Articulo original Rev Hosp Jua Mex 2013; 80(4): 235-242
Cardiologia

-]
<
a
o
o
o
Z]

D

Posible mecanismo involucrado en
el efecto vasodilatador inducido por
fenproporex en anillos adrticos de rata

Jorge Skiold Lépez-Canales,*** Jair Lozano-Cuenca,** Rall Morin-Zaragoza,***
JesUs Eduardo Rodriguez-Almaraz,* Oscar Alberto Lopez-Canales,* Carina Ruiz-Frutos,”
Juan Daniel Rodriguez Chorefno,*** Ignacio Valencia-Herndndez*

RESUMEN

El fenproporex, un farmaco supresor del hambre, induce relajacion en anillos aérticos de rata precontraidos con fenilefrina;
sin embargo, ningln estudio ha reportado los mecanismos involucrados en este efecto relajante. Por consiguiente, este
estudio investigé los mecanismos involucrados en el efecto vasodilatador del fenproporex bajo condiciones experimen-
tales diferentes (con o sin endotelio, y en la presencia o ausencia de diferentes bloqueadores/inhibidores). El fenproporex
a concentraciones de 10°-10° M indujo relajacién dependiente de la concentracién en los anillos aérticos de rata
precontraidos con fenilefrina, los cuales: a) No se afectaron con 10° M de indometacina, 3.1 x 107 M de glibenclamida,
107 M de apamin o caribdotoxina 107 M. b) Significantemente atenuado por 10> M cicloheximida, 10> M L-NAME, 10 TEA
y la combinacién de caribdotoxina + apamin, y c) Bloqueada por la remocion del endotelio. Estos resultados sugieren
que los efectos vasodilatadores del fenproporex en los anillos aérticos de rata precontraidos con fenilefrina, involucran la
estimulacién de mecanismos genémicos, liberacion endotelial de 6xido nitrico y estimulacion de los canales de potasio
de tipo K , y en un menor grado canales de SK__, IK_ y BK_ .

Palabras clave: Farmacologia cardiovascular, fenproporex, obesidad, aorta de rata, 6xido nitrico, canales de potasio.
ABSTRACT

Fenproporex, an appetite-suppressant drug, induces relaxation on phenylephrine-precontracted rat aortic rings, but no
study has reported the mechanisms envolved in this relaxant effect. Hence, this study has investigated the mechanisms
involved in the vasorelaxant effect of fenproporex under several experimental conditions (with or without endothelium,
and in presence or absence of several inhibitors/blockers). 10°-10° M fenproporex induced concentration-dependent
relaxations on phenylephrine-precontracted rat aortic ring, which were: a) Unaffected by 10> M indomethacin, 3.1 x 107
M glibenclamide, 107 M apamin or charybdotoxin 107 M. b) Significantly attenuated by 10> M cycloheximide, 10° M
L-NAME, 10mM TEA and the combination charybdotoxin + apamin; and c) Blocked by endothelium removal. These
results, taken together suggest that the relaxants effects of fenproporex on phenylephrine-precontracted rat aortic rings
involve stimulation of genomic mechanisms, endothelial release of nitric oxide and stimulation of K -, and to a lesser extent,
SK.- IK.-and BK_- channels.

Key words: Cardiovascular pharmacology, fenproporex, obesity, rat aorta, nitric oxide; potassium channels.

INTRODUCCION con varias comorbilidades, dentro de las cuales se encuen-

tran la diabetes mellitus, hipertensién arterial y enferme-

Actualmente, la obesidad es un problema global aso- dades cardiovasculares.! Se encuentran disponibles distin-
ciado con el estilo de vida moderno y esta correlacionado  tas terapias farmacoloégicas para el tratamiento de la
obesidad, como farmacos supresores del hambre, inhibi-
dores de la lipasa pancredtica, agentes termogénicos, pro-
*  Seccion de Estudios de Posgrado e Investigacion, Escuela Superior de Medicina, IPN. ductos dietéticos, entre otros.2 Sin embargo, el tratamiento

**  Departamento de Biologia Celular, Instituto Nacional de Perinatologia. K , ,
*+#Productos Medix S A. de C.V. de la obesidad es un desafio dentro de la farmacologia, ya
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que algunos farmacos antiobesidad producen efectos cola-
terales.! En este sentido, los farmacos serotoninérgicos su-
presores del hambre, la fenfluramina y la dexfenfluramina
fueron retirados del mercado por contar con dos complica-
ciones cardiopulmonares importantes: hipertension pulmo-
nar primaria y regurgitacién aértica.® El mecanismo por el
cual estos farmacos desarrollaron enfermedad valvular es
especulativo y puede estar relacionado con sus propieda-
des agonistas serotoninérgicas. Se encontraron caracteristi-
cas ecocardiograficas que son similares a la enfermedad
carcinoide cardiaca y a valvulopatia asociada con el uso de
ergot.* La sibutramina, otro supresor del hambre, fue retira-
do del mercado, por diversos eventos cardiovasculares que
fueron notificados (hipertension, taquicardia, arritmias,
infarto al miocardio). Los efectos cardiovasculares de la
sibutramina son complejos e involucran su capacidad de
ser combinados con inhibidores de la recaptura de norepi-
nefrina y serotonina en los sistemas nervioso central y ner-
vioso autondmico.?

