos farmacos bloquean a los receptores adrenérgicos 31 del corazon, lo que origina
una disminucién de la frecuencia cardiaca, de la PAS, de la contractibilidad cardiaca
y de la demanda de oxigeno del miocardio, el efecto antihipertensivo se puede
explicar por un antagonismo competitivo de las catecolaminas sobre los receptores
adrenérgicos periféricos.

Esto se debe a que estos receptores son parte del sistema de la adenilciclasa, ya
que el receptor adrenérgico B se encuentra acoplado a ésta y la proteina G sufre un
cambio conformacional cambiando a Gs en forma activada y tiene como
consecuencia la formacion de AMPc a partir de ATP. Este segundo mensajero

intracelular es el responsable de la estimulacion 8 [12].

Los bloqueadores B se emplean para tratar la angina de pecho, arritmias inducidas
por aumento de tono simpatico, hipertension, tirotoxicosis, glaucoma y ansiedad; se
contraindican para pacientes asmaticos, bradicardia, hipotension. Ademas los
antagonistas de los receptores adrenérgicos (¢ pierden selectividad cuando se
emplean a dosis altas. Pueden producir los siguientes efectos secundarios:
broncoespasmo, insomnio y fatiga, mareo, frialdad de extremidades, bradicardia,
bloqueo cardiaco, hipotension y disminucion de la tolerancia a la glucosa en
pacientes diabéticos. El propanolol, atenolol y el metoprolol son ejemplos de

farmacos 3 bloqueadores adrenérgicos [10].
2.5.5 Bloqueadores de los receptores adrenérgicos ay B

Son farmacos utilizados en el tratamiento de la hipertension y actuan bloqueando a
los receptores adrenérgicos 31 en el corazon, los receptores adrenérgicos 32 en los
musculos bronquiales y vasculares y los receptores adrenérgicos a4 en los musculos
lisos vasculares. La potencia -bloqueadora es de 3 a 7 veces mayor que la actividad
a. Por otra parte se ha observado que el labetalol posee una actividad agonista 32
intrinseca que contribuye al efecto vasodilatador. Adicionalmente muestran un efecto
estabilizante de la membrana similar al de la quinidina, aunque sélo es evidente con

dosis elevadas.

14
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El labetalol se diferencia de otros bloqueadores B como el propranolol en que no
reduce la filtracion glomerular ni el flujo renal, probablemente a que el efecto
combinado de las actividades a y B modifica poco el gasto cardiaco. Como resultado
de estas propiedades, el labetalol ocasiona una vasodilatacion y una reduccion de
las resistencias periféricas sin producir grandes cambios en la frecuencia cardiaca, el
gasto cardiaco o el volumen-latido. Se deben utilizar con precaucion en pacientes
con hipertiroidismo o tirotoxicosis debido a que pueden enmascarar la taquicardia

propia de estas enfermedades [10]. (ver Figura 3)

Figura 3. Esquema de Accion de farmacos bloqueadores a y B regulando la PA en el organismo [11].
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2.5.6 Vasodilatadores Directos

Estos farmacos producen vasodilatacion directa al activar la guanililciclasa y por este
motivo aumenta los niveles de GMPc (guanosin 3',5'monofosfato ciclico); se relaja el
musculo liso en los vasos de resistencia precapilares, disminuyendo las resistencias
periféricas y por lo tanto la PA. Se utilizan en el tratamiento de la hipertension y en la
insuficiencia cardiaca, la hidralacina se administra por via oral mientras que el
nitroprusiato sodico se administra por via intravenosa. Pueden producir reacciones
adversas como: nauseas, vomitos, cefalea, dolor abdominal y palpitaciones. Como
ejemplos de este tipo de farmacos tenemos a la hidralacina y el nitroprusiato sodico

entre otros [10].
2.5.7 Antagonistas del Ca®*

Estos farmacos bloquean los canales de Ca®" de tipo L, atenuando la entrada de
Ca?* en las células cardiacas y vasculares. El reducido nivel de Ca®" intracelular que
esto conlleva provoca una disminucién de la contractilidad y por lo tanto se produce
vasodilatacién provocando asi disminucion de la PA, baja de la postcarga por la
aminoraciéon de la presion arteriolar; aumento el flujo sanguineo coronario,
disminucién de la contractibilidad cardiaca y por lo tanto aminoracion del consumo de
oxigeno por el miocardio, asi como disminucién de la Frecuencia Cardiaca (FC).
(Ver Figura 4) Los blogueadores de los canales de Ca®* son utilizados en la profilaxis
y en el tratamiento de la angina de pecho e hipertension no deben ser administrados
a pacientes que estén en shock cardiogénico o estenosis adrtica avanzada e
insuficiencia cardiaca grave. Pacientes que estén tomando bloqueadores
adrenérgicos B o que padezcan bradicardia grave ya que pueden producir efectos
secundarios como: hipotension, erupciones cutaneas, taquicardia, ademas
periféricos y rubefaccion acompafiada de mareo. El verapamilo, diltiacem y nifedipino
constituyen ejemplos de agentes bloqueadores de los canales de Ca®*. Estos

producen menos efectos secundarios que los bloqueadores (3 [10].
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Figura 4. Esquematizacion del efecto de los farmacos moduladores de Ca® en el corazén [11].

2.5.7.1 Importancia del calcio en la contractilidad cardiaca

La contraccién del corazén se produce por la entrada de calcio (Ca®*) en los canales
de tipo L, lo que provoca un elevacion de calcio en el citoplasma, este Ca®* es
proveniente del reticulo endoplasmico y el espacio extracelular. El Ca®" que
extracelular entra en el reticulo endoplasmico, provocando que se libere mas Ca?*.
En la contraccidn los niveles de Ca®" intracelulares se elevan 10,000 veces mas que
cuando se encuentra en reposo. Ya que se fija a la troponina C y cambia la posicion
de los filamentos de miosina y actina, produciendo la contraccién. Cuando el Ca®* es
expulsado del citoplasma la contraccion cesa, esto se puede observar por 2
mecanismos uno de ellos es cuando el Ca®* es bombeado fuera de la célula a través
de un intercambiador Na*/Ca**, que bombea hacia fuera un ion de Ca®* por 3 iones
de sodio que entran a la célula y el otro es cuando el Ca®" es secuestrado dentro del

reticulo sarcoplasmico, a través de la ATPasa bombeadora de Ca®*[10].
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2.5.8 Diuréticos

Los diuréticos son farmacos que actuan sobre los rifones aumentado el volumen
urinario al reducir la reabsorcion de sal y agua desde los tubulos. Existen distintos
tipos de diuréticos: diuréticos de asa, diuréticos tiacidicos y diuréticos ahorradores de

potasio. (Ver Figura 5)

Los diuréticos de asa actuan, como su nombre indica, en el asa de Henle,
particularmente en la porcion gruesa de la rama ascendente. Debido a que circulan
unidos a las proteinas plasmaticas, éstos no sufren flitracién glomerular y en lugar de
ello se excretan por el tudbulo contorneado proximal. Actuan inhibiendo al
cotransportador Na*/K*/2CI" que existen en la membrana luminal. Esto origina un
aumento de la cantidad de Na* que llega al tubulo colector, motivo por el cual se
produce un aumento de la secrecion de K* y H'. También resulta inhibida la
reabsorciéon de Ca** y Mg?*, debido a la disminucion de la diferencia de potencial
entre uno y otro lado de la célula, que sucede normalmente como efecto de la
recirculacion del K*; provocan la excrecion del 15 al 25% del sodio filtrado, en lugar
del 1% o menos, que se reabsorbe en condiciones normales. Por esta razon, pueden

llegar a producir diuresis de 4 L al dia [10].

Se utilizan en el edema agudo de pulmén, hiperpotasemia, hipertension,
hipercalcemia no deben ser administrados a aquellos pacientes que tengan un
deterioro renal grave, sélo se pueden administrar con extremada precaucion a los
pacientes que estén tomando glucdsidos cardiotonicos o antibidticos
aminoglucosidos. Pueden producir pérdida de potasio, hipotension e hipovolemia,
hiperuricemia, déficit de calcio y de magnesio como efectos adversos. La furosemida,

la bumetanida son ejemplos de diuréticos de asa [10].

Los diuréticos tiacidicos actuan en la porcion inicial del tubulo distal. Alcanzan su
lugar de accion tras sufrir filtracion glomerular y secrecion tubular. Inhiben el
cotransportador de Na*/Cl" de la membrana luminal. Al igual que los diuréticos de
asa, aumentan la secrecién de K* y de H" a los tubulos colectores, si bien, a

diferencia de aquéllos, disminuyen la excrecién de Ca?* a través de un mecanismo
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que implica posiblemente una estimulacion del intercambio Na*/Ca®" en la membrana
basolateral; esta estimulacion es originada por una disminucion de la concentracion
de Na" en la célula tubular; muestran una potencia diurética moderada, produciendo
la excrecion del 5 al 10% del Na* filtrado, lo que da lugar a la produccion de 1 a 2 L

de orina al dia [10].

Este tipo de diuréticos se emplean para tratar la hipertensién, edemas secundarios,
hepatopatia o sindrome nefrético; no deben ser administrados a pacientes que
presenten hipopotasemia, hiponatremia o hipercalcemia, por los que estén tomando
glucosidos cardiotonicos. Provocan efectos secundarios como pérdida de potasio,
hipopotasemia, alcalosis, hiperuricemia, hiponatremia e hipermagnesemia con
hipercalcemia. La hidroclorotiacida, indapamida, clortalidona constituyen ejemplos de

agentes diuréticos tiacidicos [10].