Los efectos cardiovasculares de la fenfluramina, dexfen-
fluramina y sibutramina fueron determinados en varios es-
tudios experimentales in vivo e in vitro, en los cuales:

e Lafenfluramina produjo hipotermia asociada a dilata-
cion cutanea en larata.®

e la (+)-norfenfluramina, un metabolito de la fenflura-
mina, produce contraccién dependiente de la concen-
tracién en la aorta toracica y en las arterias mesentéri-
cas en ratas y ratones.” 8

e Ladexfenfluraminay nordexfenfluramina, el principal
metabolito de la dexfenfluramina, produce vasocons-
triccién en el pulmén perfundido y aislado de la rata 'y
en las arterias pulmonares aisladas.’

e ladexfenfluramina eleva la presién arterial sistémica al
inhibir los canales de potasio en las células de musculo
liso vascular de ratas.'

e Lasibutramina causo un efecto presor y taquicardico en
las arterias celiacas y mesentéricas, asi como vasodila-
tacion hiperémicaen larata.”

Por otro lado, el fenproporex es un supresor del
hambre utilizado para el tratamiento del sobrepeso y la
obesidad, y su mayor metabolito, la anfetamina, un esti-
mulante del sistema nervioso central.’? Fenproporex es un
farmaco derivado de la feniletilamina, cuya eficacia
anorexigénica ha sido asociada con propiedades estimu-
lantes centrales y periféricas marcadas.' Hay evidencia
que sugiere que el fenproporex podria estar implicado en
el desarrollo de efectos adversos pulmonares y cardiacos,
ya que el fenproporex incrementa los niveles plasmaticos
de serotonina.’™ No obstante, estudios preliminares de

236

Lopez-Canales JS y cols. Efecto vasodilatador inducido por fenproporex.

nuestro laboratorio mostraron que el fenproporex produce
relajacion en los anillos adrticos de ratas precontraidos
por fenilefrina y hasta ahora, para nuestro conocimiento,
el dltimo hallazgo es una propiedad cardiovascular
experimental del fenproporex que permanece sin explorar.
En este sentido, el presente estudio expone la evaluacion
de los mecanismos involucrados en el efecto relajante
inducido por el fenproporex en anillos aérticos de rata
precontraidos con fenilefrina.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Los experimentos fueron realizados en anillos aislados
tomados de aortas toracicas de ratas Wistar machos (ran-
go de peso corporal 250-300 g). Los animales se obtuvie-
ron de nuestro propio bioterio y tuvieron acceso libre a
comida y agua antes de los experimentos; asimismo, fue-
ron colocados en cajas de plastico a una temperatura con-
trolada (22 + 2 °C, 50% humedad) en un ciclo luz-obs-
curidad de 12:12 h (con luz, iniciando a las 7:00 a.m.).
Adicionalmente, el estudio fue aprobado por el Comité
de Cuidado Animal de la Escuela Superior de Medicina,
en acuerdo con el Acta de los Animales de 1986 (Proce-
dimientos cientificos) del parlamento del Reino Unido
(A(SP)A86).1>