Los Diuréticos ahorradores de potasio actuan en la ultima porcién del tubulo distal y
en el tubulo colector. Existen 2 clases de diuréticos ahorradores de potasio los
bloqueadores de los canales de Na®, por ejemplo amilorida, estos agentes bloquean
la reabsorcion de Na® en las células principales y de esta manera reducen la
diferencia de potencial entre ambos lados de la célula y la secrecion de K'. La
secrecion de H' por las células intercalares también resulta disminuida por la
reduccion de la diferencia de potencial entre una y otra vertiente de la célula tubular,
y el otro son los antagonistas de la aldosterona, por ejemplo la espironolactona. La
espironolactona es un antagonista competitivo de los receptores de la aldosterona, y
por este motivo disminuye la reabsorcién de Na* y la secrecién de K y de H". El
grado de diuresis va a depender de los niveles de aldosterona; producen una diuresis
ligera y dan lugar a la excrecion de entre un 2 y un 3% del Na” filtrado. Se utilizan
comunmente en conjunto con diuréticos que eliminen K*, para mantener los niveles
normales de K* y para el tratamiento de la hipertension; es por esta razén que no son
muy recomendables para su administracién. No deben ser administrados a personas
que padezcan una insuficiencia renal. Al interaccionar con los IECA, incrementan el

riesgo de hiperpotasemia. Entre los efectos adversos que provocan se encuentran
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hiperpotasemia y acidosis metabdlica. Los antagonistas de la aldosterona producen:

disfuncién sexual masculina y trastornos menstruales [10].

Figura 5. Representacion grafica de la accion de los diversos tipos de diuréticos en el sistema renal
[11].
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2.5.9 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

El organismo dispone de una serie de sistemas para la regulacién de la presion

arterial, entre ellos se encuentra éste sistema. Se trata de un mecanismo de control

de la presion sanguinea, localizado en el rindn; dependiente de la enzima proteolitica

renina, secretada por células renales especializadas. Cuando la presion sistdlica

disminuye excesivamente, el rifion produce mayor cantidad de renina con el fin de

aumentar la presion hasta valores medios normales. La angiotensina junto a la

aldosterona son otros elementos efectores del sistema cuyo papel en la homeostasia

cardiovascular y en el balance de Na* es de primer orden tanto en condiciones

fisiolégicas como patoldgicas [4]. (Ver Figura 6)

ANGIOTENSINOGEND Sefal de la macula densa
i < Renina Presidn arteriolar renal
ANGIOTENSINA I Actividad nerviosa renal

4+—— ECA

ANGIOTENSINA 11 Y » ANGIOTENSINA III
Angiotensinasa

v v v v v v v

Corteza Rinones Intestino SNC Nervios Miisculo Corazon

Adrenal Periféricos liso l
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Adrenérgica
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v L ] L 4
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Reabsorcidn Reabsorcidn de Aumento de Secrecidn Vasoconstriccion

Distal Na vy agua sed vasopre sina

i

Aantenimiento o incremento Resistencia P Gasto
Volumen extracelular periférica total cardiaco—

Figura 6. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona [3].
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La renina es una proteasa secretada por las células yuxtaglomerulares de las
arteriolas aferentes del rifidn que actua sobre el angiotensinégeno, transformandolo
en angiotensina | (Ang 1), la cual, a su vez, pasa a angiotensina Il (Ang Il) a través de
la enzima convertidora de la angiotensina (ECA). Para que se libere renina es
necesario un descenso del Ca®* citosdlico. La elevacion de los niveles de renina en
un paciente hipertenso implica el predominio de la vasoconstriccion sobre la
sobrecarga de volumen. La Ang Il, el K" de la dieta y la vasopresina y el péptido
natriurético auricular, actian mediante un mecanismo de retroalimentacion,
inhibiéndola y las prostaglandinas PGE; y PGly, caidas de volumen o disminuciones
salinas la estimulan. La conversion en Ang Il se realiza en el pulmon, y se inactiva
por la accion de angiotensinasas presentes en los tejidos y células del torrente

sanguineo [3].

Existen factores que estimulan la liberacion de renina como [12]:
% Aumento de la actividad simpatica B4
¢ Disminucion de la PA
% Menor resorcion de Na® en el tubulo distal

++ Reduccioén de volemia

Las angiotensinas son polipéptidos que se producen a partir de una globulina a;
plasmatica, sintetizada en el higado en forma de glicoproteina denominada
angiotensindgeno, a partir del cual, y por la acciéon de diferentes enzimas, se originan

las angiotensinas [4].

La Ang | es un decapéptido que es sustrato de la Enzima Convertidora de
Angiotensina (ECA) que se encuentra en el endotelio vascular. La ECA convierte a la
Ang | a Ang Il un octapéptido que es un potente vasoconstrictor, éste es de vital

importancia para la secrecion de aldosterona.
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La Ang Il actua a nivel del musculo liso vascular, corazén, rinones, sistema nervioso
central y terminaciones adrenérgicas, produciendo retencion de volumen a través de
la estimulacién de aldosterona y vasoconstriccion periférica. La Ang Il también
contribuye a la hipertrofia vascular, cardiaca y mesangial, estimulando la liberacion

de catecolaminas por la medula adrenal y el aumento de ACTH y ADH.

A largo plazo la Ang Il ejerce un efecto proliferativo y lesivo vascular a través de su
interaccidon con factores de crecimiento como el factor de crecimiento fibroblastico y

el factor de crecimiento derivado de las plaquetas [3].

La actividad del sistema de sefnales de la All comienza por la ocupacion del receptor
de Ang Il que estimula a la fosfodiesterasa (fosfolipasa C), quien transforma el
bifosfato de fosfatidilinositol en trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG), y
éstos activan a la enzima proteina cinasa C que transfiere un grupo fosfato del ATP
a ésta proteina, asi los mensajeros finales de ésta via de sefiales del inositol son: IP3
que favorece la liberacion de Ca®" a partir de los reticulos sarcoplasmicos
intracelulares y la vasoconstriccion. La proteina cinasa C es una sefal de
amplificacion y estimula los protooncogenes la activacion de ésta proteina C
desencadena hipertrofia ventricular. Existe una familia de subtipos del receptor de
Ang Il entre los que se encuentran los receptores ATq y AT,. El receptor AT4 es el
encargado las respuestas principales de la All; mientras que los receptores AT, son
importantes en situaciones fisiopatoldgicas al presentarse durante la hipertrofia y en

la insuficiencia cardiaca [12].

Existen farmacos que se utilizan para el tratamiento de la hipertension llamados
antagonistas de la angiotensina que producen una inhibicién a nivel del receptor de
la Ang Il, produciendo vasodilatacion y por lo tanto una reduccién de las resistencias
periféricas. Se usan en el tratamiento de la hipertension pero estan contraindicados
para mujeres gestantes y que estén en lactancia no deben consumir antagonistas de

la angiotensina y pueden presentarse reacciones adversas como mareo, cefalea y
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fatiga, hipotension artostatica, hiperpotasemia, erupciones cutaneas e hipotension. El

losartan y el EXP3174 son ejemplos de agentes antagonistas de la angiotensina.

Por otro lado la aldosterona es un esteroide que es liberado en respuesta a la Ang |l
o la estimulacion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) [12] que induce la
sintesis de canales de sodio y de moléculas ATPasa bombeadora de Na'/K" en la
membrana luminal de los tubulos colectores de la corteza renal; dando lugar a la
reabsorcién de una mayor cantidad de Na® y por consiguiente de agua. Este
mecanismo permite que el volumen sanguineo y la PA regresen a los valores
normales [4]. La aldosterona disminuye la eliminacion de sodio a través de la orina y

la reabsorcion de sodio a nivel tubular provoca que se reabsorba agua.

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es una proteasa que posee 2 grupos
de zinc. Estos grupos participan en el sitio de alta afinidad en el que interactuan la
Al o los inhibidores de la ECA [12]. La ECA provoca la inactivacion de la bradicinina,
que es una sustancia que tiene un efecto vasodilatador, ademas ésta es estimulada

por la calicreina y degradada por la ECA a Ang Il [3].

2.5.10 Farmacos Inhibidores de la ECA

Producen una inhibicién de la ECA y como consecuencia de esto, dan lugar a una
reduccion de los niveles de All y aldosterona, aumentando asi los niveles de
bradicinina. Esto produce vasodilatacion y posteriormente una disminucion de las
resistencias periféricas y una reduccién de la retencion de sodio, con escasa

variacion de la frecuencia y gasto cardiaco.

Los inhibidores de la ECA tienen un efecto adrenérgico indirecto. La Ang Il favorece
la liberacion de NA a partir de terminaciones adrenérgicas de las neuronas y
promueve también el tono adrenérgico por activacién central y al facilitar la
transmision ganglionar. La Ang Il aumenta la vasoconstriccion secundaria a la

estimulacion del receptor a, por lo tanto la Ang |l suscita efectos adrenérgicos, lo cual
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tiene como resultado una mayor actividad de vasoconstriccion de la NA [12]. (Ver

Figura 7)

Figura 7. Esquema de la accion de los iECA para la disminucion de la PA[11].