Preparacion de
los anillos adrticos

Después de sacrificar al animal por dislocacion cervi-
cal, se extrajo la aorta toracica e inmediatamente después
se coloco en solucion Krebs (ver composicién méas ade-
lante) bajo oxigenacién constante con carbégeno (5% CO,
y 95% O,) y se eliminé el tejido conectivo circundante.
Tomando como referencia el diafragma, se separaron los
segmentos toracico y abdominal de la aorta y cada uno de
ellos se cort6 en anillos de aproximadamente 5 mm de
ancho. Posteriormente, se colocaron en camaras para or-
gano aislado conteniendo 10 mL de solucién Krebs-bicar-
bonato con la siguiente composiciéon (mM): NaCl 118,
KCl 4.7, KH PO, 1.2, MgSO, 7H O 1.2, CaCl, 2H 0 2.5,
NaHCO, 25, dextrosa 11.7 y edetato disodico y célcico
0.026. Las camaras para 6rgano aislado mantuvieron la
solucién a una temperatura constante a 37 °C, un pH 7.4
y burbujeada constante con una mezclade 95% O,y 5%
CO,. Los anillos se montaron en dos ganchos de acero
inoxidable, uno de los cuales se fijé al fondo de la cama-
ray el otro a un transductor de tension Grass FTO3 que se
conecta a un poligrafo modelo 7D (Grass Instrument Co.,
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Quincy MA, USA), el cual fue usado para medir la ten-
sion isométrica desarrollada por los anillos aorticos. A
los anillos se le dio una tensién inicial de 2 g y se les
dej6 estabilizar por un periodo de 2 h, durante el cual
cada 30 min se expusieron a fenilefrina (10 M) para pro-
bar la viabilidad del tejido mediante la induccion de una
respuesta contractil. Posteriormente, se lavo el tejido tres
veces con solucion de Krebs para recuperar el nivel basal
de tension. A algunos anillos se les retiré el endotelio,
frotandolos gentilmente sobre el borde estriado de unas
pinzas de diseccion. Para determinar si se removié ade-
cuadamente el endotelio, después de precontraer con fe-
nilefrina, se agregé acetilcolina (10° M). La remocién del
endotelio se corroboré mediante la ausencia de efecto
relajante.

Farmacos

Todos los farmacos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis MO, EUA). El fenproporex fue proporciona-
do por Productos Medix, S.A. de C.V.

Protocolo experimental

Para determinar los mecanismos involucrados en el
efecto relajante inducido por el fenproporex en los ani-
llos adrticos de rata precontraidos por fenilefrina, se
formaron dos grupos de experimentos bajo varias con-
diciones experimentales.

En el primer grupo de experimentos, después de la
contraccién sostenida de los anillos aérticos con o sin
endotelio inducida por fenilefrina 10° M, el fenpropo-
rex fue anadido de manera acumulativa (10°-10" M).
La tension fue expresada como un porcentaje de con-
traccién inducido por fenilefrina. La fenilefrina alcan-
z6 una contraccién sostenida después de 20 min. Des-
pués de esto fueron afadidas concentraciones
acumulativas de fenproporex en intervalos de aproxi-
madamente 20 min.

En el segundo grupo de experimentos, después de la
contraccién por fenilefrina (ver el primer grupo de ex-
perimentos), fueron inducidas respuestas vasodilatado-
ras al fenproporex en los anillos adrticos en presencia 'y
ausencia de:

e 10°Mde L-NAME (un inhibidor no selectivo de la ON
sintasa).

e 3.1 x 107 M de glibenclamida (un bloqueador de los
canales de K* sensible a ATP; K, ).

e 102de TEA (un bloqueador de los canales de K+ activa-
dos por voltaje no especifico).
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e 107 M de apamin (un bloqueador de los canales de K+
activado por Ca2* de baja conductancia; SK ).

e 107 M de caribdotoxina (un bloqueador de los canales
de K* activado por Ca?* de conductancia intermediay
alta; IK_, y BK_).

107 M de apamin + 107 M caribdotoxina.
10° M de indometacina (un inhibidor de la sintesis de
prostaglandinas).

e 10° M de cicloheximida (un inhibidor de la sintesis de
proteinas).

Los segmentos de aorta de rata fueron preincubados con
inhibidores o bloqueadores por 30 min.

Analisis estadistico de los datos

Los datos fueron presentados como medias +
SEM. En todos los experimentos, n es igual al nu-
mero de animales de los cuales fueron obtenidos
los segmentos aorticos (seis en cada caso). El efec-
to relajante del fenpreporex en los segmentos aor-
ticos precontraidos por fenilefrina fue analizado
utilizando mediciones de anélisis y varianza, en
repetidas ocasiones. Finalmente, el efecto del in-
hibidor/bloqueador en el efecto relajante del
fenproporex se analizé utilizando un analisis de
varianza de dos vias para medidas repetidas. Cada
analisis de varianza fue seguido por una prueba de
Student-Newman-Keuls. La significancia estadfsti-
ca fue aceptada a P <0.05.'° El andlisis estadisti-
co fue realizado en el programa SigmaPlot (systat
software Inc.; San José, CA, EUA).