Se usan en todos los grados y tipos de hipertensién, en la insuficiencia cardiaca y en
las alteraciones de la funcion renal, no deben administrarse en embarazo,
enfermedades vasculares renales y cuando se padece estenosis aortica, pueden
tener las siguientes reacciones adversas: hipotensién, mareo acompafado de
cefalea, diarrea y calambres musculares. Captopril y enalapril constituyen ejemplos
de inhibidores de la ECA.
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2.5.11 Captopril

El captopril pertenece al grupo de medicamentos llamados IECA. Se usa
principalmente para tratar la hipertension; actuan al inhibir el sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona, produciendo una reduccion de las concentraciones
séricas de angiotensina |l y aldosterona. Es el primer inhibidor de la ECA

comercializado que contiene una mitad sulfihidrilo. (ver Figura 8)

cu, OO
| )
HSCH,—C—C—N

I\

H O

Figura 8: Estructura quimica del captopril

El Captopril disminuye la PA en individuos normales disminuyendo el Na® en
hipertensos con aumento de la actividad de la renina plasmatica. Sin embargo su
administracién continua desciende la PA en individuos normales normosodicos y en
la mayoria de los hipertensos sin que la baja guarde relacion con los niveles de

actividad de renina plasmatica.

Mecanismo de Accion: el Captopril se une al grupo activo de la ECA a través de su
grupo sulfihidrilo, bloqueando competitivamente a la enzima convertidora y reduce
los niveles plasmaticos y tisulares de Ang Il y aldosterona. Originando vasodilatacion

arteriovenosa y disminuyendo los niveles plasmaticos de NA y vasopresina [13].
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2.6 Antecedentes LQM 300’s

En el Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM) de la FES-Cuautitlan, el cual esta a
cargo del Dr. Enrique Angeles Anguiano, se han sintetizado una serie de compuestos
a partir de la molécula base de la changrolina (que proviene de la planta febrifugina
encontrada en China y fue el primer antimalarico). Strout e investigadores [14] se
dieron cuenta que la molécula de la changrolina poseia caracteristicas diferentes a
otras moléculas encontradas en otros productos del mercado; dividiendo a la
molécula en 3 regiones:

Region1 heteroatémica que contiene quinazolina

Region 2 aromatica con el bis(pirrolidimilmetil) fenol

Regién 3 enlazante entre las dos regiones.

Figura 9. Estructura de la changrolina, dividida en sus 3 regiones [14].

El grupo de Quimica Medicinal de la FESC retomdé dichas investigaciones
planteando el estudio de compuestos semejantes a la changrolina, en los cuales los
grupos pirrolidinicos se sustituyan por morfolina, tiomorfolina y piperidina. Para ello,
utilizaron dispositivos computacionales de primera generacion, en la sintesis de los
compuestos, ademas del uso de técnicas espectroscopicas como Resonancia
Magnética Nuclear, Infrarrojo, y Espectrometria de Masas, las cuales permiten

determinar la estructura quimica de los compuestos sintetizados.
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Con este tipo de investigacién, se pretende brindar un tratamiento terapéutico
efectivo con menos efectos secundarios, y con menor costo comparado con los
actuales medicamentos.

A estos compuestos se les han realizado estudios de actividad bioldgica tanto en
modelos “in vivo” como “in vitro” comprobando su efecto hipotensor, antihipertensivo
y vasodilatador en el Laboratorio de Farmacologia del Miocardio a cargo de la Dra.
Luisa Martinez Aguilar. En el presente trabajo se realizaron experimentos tratando de
comprobar su efecto cardioprotector en cardiomiocitos aislados durante la hipoxia,
todo esto en el laboratorio de la Dra. Carbo en el Instituto Nacional de Cardiologia.
Se utilizaron los LQM-312 y LQM-319 y a continuacién, se puede observar su

estructura quimica y nombre IUPAQ en la siguiente tabla:

Tabla 3. LQM 312Y 319

Estructuras de los Compuestos Utilizados

LQM Nombre Quimico Estructura Quimica
LQM-312 2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4- (e3]
nitrofenol
Y )
o) P
N

LQM-319 4-tert-butil-2,6- o

bis(tiomorfolin-4-ilmetil)fenol

9

S

)

28



UNAM

FES-CUAUTITLAN
2.7 Metabolismo Cardiaco

El corazon es una bomba encargada de mandar sangre al cuerpo y sensible a los
cambios que sufre el individuo en casos como la HA. El metabolismo cardiaco es
aerobico y necesita de un aporte constante de oxigeno para poder realizar sus
funciones. El corazén utiliza diversas fuentes de energia como: carbohidratos,
aminoacidos, acidos grasos, piruvato, lactato, cuerpos ceténicos, entre otros [15].

En condiciones de reposo, el musculo cardiaco consume normalmente acidos grasos
para aportar la mayoria de la energia, y no carbohidratos (aproximadamente el 70%
de su energia procede de los acidos grasos). El metabolismo cardiaco puede activar
mecanismos de glucolisis anaerdbica para obtener energia en condiciones
anaerobias o de isquemia. Por desgracia la glucolisis consume cantidades de acido
lactico en el tejido cardiaco que es quizas una de las causas de dolor cardiaco en las
afecciones cardiacas isquémicas.

La oxidacion de acidos grasos es el mecanismo constitutivo de obtencidén de energia
del corazén donde la mayor fuente (60-90%) es de acetil coenzima A en la
mitocondria. Esta puede provenir también de la transferencia de piruvato glucolitico.
Esa acetil coenzima A entra al ciclo de acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) donde
es oxidada vy utilizada para producir las coenzimas reducidas (nicotina-
adenindinucleétido o NADH vy flavin-adenin-dinucleétido o FADH2) que se utilizan
como cofactores enzimaticos para la cadena respiratoria o de transporte de
electrones. En condiciones de oxigenacion la cadena de transferencia de electrones
saca de la mitocondria protones y fosforila el ADP produciendo ATP (fosforilacion
oxidativa) [15].

La glucdlisis es la via metabdlica constitutiva vital y su ausencia no es compatible
con la vida. Se la considera como la ruta metabdlica que transforma la glucosa en
piruvato en ausencia de oxigeno con una ganancia neta de 2 moléculas de alta
energia (ATP). Si hay O, se prosigue con la oxidacion de acidos grasos, si no es la
unica manera de obtener energia por parte de la célula cardiaca [16].

Si el aporte sanguineo es adecuado, el metabolismo energético muscular es

aerobico: en caso contrario, si se instaura un proceso anaerobico con acumulacion
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progresiva de catabolitos que no pueden ser adecuadamente degradados (acido
lactico y otros metabolitos), con disminucion consiguiente del rendimiento muscular.
En este momento el corazén necesita aumentar o modificar su metabolismo.

El aumento metabdlico se consigue por 4 mecanismos [17]:

o Aumentando el gasto cardiaco, es decir, la circulacion sanguinea por mayor
accion de bombeo.

o Produciéndose una redistribuciéon sanguinea en beneficio de la musculatura
activa.

o Aumentando la extracciéon del oxigeno de la sangre ya que varia en cada
momento y depende fundamentalmente de 3 factores: Tension de la pares del
corazoén o tension intramiocardica, estado contractil y frecuencia cardiaca [18]

o Cambiando de via de obtencion de ATP; de acidos grasos a glucdlisis.

El metabolismo de los acidos grasos de cadena larga inhibe el transporte de glucosa.
La presencia de altos niveles de acidos grasos inhibe el complejo de la piruvato
deshidrogenasa y la tasa de oxidacién de glucosa es menor de modo que la
glucolisis que ocurre genera lactato en lugar de piruvato, produciendo la acidificacion
que se observa en la isquemia en la que ademas hay limitacion del aporte de
oxigeno [15].

La inhibicion de la entrada de glucosa por los acidos grasos ocurre a nivel de las
siguientes enzimas: hexocinasa, fosfofructocinasa, piruvato cinasa y piruvato
deshidrogenasa. Estos pasos reguladores son importantes en la via de la glucdlisis;
los cuales se activan o inhiben dependiendo de la actividad, los requerimientos
metabdlicos del musculo cardiaco y el ATP derivado de la oxidacion de las grasas
que a su vez los puede inhibir. En las células hay poca glucosa libre y la mayor parte
de la glucosa intracelular existe en forma fosforilada [19].

El dltimo paso de la oxidacién de la glucosa que puede ser inhibido por los acidos
grasos es la conversion del piruvato a acetil-CoA. La oxidacion del piruvato a acetil-
CoA es catalizada por el complejo de la piruvato deshidrogenasa. Cuando se acelera
el flujo de piruvato por la piruvato deshidrogenasa las células cardiacas se
benefician, ya que menos piruvato se convierte en lactato, paso metabdlico que da
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como resultado la acidificacion intracelular [20]. La actividad de esta enzima es
regulada por el nivel de ATP y de calcio. Cuando se elevan los niveles de ATP
producto final de ciclo de Krebs y de la fosforilacion oxidativa, el complejo piruvato-
deshidrogenasa se inhibe haciendo mas lenta la formacién de acetil-CoA y por lo
tanto de ATP [19,21]. (Ver Figura 10)

Figura 10. Regulacién de la via glucolitica. Inhibiciones representadas por las lineas punteadas. (1)
Hexocinasa; (2) fosfofructocinasa; (3) gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH); (4) piruvato
cinasa; (5) piruvato deshidrogenasa. ATP = adenosin trifosfato. Los niUmeros entre paréntesis son los

ATP producidos por cada via [15].
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2.7.1 Hipoxia

El corazén es un o6rgano que responde a una deficiencia de flujo sanguineo,
aumentando su utilizacion energética [6]. Es durante la hipoxia que el metabolismo
cardiaco cambia de ser dependiente de acidos grasos a carbohidratos para optimizar
la obtencion de energia. La oxidacién de carbohidratos y acidos grasos disminuye,
mientras que la glucdlisis para producir ATP aumenta y el glucdégeno se convierte en
la mayor fuente de ATP [15].

Se ha observado que existen varios factores que controlan la glucdlisis durante la
hipoxia:

Control por nucledtidos de adenina: ElI Adenosin Trifosfato (ATP) se rompe a
Adenosin Monofosfato (AMP) y fosfato y ambos estimulan la actividad de la
fosfofructocinasa y de la fosforilasa B, incrementando el metabolismo de

carbohidratos.

Control por hidrogeniones y el dinucleétido de nicotinamida (NADH): Durante la
glucolisis se forman iones hidrogeno y el NADH vy la utilizaciéon de éstos por vias
mitocondriales se ve inhibido por la hipoxia, cuando la conversion de piruvato a
lactato utiliza protones y NADH. Durante una perfusion adecuada, casi todos los
protones se difunden en el espacio extracelular, pero durante isquemia se acumulan
y exceden el sistema de amortiguamiento intracelular afectando la actividad de la
fosfofructocinasa. También inhiben la reoxidacion mitocondrial de NADH su
subsecuente salida al citosol por la lanzadera de malato-aspartato para poder ser

utilizado por la reaccion de la deshidrogenasa del 3-fosfogliceraldehido.

Control por la disminucion de la respiracion por acidos grasos: La oxidacion de los
acidos grasos puede inhibir la glucdlisis durante el metabolismo oxidativo a nivel de
la actividad de la fosfofructocinasa y este proceso acumula citrato. Durante la hipoxia
los acidos grasos no pueden ser metabolizados para ceder citrato de modo que el
flujo glucolitico no se inhibe. También cuando falta oxigeno como en la hipoxia,
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disminuye el ATP cualquiera que sea su origen y consecuentemente disminucion de
los procesos que lo utilizan. Disminuye la inhibicidn del transporte y fosforilacion de
glucosa y la actividad de la piruvato deshidrogenasa por el ATP producido por los

acidos grasos [15,22].

En el corazon hipdoxico también disminuye el consumo de oxigeno y las
concentraciones de nucleotidos de adenosina y de potasio en las mitocondrias. La
disminucién en los procesos fosforilativos por estos cambios, reduce la actividad del
ciclo de Krebs [23].

La capacidad fosforilante de la mitocondria cae dramaticamente bloqueando el
transporte de electrones. El dafio mitocondrial es decisivo para determinar la
reversibilidad del dafio cardiaco. La hipoxia también modifica la concentracion
intracelular de iones. Cuando bajan las reservas de ATP se bloquea la ATPasa de
Na®/ K* y se empieza a acumular Na* en el interior lo que despolariza a la célula.
Esto desvia el equilibrio de potasio haciendo que este ion salga de la célula,
repolarizandola en la misma proporcion de la despolarizacion producida por el Na®,
entonces hay pérdida de K* [24]. A su vez los niveles bajos de ATP alteran la
permeabilidad al K* por los canales rectificadores entrantes de K™ sacando K* y
también se activan canales de K dependientes de ATP, que en condiciones

normales estan cerrados, por lo que ahora sale mas K* [25].

También se ven afectadas las ATPasas de Ca®* de la membrana, no permitiendo la
salida del Ca** fuera de la célula, asi como la del reticulo endoplasmico, el cual
recaptura el Ca* del citosol a este organelo, subiendo los niveles de este ion dentro
de la célula. En estas condiciones, como se contrae la célula, se empieza a acumular

Na* y Ca?*, situacion que lleva a la muerte celular [26]. (Ver Figura 11)
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Figura 11. Efecto de la hipoxia sobre el movimiento de los iones. ATP = adenosin trifosfato; Ca =
calcio; K = potasio; Na = sodio; R.E. = reticulo endoplasmico [15].

En el citoplasma se observa una reduccion del glucégeno, fosfocreatinina y ATP,
mientras que el fosfato y el lactato se incrementan causando acidosis. La hipoxia
vacia el tejido cardiaco de sustancias receptoras de radicales libre permitiendo a
estas moléculas degradar a los fosfolipidos de las membranas e incrementando su
permeabilidad idnica al Ca®*, el cual se acumula en el citoplasma. Este Ca®* induce
una despolarizacién diastdlica y causa arritmias por oscilaciones postpotencial [27].

Como ya se menciond el corazon depende de la glucosa para sobrevivir en la hipoxia

de ahi la importancia de la captacion de glucosa.
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2.8 Captacion de Glucosa

La glucosa entra a las células a través de un proceso de difusion facilitada (si la
concentracion de glucosa es mayor a un lado de la membrana que al otro, se
transportara mas glucosa desde el area de mayor a la de menor concentracion que
en la direccion opuesta) dependiente de un gradiente de concentracion, de los
requerimientos metabdlicos de la célula y de la regulacion por otras vias metabdlicas.
En este proceso intervienen los transportadores de glucosa conocidos como Gluts.

Desde hace mucho tiempo se conoce que el metabolismo de la glucosa provee de

energia a los tejidos dafnados [28,29] y protege a los tejidos energéticamente.

2.8.1 Transportadores de Glucosa (Gluts)

Los transportadores de glucosa son un conjunto de proteinas transmembranales,
responsables de introducir carbohidratos a la célula y poseen especificidad por uno o
mas carbohidratos, afinidad por el sustrato, estan distribuidos tisularmente y su

regulacion esta dada por la actividad de hormonas [30] y otros fendmenos.

Figura 12. Estructura de los GLUTS. Las terminaciones amino y carboxilo se encuentran en la parte
citoplasmatica y presentan una serie de aminoacidos muy conservados entre todos los
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transportadores. G = glicina; R = arginina; Q = glutamina; L = leucina; K = lisina; S = serina; W =
triptéfano [31].
Se han identificado 14 Gluts, las cuales, se agrupan de acuerdo a similitudes en

secuencia, valores de Km, especificidad al sustrato (glucosa, fructosa y/o galactosa),
respuesta a bloqueadores especificos citocalasina y forskolina. Se componen de 12
regiones transmembrana (RTM) conectadas por lazos hidrofilicos.

La glucosa entra a la célula en 4 etapas: a) se une al transportador en la cara externa
de la membrana; b) el transportador cambia de conformacion y la glucosa y su sitio
de unioén quedan localizados en la cara interna de la membrana; c) el transportador
libera la glucosa al citoplasma; y d) el transportador libre cambia nuevamente de
conformacion, expone el sitio de union a la glucosa en la cara externa y retorna a su

estado inicial [32] (ver Figura 13)

Figura 13. Esquema del transporte de glucosa hacia el interior célula [31]
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Tabla 4. Clasificacion y caracteristicas de los transportadores de glucosa[31,32].

Transpor Numero Km Transporta Localizacion en los Funcion Enfermedades
tador de AA (mM) Tejidos Relacionadas
GLUT 1 664 1.6 Glucosa, Eritrocitos, Barreras Ingreso basal Sindrome de
Galactosa hematoencefalica, de Glucosa deficiencia de
placentaria y de la transporte de
retina, corazoén, glucosa tipo |
astrocito, nefrona,
neuronas y linfocitos
GLUT 2 522 17 Glucosa, Células B Sensor de Sindrome de
Galactosa, pancreaticas, higado, glucosa en la Fanconi-Bickel
Fructosa intestino delgado, membrana
nefrona proximal basolateral de
intestino y rifidn
GLUT 3 596 2 Glucosa, Cerebro, placenta, Ingreso basal Reestrccion del
Galactosa higado, rindn, corazén de Glucosa crecimiento
y linfocitos intrauterino
fetal
GLUT 4 509 5 Glucosa Musculo esquelético y Ingreso de Diabetes tipo Il
cardiaco, tejido glucosa
adiposo, linfocitos y estimulado por
tejidos sensibles a la insulina
insulina
GLUT 5 501 No Fructosa, No Yeyuno, Transporte de  Algunas células
Aplic muestra espermatozoides, fructosa cancerigenas,
a afinidad por la riién, células de la HPTG' e
glucosa microglia HPINS
GLUT 6 507 Glucosa Cerebro, Bazoy Ingreso de Células
Leucocitos Glucosa tumorales de
estimulado por cancer de
insulina mama
GLUT 7 Glucosa y Intestino delgado, No descritas
fructosa colon, testiculo,
préstata
GLUT 8 477 Glucosa Testiculos, placenta 'y Ingreso de No descritas
tejidos dependientes Glucosa
de insulina
GLUT 9 540 Glucosa Rinoén e higado, Ingreso de Participa en la
intestino delgado, Glucosa preimplantacio
placenta, pulmones y n del embrion
leucocitos
GLUT 10 541 Glucosa Higado y Pancreas Ingreso de Diabetes tipo Il
Glucosa
GLUT 11 496 Glucosa Musculo esquelético, Ingreso de No descritas
corazon, rifion, tejido Glucosa
adiposo, placenta,
pancreas
GLUT 12 617 Glucosa Musculo esquelético, Ingreso de Nefrotatia
tejido adiposo, Glucosa diabética,
Intestino delgado hiperglucemia,
hipertension
GLUT 13 629 Glucosa Cerebro Ingreso de No descritas
Mio-insitol Glucosa
acopladoa H ™"
GLUT 14 497 y 520 Glucosa Testiculos Ingreso de No descritas
Glucosa
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Los miocitos cardiacos poseen Glut 1 y Glut 4, a continuacion abordaremos algunas

de las caracteristicas de éstos.

2.8.2GLUT1

El Glut-1 parece ser el transportador de glucosa mas ampliamente distribuido en
todos los tejidos. Este se expresa en numerosos tejidos fetales y adultos como los
eritrocitos, células endoteliales, células nerviosas, placenta, glébulos blancos, células
de la retina, rifidn (mesangio), tejido adiposo, corazon, entre otros. Este Glut posee
una alta afinidad por la glucosa (Km=1-2 mM) por lo que es capaz de transportarla al
interior de las células practicamente a cualquier concentraciéon por lo que se
considera como un transportados basal de glucosa que mantiene su concentracién
intracelular estable [30]. Durante el desarrollo fetal hay expresién de Glut 1 en los
estadios de oocito y blastocisto y luego en los diferentes tejidos fetales. La expresion
en el musculo esquelético depende al parecer, del estado de desarrollo su mayor
expresion se encuentra durante la gestacion y disminuye luego del nacimiento. Se
expresa en muy poca cantidad en el musculo del adulto. La expresion de este Glut
puede variar dependiendo del estado de desarrollo [31]. Su funcion principal seria
mantener la glucosa basal en la célula y posibilitar la entrada de glucosa en reposo
no aumenta en el musculo con el entrenamiento, ni ayunando, ni consumiendo
carbohidratos durante y posterior al entrenamiento. Si aumenta la hexoquinasa post

ejercicio para que la glucosa se fosforile y quede atrapada en la célula muscular.

La funcidén del ejercicio fisico en la insulina, esta determinada por las células beta del
pancreas que libera insulina ante un incremento del azucar; la que se une a
transportadores de proteina de la sangre Glut 1 y Glut 4 para introducir la glucosa a
las células musculares, hepaticas, adipocitos entre otras. La insulina para que tenga

efecto en el musculo esquelético debe unirse a un receptor.
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2.8.3GLUT 4

El Glut 4 es un transportador de alta afinidad para la glucosa (Km=5 mM) que se
expresa fundamentalmente en tejido muscular estriado, tejido muscular cardiaco y
adipocito. Este transportador no se expresa en tejidos embrionarios (ni pre ni post-
implantacion) y es unico en el sentido de la regulacién de su localizacién en el citosol
0 en la membrana por la insulina. En condiciones basales, la vasta mayoria de las
moléculas de Glut-4 se encuentran localizadas dentro de vesiculas en el citosol que
forman 2 tipos de compartimientos bien definidos, ya que un grupo de estas
vesiculas responden a la sehal de la insulina y otro grupo responde
fundamentalmente al estimulo que representa la actividad fisica. Este
comportamiento representa un mecanismo muy fino de regulacion del metabolismo
de la glucosa al tejido muscular cuando es lo suficientemente elevada como para
estimular la secrecion de insulina y que en ultima instancia favorecera la entrada del
excedente de glucosa al interior muscular [30]. Algunos estudios recientes
demuestran que el ejercicio aumenta la transcripcidn genética del Glut 4 dependiente
de la concentracion de energia intracelular y la concentracion de calcio [33]. Seria la
disminucién en la concentracidon de ATP intramuscular inducida por el ejercicio, lo
que estimula el aumento de Glut 4 y de la enzima citrato sintetasa (enzima que
transforma la Acetyl CoA en citrato, precursor de acidos grasos en el ciclo de Krebs).
Ciertos acidos grasos no esterificados también inhiben al citrato sintetasa [34]. El
ejercicio a través del AMP, activado por la protein kinasa trasladaria a los Glut4 a la
membrana [35]. La AMPK (AMP kinasa, isoforma a 2) aumenta entonces la
traslocacién del Glut4 y aumenta también la oxidacién de acidos grasos [36]. La
hipoxia recluta a los transportadores de glucosa Glut 4 de unas vesiculas
intracelulares hacia la membrana de la célula favoreciendo la entrada de glucosa a
las células de corazdon de rata [37]. (Ver Figura 14)También induce de manera

cronica la expresion de ARNm del Glut 1 en el miocardio [38].
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Figura 14. Representacion esquematica del reclutamiento de los Glut 1 y Glut 4 hacia la membrana
plasmatica de las células musculares, sujetas a estimulacion por insulina, ejercicio, hipoxia e
hiperglucemia [39].

Durante el ejercicio, el flujo sanguineo puede aumentar hasta 20 veces [40],
favoreciendo con ello la disponibilidad de la glucosa y su captacion por la célula.
Asimismo durante el ejercicio, la permeabilidad y transporte de la glucosa al interior
de la sarcomera se incrementan con la fuerza de la contraccién y la intensidad del
ejercicio que se esté realizando [41]. Por ultimo, una vez que la glucosa se encuentra
dentro de la célula muscular, es fosforilada irreversiblemente por la hexocinasa y su
utilizacion como sustrato energético se incrementa proporcionalmente a la intensidad

del ejercicio [42].

Se ha observado que el Ca?* liberado del reticulo sarcoplasmico y mitocondrias por
la hipoxia, influye en forma directa (union y fusion de vesiculas a la membrana
celular), o indirecta (a través de la activacion de PI-3K o de alguna isoforma de la
PKC) en la activacion y translocacion de las vesiculas portadoras de GLUT-4 vy la

captacién de glucosa [43,44].
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3) OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto cardioprotector de los compuestos 2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4-
nitrofenol (LQM-312) y del 4-tert-butil-2,6-bis(tiomorfolin-4-ilmetil)fenol (LQM-319)
mediante la captacion de glucosa en cardiomiocitos de rata hipertensa durante la
hipoxia, para determinar la activacion de los transportadores de glucosa Glut 1 y Glut
4.

3.2 Objetivos Particulares

e Generar el modelo de hipertension por medio de una dieta alta en NaCl.

e Caracterizar el modelo a través de la medicion de presion, recolecta de orina,
consumo de agua y comida.

e Determinar la respuesta metabdlica a la hipoxia en el modelo de hipertension,
a través del consumo de glucosa.

e Determinar que transportadores de glucosa, de los 2 a estudiar Glut 1 y Glut 4,
pueden ser responsables del consumo de glucosa durante la hipertension en
oxigenacion e hipoxia.

e Evaluar el consumo de glucosa en oxigenacion e hipoxia, con Captopril como
control positivo de un antihipertensivo.

e Determinar que transportadores de glucosa intervienen en el efecto del
Captopril.

e Evaluar la captacién de glucosa durante la oxigenacion e hipoxia en animales
controles tratados con los LQM-312 y LQM-319, e identificar la participacion
de los transportadores de glucosa del corazén Glut 1 y Glut 4.

e Evaluar la captacién de glucosa durante la oxigenacion e hipoxia en animales
hipertensos tratados con los LQM-312 y LQM-319, e identificar la participaciéon
de los transportadores de glucosa del corazén Glut 1 y Glut 4.
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4) HIPOTESIS

Los compuestos LQM-312 y LQM-319 presentan un efecto antihipertensivo; por lo
que tendran una accion cardioprotectora ya que al disminuir el desgaste del corazén
se regulariza el metabolismo cardiaco asi como la expresion de los transportadores

de glucosa Glut 1 y Glut 4.

5) METODOLOGIA

5.1 Animales: Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar de peso entre
300 y 400 gramos (g) de 6 meses de edad. La manipulacién de los animales,
utilizados en este trabajo, esta basada bajo las especificaciones del “Tratado de
Helsinki” el cual menciona que durante el proceso de investigacion, deben
considerarse especialmente los factores que puedan afectar al medio ambiente, y
debe respetarse el bienestar de los animales utilizados con fines de investigacion. Se
aliment6é a los grupos controles con alimento Lab Diet 5001 y agua ad libitum;
mientras a los animales hipertensos (HP) se les alimentd con una dieta rica en NaCl
(10% p/p), por 4 semanas; y agua ad libitum, para asi inducir la hipertension.
Ademas se mantuvieron en condiciones de limpieza y ciclos dia/noche en un bioterio

controlado.

5.2 Alimento con NaCl: Se moli6 muy finamente el alimento Lab Diet 5001,
agrego a éste por cada kilogramo 222 g de almidén, y se adicion6 un 10% (p/p) de
NaCl, se mezclé y agregdé agua hasta formar una pasta homogénea, se moldearon
formas cubicas pequefas similares a los nutricubos, y se dejaron secar éstas para

que endurecieran nuevamente.
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5.3 Medicidn de la Presidn Arterial: La presion arterial se midié en el
Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Cardiologia: Dr. Ignacio Chavez
en animales conscientes con el método del manguillo-cola. Las ratas se introdujeron
en una caja especial. La presion arterial sistolica, diastolica y frecuencia cardiaca se
obtuvieron mediante la colocacion de un sensor en la cola cada rata, el cual esta
conectado a un amplificador SPAM que convierte los impulsos provenientes del
animal en senales graficas que detecta la computadora con ayuda del software
SIEVART 1. Se calculd la media. Las grabaciones fueron tomadas de seis
determinaciones independientes, utilizando este software desarrollado en el Instituto

Nacional de Cardiologia Dr. Ignacio Chavez en el departamento de Instrumentacion.

5.4 Preparacion y administracion de los compuestos: 0.1 g de cada
compuesto (Captopril, LQM-312 y LQM-319),se diluyé en 300 uyL de HCI 0.1N
(Solucion A), ya que se buscaba obtener una dosis de 1 mg/kg de peso/dia, de
administracion via oral a las ratas; se tom6 0.1 mL de esta solucion y se llevd a
volumen de 0.3 mL con agua glucosada (Solucién B), y asi se administré a cada rata,
esa dosis por 7 dias. La concentracién final administrada del compuesto fue de 0.35
mg de compuesto/mL de solucion. Los compuestos se administraron para animales
controles después de medir la presion por 7 dias y para animales HP después de 4

semanas de dieta de sal y medicidn de la presion arterial igualmente por 7 dias.

5.5 Obtencion de Miocitos: Los animales se sacrificaron por decapitacion,
posteriormente se extrajeron los corazones de la cavidad toracica y se colocaron en
una solucién de Tyrode (Tyr) (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM,
Heparina, Glucosa 10 mM y CaCl; 1 mM) a 2° C burbujeada con gas carbdgeno 95%
02, 5% CO; (PO, 160 mm Hg-PCO, 21.3 mm Hg). Los corazones se montaron en un
sistema de perfusion retrograda tipo Langendorff y perfundieron durante 5 min con la
misma solucion a 37° C. La reperfusion retrégrada permite a la solucion deseada fluir
por las arterias coronarias e irrigar el tejido de la forma mas natural. Seguido de 5

min de otra solucion similar libre de calcio sin recircular. (Ver Figura 15)
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Figura 15. Sistema de Perfusién Retrégrada tipo Langendorff en corazén de rata. Imagen elaborada
por Rodrigo Gonzalez Teran y Nalleli Torres Gardufio.

Se continud la perfusién con una solucion de digestién (Tyrode con 0.03 % de
colagenasa tipo Il y 2% albumina sérica bovina) por 6 min en recirculacion. Los
corazones se quitaron del sistema de perfusion, se seccionaron los ventriculos, se
cortaron en pequefos trozos y se colocaron en la misma solucion de digestion a 37°
C por 7 minutos mas con agitacion suave, todo en oxigenacion. Se filtraron las
células dispersas a través de una malla de nylon de 200 um en tubos de plastico de
20 mL. Se centrifugaron los tubos (1500 rpm por 3 min) y retiraron los
sobrenadantes, las células se lavaron 3 veces mas resuspendiéndolas en Tyrode sin

Ca”" y después centrifugandolas. (Ver Figura 16)

<+—— Botdn de cardiomiocitos
(Células aisladas)

Figura 16. Cardiomiocitos de rata aislados. Imagen elaborada por Rodrigo Gonzalez Teran y Nalleli

Torres Gardunio.

44



UNAM

FES-CUAUTITLAN

5.6 Miocitos aislados tratados con los anticuerpos Anti-Glut 1 y

Anti-Glut 4 en oxigenacion e hipoxia: Se colocaron aproximadamente 4X10*
células o 100 mg de tejido fresco en tubos Eppendorff; y se afiadieron 200 yL de
cada una de las siguientes soluciones: A)Solucion de Tyrode, B) Soluciéon Tyr con
Anticuerpo (Ab) policlonal contra el transportador Glut 1 diluciéon 1:1000 y C) Solucion
Tyr con Ab policlonal contra el transportador Glut 4 dilucién 1:10,000; todas estas
soluciones se incubaron por una hora para cada condicion (oxigenacion, hipoxia).
Para los grupos oxigenados (+0O3) se burbujed la solucién con carbégeno 5% O, 5%
CO; (PO; 160 mm Hg-PCO, 21.3 mm Hg) por 5 min, para la hipoxia (-O;) se
burbujearon las soluciones con Nitrégeno 95% N2, 5% CO; (PO2 21.3 mm Hg-PCO,

27.3 mm Hg) por 5 min.

En la tabla 5 se muestran todos los grupos experimentales.

Tabla 5. Grupos Experimentales

Grupos Control

Grupos Hipertensos (HP)

Control

Ac) Captacion de glucosa con Tyrode (Tyr)
en condiciones control en oxigenacion (Oy).
B¢) Efecto de la hipoxia (N) en la captacion
de glucosa.

Cc) Efecto  del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de O,.

D) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de N,.

Control HP

Aup) Captacion de glucosa con Tyr en
condiciones control en O,.

Bup) Efecto de la N, en la captaciéon de
glucosa.

Cwe) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de O..

Dup) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de N,.

Captopril

Captopril

Ec) Captacion de glucosa con
condiciones control en O..

Fc) Efecto de la N, en la captacion de
glucosa.

G:) Efecto del bloqueo de |los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacién de

Tyr en

HP-Captopril

Enp) Captacién de glucosa con Tyr en
condiciones control en O,.

Fup) Efecto de la N, en la captacion de
glucosa.

Gwp) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacién de
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glucosa en condiciones de O,.
Hc) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacién de
glucosa en condiciones de N,.

LQM-312

Ic) Captaciéon de glucosa con Tyr
condiciones control en O,.

Jc) Efecto de la N, en la captacién de
glucosa.

Kc) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacién de
glucosa en condiciones de O,.

L) Efecto del bloqgueo de |los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacién de
glucosa en condiciones de N..

en

LQM-319

Mc) Captacion de glucosa con
condiciones control en O,.

Nc) Efecto de la N, en la captacion de
glucosa.

Oc) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de O..

Pc) Efecto del Dbloqueo de |los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de N,.

Tyr en

glucosa en condiciones de O,.
Hyp) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de N,.

LQM-312

HP LQM-312

lup) Captacion de glucosa con Tyr en
condiciones control en O,.

Jup) Efecto de la N, en la captacion de
glucosa.

Kuw) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de O..

Lwp) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de N,.

LQM-319

HP LQM-319

Mye) Captacion de glucosa
condiciones control en O,.

Nyp) Efecto de la N, en la captacion de
glucosa.

Owp) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captaciéon de
glucosa en condiciones de O..

Pup) Efecto del bloqueo de los
transportadores de glucosa: Glut 1 (1:1000)
y Glut 4 (1:10,000) en la captacion de
glucosa en condiciones de N,.

con en
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5.7 Medicion de la captacion de glucosa: Al terminar los 60 min de
incubacion, se centrifugaron las células a 1500 rpm durante 2 min y se tomaron 2 L
de sobrenadante y se depositaron en cada pozo de una placa de ELISA, se
agregaron 200 uL de reactivo de Trinder 100, para leer posteriormente en el equipo:
BIORAD-Benchmark Plus. El principio del reactivo Trinder 100 es debido a la enzima

glucosa oxidasa por medio de la siguiente reaccion:
A) Glucosa + H,0 + O, — Acido Glucénico + H;0;

B) H,0, + 4-Aminoantipirina + Sulfonato p-Hidroxibenceno — Colorante

Quinoneimina + H,0O

La reaccion A se cataliza con glucosa oxidasa y la reaccion B con peroxidasa, la
glucosa se oxida a acido gluconico y peréxido de Hidrogeno debido a la glucosa
oxidasa. El peréxido reacciona con la peroxidasa y la 4-Aminoantipirina y el Sulfonato
p-Hidroxibenceno para formar un colorante, el cual tiene su maxima absorbancia a
505 nm. La intensidad del color producido es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa. La sensibilidad nos dio un cambio en la absorbancia de
0.003 que corresponde a 2 mg/dL en la concentracién de glucosa y posee una
linealidad de hasta 750 mg/dL.

5.8 Analisis Estadistico: Para facilitar el analisis de los resultados, estos se
expresaron como ug de glucosa/ g de tejido fresco/ h. Se calculé el porcentaje de
cada experimento individual y se sacd el promedio y los errores estandar de los
experimentos. Las diferencias estadisticamente significativas se analizaron utilizando
un analisis de varianza de una via se considerd estadisticamente significativo cuando
la P<0.05 una prueba de t de Student pareada considerando estadisticamente

significativo cuando p<0.05 y n=20.
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6) RESULTADOS

6.1 Modelo de HP: A Ias ratas de 1 mes de tratamiento con dieta de sal, se les

midio6 el peso final, consumo de agua y comida, y orina excretada. Los resultados

se muestran en la tabla No. 6:

Tabla 6. Modelo de Hipertension

Parametros ANIMALES ANIMALES HP
CONTROL
PESO Peso Peso Peso Peso
(9) Inicial Final Inicial Final
278.33 2975 25041 2725
CROQUETAS 22.47 23.46
(9)
AGUA (mL) 34.44 128.85*
ORINA (mL) 3.76 24.08*

*= Indica una diferencia significativa contra su control. Valor promedio de una n=20, p<0.01.

En la tabla 6 se observan los parametros que caracterizan el modelo de sal para

producir hipertension, se puede ver que no se modifica: el peso, consumo de

croquetas, pero si el consumo de agua y orina ya que los valores se triplican.

En la grafica 1 y 2 se muestran las presiones promedio tanto sistélica como diastdlica

y frecuencia cardiaca de animales durante el tratamiento con la dieta de sal, por 4

semanas y por 4 semanas sin la dieta.
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Grafica 2. Frecuencia Cardiaca durante el tratamiento con la dieta de sal, por 4 semanas y por 4

semanas sin la dieta.
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Se les midi6 la presion a lo largo del tratamiento y después de una semana del

tratamiento con los compuestos (Captopril, LQM-312 y LQM-319). (ver Grafica 3)

Grafica 3. Presiones Sistdlicas de los diferentes grupos experimentales (mm Hg). vp<0.05
comparado contra su control.
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6.2 Efecto de la HP en la captacion de glucosa de cardiomiocitos
Animales Control

El consumo basal de los cardiomiocitos es de 2.13+0.12 ug de Glucosa/ gr de Tejido
Fresco/ hora; cuando se sometieron a condiciones de hipoxia aument6 a 2.80+0.13
Mg de Glucosa/ gr de Tejido Fresco/ hora, o sea un 31.35% mas. (Ver Grafica 4)
Animales Hipertensos

Las células cardiacas de animales HP consumen 2.41+0.25 pg de Glucosa/ gr de
Tejido Fresco/ hora, aumentando 0.40% respecto a su control, sin ser
estadisticamente significativos, al exponerlos a la hipoxia no se ven cambios
metabdlicos dados por esta condicion; por lo que tienen el mismo consumo. (Ver
Grafica 4)

Grafica 4. Efecto de la hipoxia en la captaciéon de glucosa de cardiomiocitos de rata hipertensa.
#p<«0.05 contra el control oxigenado.
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6.3 Participacion de los transportadores de glucosa (Gluts) en la

captacion de glucosa de cardiomiocitos de rata hipertensa.

Para probar la participacion de los dos transportadores de glucosa del corazén, las
células fueron tratadas con Tyrode en la presencia de anticuerpos policlonales que
reconocen el dominio extracelular de los transportadores.

Animales Control

Cuando las células fueron tratadas con Tyrode en oxigenacion, la captacion de
glucosa fue bloqueada con el anticuerpo anti-Glut 1, sin que el anticuerpo anti-Glut 4
tuviera efecto. Durante la hipoxia hubo un bloqueo significativo de la captacion de
glucosa tanto con el anticuerpo anti-Glut 1 como con el anticuerpo anti-Glut 4. (Ver
Grafica 5)

Animales Hipertensos

En células de animales hipertensos, en condiciones de oxigenacion la captacion de
glucosa se vio bloqueada por ambos anticuerpos (anti Glut-1 y anti Glut-4) asi como

en hipoxia. (Ver Grafica 5)

Grafica 5. Participacién de los Transportadores de Glucosa (Gluts) en la captacion de glucosa de
cardiomiocitos de rata hipertensa. #p<0.05 contra el control oxigenado y p«0.05 comparado con su
control de Tyrode.
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6.4 Efecto del captoprii en la captacidn de glucosa de
cardiomiocitos de rata control e hipertensa y la participacion de

los Gluts

Animales Control

En animales sanos tratados con captopril, se observdé una disminucion en la
captacion de glucosa, tanto en oxigenacion como en hipoxia, y una diferenciacion en
el comportamiento por parte de los anticuerpos contra Glut 1 y Glut 4, bloqueando a
los 2 transportadores. Al someterlos a condiciones de hipoxia aumenta la captacion
en un 29.26% con respecto a su control, y la captacion de glucosa se ve bloqueada

significativamente por los anti-Glut 1 y anti-Glut 4. (Ver Grafica 6 Panel A)

Animales Hipertensos

En animales hipertensos tratados con captopril la captacién de glucosa no fue muy
diferente en oxigenacion, y ademas se puede ver un bloqueo mas significativo por
parte de los anticuerpos anti-Glut 1 y anti-Glut 4. Durante la hipoxia se ve aumentada
la captacion de glucosa; los anticuerpos bloquearon tanto al Glut 1 como al Glut 4.
(Ver Gréafica 6 Panel B)
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Grafica 6. Panel A: Efecto del captopril en la captacion de glucosa de cardiomiocitos de rata control. #p«0.05 contra el control oxigenado, ¢p«0.05
comparado con su control de Tyrode y ¥p«0.05 comparando tratamiento. Panel B: Efecto del captopril en la captacién de glucosa de
cardiomiocitos de rata Hipertensa. #p<0.05 contra el control oxigenado y ¢p«0.05 comparado con su control de Tyrode y ¥p«0.05 comparando
tratamiento.
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6.5Efecto del LQM-312 en la captacion de glucosa de cardiomiocitos

de rata control e hipertensa y la participacién de los Gluts

Animales Control

En animales sanos tratados con el farmaco LQM-312; se disminuyé la captacion de
glucosa en oxigenacién, ademas podemos observar un bloqueo en la captacion de
glucosa por el anti-Glut 1 y por el anti-Glut 4, cuando sometimos a hipoxia se observé
aumentada la captacién de glucosa, e igualmente vemos bloqueados tanto el Glut 1
como el Glut 4 por los anticuerpos, aunque el comportamiento metabdlico es muy

parecido en oxigenacion e hipoxia. (Ver Grafica 7 Panel A)

Animales Hipertensos

En animales hipertensos y tratados con el farmaco LQM-312; disminuye la captacion
de glucosa, y se ve un bloqueo significativo de los transportadores Glut 1 y 4 por los
anticuerpos, en condiciones oxigenadas. En estado de hipoxia la captacion de
glucosa es significativa, pero los anticuerpos bloquean nuevamente a los

transportadores de glucosa. (Ver Grafica 7 Panel B)
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Gréfica 7. Panel A: Efecto del LQM-312 en la captacién de glucosa de cardiomiocitos de rata control #p<0.05 contra el control oxigenado, ep<0.05

comparado con su control de Tyrode. Panel B: Efecto del LQM-312 en la captacion de glucosa en cardiomiocitos de rata hipertensa #p<0.05
contra el control oxigenado, ep«0.05 comparado con su control de Tyrode y ¥p«0.05 comparado tratamiento.
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6.6 Efecto del LQM-319 en Ila captacion de glucosa de
cardiomiocitos de rata control e hipertensa y la participacién de

los Gluts.

Animales Control

En animales sanos administrados con el compuesto LQM-319 podemos observar
que se disminuye la captacién de glucosa en un 45.07%, con un bloqueo muy amplio
por parte de ambos anticuerpos en oxigenacion. En situacidon de hipoxia la captacion
de glucosa aumenta, los transportadores de glucosa se ven bloqueados por los

anticuerpos contra Glut 1 y Glut 4. (Ver Grafica 8 Panel A)

Animales Hipertensos

En animales hipertensos mas el tratamiento con el farmaco LQM-319 la captacion de
glucosa en condiciones de oxigenacion disminuyo respecto a su control en un
47.30% y podemos ver un bloqueo total por parte del anti-Glut 1 para el
transportador, aunque también el Glut 4 se muestra bloqueado por el anticuerpo,
pero en menor medida. En la hipoxia aumenta la captacion siendo estadisticamente
significativas para el control, en cuanto a los transportadores de glucosa podemos
decir que se ven bloqueados por el anticuerpo pero en mucha menor proporcion que

en condiciones de oxigenacion, en ambos transportadores. (Ver Grafica 8 Panel B)
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Grafica 8. Panel A: Efecto del LQM-319 en la captacién de glucosa de cardiomiocitos de rata control #p<0.05 contra el control oxigenado, ¢p<0.05
comparado con su control de Tyrode y ¥p<«0.05 comparando tratamiento. Panel B: Efecto del LQM-319 en la captacién de glucosa de
cardiomiocitos de rata hipertensa #p<0.05 contra el control oxigenado, ep«0.05 comparado con su control de Tyrode y ¥p«0.05 comparando
tratamiento.
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7) DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo muestra como los compuestos LQM-312 y LQM-319 benefician al
corazon de rata de su deterioro durante la hipoxia. Se analizé su accién como
antihipertensivos, tomando al captopril como control positivo, ademas se evaluo la
captacion de glucosa por sus células aisladas y la participacion de los
transportadores de glucosa.

La hipertension es una enfermedad de alta incidencia en la poblacién mexicana, por
lo cual se buscan nuevos compuestos, con actividad antihipertensiva que posean
menos efectos secundarios, ademas de acciones benéficas para el corazon. En la
FES-Cuautitlan en el Laboratorio de Quimica Medicinal, se han sintetizado una serie
de moléculas provenientes de la changrolina (primer antimalarico) y se han sustituido
partes de la molécula original, dando pie a nuevos compuestos (LQM’s) los cuales en
otros estudios han demostrado distintas propiedades como antihipertensivos o
antiarritmicos; los LQM-312 y LQM-319 fueron utilizados en esta tesis por sus
caracteristicas hipotensoras, antihipertensivas y vasodilatadoras.

En las ratas hipertensas por sal, se observd que la dieta de sal no modifica valores
como la cantidad de alimento consumido, ni el peso final del animal; contrariamente
si modifica los valores de agua y orina, ya que ambos valores se ven triplicados con
respecto a animales sanos. Cabe mencionar que se observdé un cambio en el
comportamiento de los animales aumentando su agresividad, al final del mes de
administracién de dieta.

En la primera semana de administracién de dieta, se observa una depresion en el
valor de presidon, esto puede explicarse por un mecanismo de compensacién por
parte del animal [45]. Sin embargo, la PA comienza a aumentar paulatinamente
conforme el tiempo.

Se tomo la presion cada semana, e inicial, y a los quince dias, pero solo el 50% de la
poblacion era hipertensa, por lo que se decidié prolongar el tratamiento a un mes. Al
mes de tratamiento y evaluando todos los animales, se puede decir que la tercera
semana es la que manifiesta un pico mas alto de presion, sin embargo se sigue

manteniendo alta hasta el final.
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A otro grupo experimental que no se uso para los experimentos, se le retird la dieta
de sal al mes de administrarla, para ver si se mantenian en hipertension, y asi fue.
Sin embargo no presentaron dafos histolégicos ni en rindn ni en corazén. Cabe
mencionar que tal vez se deba al poco tiempo de la dieta de sal siendo éste muy
corto para provocar hipertensién cronica, este tratamiento se puede prolongar
disminuyendo el porcentaje de sal en la dieta, ya que es muy alto el 10% de sal, y de
seguir con la administracion de ésta el animal presenta alteraciones como pérdida en
la movilidad de sus extremidades, mayor agresividad y en casos aislados la muerte.
Asi que se puede decir que el modelo de sal es efectivo para provocar hipertension,
aunque para producir hipertensién crénica por lo que suponemos se necesita un
porcentaje aproximado del 6-7% de NaCl.

Los valores de frecuencia cardiaca, no sufren cambios significativos a través del
tratamiento. En la semana 1 del tratamiento hay un alza de la FC, esto se debe a la
manipulacion de los animales aumentando su nivel de estrés y por consiguiente sus
niveles de FC, estos disminuyen conforme los animales se van acostumbrando a la
manipulacion y al proceso de medicidn de presion arterial. Podemos decir que solo la
dieta de sal modifica la presion, pero no la FC.

De los compuestos utilizados como antihipertensivos se obtuvo la mejor respuesta a
través del Captopril. Este medicamento se sabe que actia mediante la via de
renina-angiotensina-aldosterona, inhibiendo a la enzima Convertidora de
Angiotensina (ECA) [13]. Los otros dos compuestos LQM-312 y LQM-319 también
tienen un buen poder hipotensor, pero no tan bueno como el Captopril. Podemos
suponer que éstos actuan por la misma via puesto que tienen un comportamiento
similar.

En los experimentos realizados en miocitos aislados, se observé una captura
significativa de glucosa, tanto en condiciones de oxigenacién como de hipoxia. Esta
no fue tan alta como lo reportado por Probs y col [46] pero similar a lo hallado por
Cartee y col. [47]. La captacion aumentd significativamente durante la hipoxia, como
ha sido previamente reportado por Kao y col. [48] y Opie [49].

La utilizacion de carbohidratos y acidos grasos esta regulada por las tasas de

consumo Yy produccion de componentes de alta energia en el musculo cardiaco. Los
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acidos grasos son el sustrato principal del metabolismo cardiaco, cuando los niveles
circulantes de glucosa se elevan en el estado postpandrial, la contribucion de la
glucosa al metabolismo oxidativo puede convertirse en el dominante [50]. Se ha
calculado que el requerimiento energético cardiaco que no es cubierto por los acidos
grasos se satisface en proporciones iguales por la glucosa y el lactato [50].

El corazén es un organo que responde a una deficiencia de flujo sanguineo,
aumentando su utilizacion energética [6]. Y es durante la hipoxia donde el
metabolismo cardiaco cambia de ser dependiente de acidos grasos a carbohidratos.
La captacion de glucosa en animales control aumenta significativamente en la
hipoxia, no siendo asi en animales HP. La captacion de glucosa basal en HP es
ligeramente mayor solo en un 0.40%; ya su metabolismo anaerobio se encuentra
activado desde que esta en condiciones de oxigenacion. En los resultados no hay
diferencia significativa pero si la tendencia a consumir mas glucosa en HP.

Se conocen varios factores que incrementan el transporte de glucosa en el musculo
cardiaco, como la actividad metabdlica y funcional de la célula, cambios en la
disponibilidad de sustratos, entre ellos los acidos grasos y el ejercicio; ademas los
transportadores participan en el aumento del consumo de glucosa.

Cuando se realizaron los experimentos para ver la participacion de los
transportadores de glucosa, se observé que en animales control en condiciones de
oxigenacion Glut 1 es el responsable del consumo basal de glucosa, como se ha
reportado en estudios [30]; sin embargo Glut 4 no participa. En condiciones de
hipoxia ambos transportadores de glucosa participan. Contrariamente en animales
HP, ambos transportadores participan tanto en oxigenacion como en hipoxia. Esto
podria deberse al estado de emergencia en el que se encuentra el corazén, y como
existe un trabajo excesivo aumenta la expresion de Glut 4 independientemente de la
condicidn de oxigenacion en la que se encuentre.

La hipoxia recluta a los transportadores de glucosa Glut 4 de unas vesiculas
intracelulares hacia la membrana de la célula favoreciendo la entrada de glucosa a
las células de corazén de rata [37]. También induce de manera crénica la expresion
de ARNm del Glut 1 en miocardio [38]. Los resultados obtenidos apoyan la

participacion del Glut 4 en la hipoxia, ya que se encontré que la presencia de los
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auticuerpos anti-Glut 4, durante la incubacién en condiciones de hipoxia, bloquearon
la entrada de glucosa. Aunque también se presenté un bloqueo de la captura
mediada por el Glut 1, esto debido a que el transportador ya existe de manera basal
en el tejido.

El Captopril en animales control disminuye en un 23.00% la captacion de glucosa,
siguiendo el comportamiento de captacion de glucosa en la hipoxia. En cuanto a los
transportadores de glucosa, estudios indican que el Captopril produce una expresion
de Glut 4, explicando porque éste se encuentra activo en condiciones de
oxigenacion, y su captacion en hipoxia [52]. En animales HP tratados con Captopril,
vemos una tendencia al disminuir el consumo sin ser significativa; sin embargo el
Captopril revierte la no respuesta a la hipoxia durante la HP, quizas mejorando el
metabolismo. Ademas aumenta, sobre todo en hipoxia, la captacion de glucosa por
parte de los Gluts 1 y 4, ya que estan activados. Es importante observar que el
Captopril regula el metabolismo cardiaco.

La captacion de glucosa del LQM-312 es muy parecida a los animales control; sin
embargo al igual que el Captopril, ya se observa la participacion de los 2
transportadores desde la oxigenacion y con una respuesta muy similar durante la
hipoxia. En animales HP tratados con el farmaco, se observa una reduccién muy
significativa del consumo basal y una clara respuesta en la hipoxia, con la
participacion de los 2 transportadores, tanto en oxigenacion como en hipoxia,
pudiéndose decir que el efecto cardioprotector es evidente.

Cuando se utilizo el farmaco LQM-319, se observo que disminuye la captacion en
animales controles, y si hubo participacion de los dos transportadores, siendo muy
parecido al LQM-312 y al Captopril. En los animales HP tratados con el farmaco
disminuye la captacion de glucosa y de igual manera ambos transportadores se
encuentran activados, pero se ve claramente que el Glut 1 tiene una mayor
respuesta metabdlica que el Glut 4 en la oxigenacion. Debido posiblemente a que los
compuestos administrados pueden presentar actividad en el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, como se ha demostrado anteriormente ya que estos
tienden a expresar glut 4 independientemente de la accidon de la insulina en los

musculos y masa renal [53].
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En condiciones de hipoxia en las células tratadas con los compuestos LQM-312,
LQM-319 y Captopril, la glucosa entra a la célula utilizando los transportadores Glut 1
y 4, los cuales pudieran estar incrementados en numero por la accion de la
hiperglucemia; aportando el sustrato necesario como combustible.

Cuando se utilizaron los anticuerpos contra los transportadores de glucosa 1y 4 de
animales HP, tratados con los compuestos y el Captopril, se encontré que los dos
participaban en sus efectos benéficos en la hipoxia, ya que existen reportes de que la
hipoxia [37] genera un mayor numero de transportadores Glut 4.

Los compuestos LQM-312 y LQM-319 ayudan al corazén en la hipoxia disminuyendo
el dafo y previniendo el futuro deterioro celular; esto debido a que utilizan los
transportadores de glucosa Glut 1 y Glut 4, provocando una aceleracién de la unica

via que puede utilizar para obtener ATP durante la hipoxia.
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8) CONCLUSIONES

Se provoco hipertension a las ratas a través del modelo de dieta alta en NaCl,
ademas de la estandarizarizacion de este modelo.

Se logré evaluar el efecto cardioprotector de los compuestos LQM-312 y LQM-
319 en cardiomiocitos de rata hipertensa durante la hipoxia. Captopril, LQM-
312 y LQM-319 tienen el mismo efecto en condiciones normales o sanas,
promoviendo una mejor captacion de glucosa mediada por los dos
transportadores estudiados.

En el caso de animales hipertensos el Captopril es el que mejor efecto
hipotensor tiene y a pesar de su actividad Glut 4, su transporte se da
principalmente por Glut 1.

El LQM-312 se observo que el Glut 4 participa mayormente que el Glut 1.

En el caso de LQM-319 en la oxigenacién es el Glut 1 quien participa
mayoritariamente, mientras que en la hipoxia son los dos transportadores los
encargados de rescatar al corazén.

Los compuestos LQM-312 y LQM-319 tienen un buen efecto como
antihipertensivos ademas de activar a los transportadores de glucosa 1y 4

regulando el metabolismo cardiaco.

9) PROYECCIONES

Este trabajo apoya el uso de los compuestos LQM-312 y LQM-319 en la

clinica, como antihipertensivos promotores de la cardioproteccion.
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