RESULTADOS

Efecto vasodilatador
del fenproporex

Después de la contraccion sostenida inducida por feni-
lefrina 10 M, el fenproporex fue agregado acumulativa-
mente (10°-10° M), el fenproporex indujo relajacion de-
pendiente de la concentraciéon en aortas de rata
precontraidas con fenilefrina, alcanzando un porcentaje del
méximo de relajacién de 65.76 + 4 (34.24% de la con-
traccién inducida por fenilefrina) (Figura 1) esas relajacio-
nes fueron estadisticamente significativas, P < 0.05 a al-
tas concentraciones (107-°-10%) cuando se compara con la
linea basal de la contraccién inducida por fenilefrina. La
remocion funcional del endotelio bloqueé las relajaciones
inducidas por fenproporex en los anillos aérticos de rata
precontraidos con fenilefrina (Figura 1).
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Efecto del L-NAME y

varios bloqueadores de canales

de K* en el efecto relajante inducido
por fenproporex en los anillos aérticos
de rata precontraidos por fenilefrina

La figura 2 muestra el efecto de 10° M de L-NAME
(Figura 2A), 102 M de TEA (Figura 2B) y 107 M de apamin
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Figura 1. Relajacién concentracién dependiente del fenpro-
porex (10°-10° M) en anillos adrticos de rata precontraidos
por fenilefrina (10 M) (FE) con (+endotelio) o sin endotelio
(-endotelio). Datos expresados como media + E.E.M de n
observaciones, n = 6. a. P < 0.05 vs. contraccién inducida
por fenilefrina basal. b. P < 0.05 vs. control.
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+ 107 caribdotoxina (Figura 2C) en las relajaciones
inducidas por 10°-10? de fenproporex. Las relajaciones
inducidas por fenproporex fueron significativamente
(P < 0.05) atenuados por L-NAME, TEA y la combinacion
de apamin + caribdotoxina.

Las respuestas vasodilatadoras inducidas por fenproporex
en los anillos aérticos de rata precontraidos por fenilefrina
no se modificaron con indometacina de 10° M (datos no
mostrados). Esas respuestas vasodilatadoras fueron similares
antes y después de la preincubacion de los segmentos
aorticos con este inhibidor de la sintesis de prostaglandinas.

DISCUSION
General

Ademas de las implicaciones discutidas anteriormente,
los resultados mostraron que la relajacion inducida por
fenproporex en los anillos aérticos precontraidos por feni-
lefrina fueron:

No afectados por indometacina, glibenclamida, apamin
y caribdotoxina.

Significativamente atenuados por cicloheximida,
L-NAME, TEA y la combinacion de apamin + caribdo-
toxina.

Blogueado por la remocién del endotelio.

Estos resultados sugieren que el fenproporex produce
efectos relajantes en los anillos aérticos precontraidos por
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Figura 2. Efecto del éster de metilo de L-NG nitroarginina (10> M) (L-NAME). A. Tetraetilamonio (10 M) (TEA). B. Combinacién
de apamin (107 M) + caribdotoxina (107 M) (APA + CHA). C. En la vasodilatacién inducida por fenproporex en anillos aérticos
de rata con endotelio precontraidos con fenilefrina (10°° M) (FE). Los datos son expresados como media + EEM de n observacio-

nes, n = 6. a.P < 0.05 vs. control.
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Figura 3. Efectos de la cicloheximida (10° M) en la vasodilata-
cion inducida por fenproporex en anillos aérticos con endotelio
de rata precontraidos con fenilefrina (10° M) (FE). Los datos
son expresados como media + E.E.M de n observaciones,
n = 6.a. P < 0.05 vs. control.

fenilefrina con endotelio funcional, sugiriendo que los efec-
tos vasodilatadores inducidos por fenproporex son depen-
dientes del endotelio. El efecto vasodilatador inducido por
fenproporex contrasta con varios estudios in vitro e in vivo,
que sugieren que los farmacos antiobesidad producen efec-
tos vasoconstrictores. En este sentido, la (+)-norfenflura-
mina, un metabolito de la fenfluramina, produce contrac-
cion en las arterias dependiente de la concentracién,
principalmente en la aorta toracica y en arterias mesentéricas
en ratas y ratones,” ®la dexfenfluramina y nordexfenflura-
mina, el principal metabolito de la dexfenfluramina,
produce vasoconstriccion en los anillos de arterias
pulmonares de los modelos experimentales,’ la dexfen-
fluramina eleva la presion arterial sistémica al inhibir la
corriente de potasio en las células de musculo liso vascular
de las ratas'® y la sibutramina causé un efecto presor y
efectos taquicérdicos en las arterias celiacas y mesentéricas
en larata.” Ademas, la respuesta vasodilatadora inducida
por fenproporex, contrasta con estudios que sugieren que
el fenproporex podria estar implicado en el desarrollo
de efectos adversos agudos en tejido cardiaco y pulmonar,
ya que el fenproporex incrementa los niveles plasmaticos
de serotonina. A pesar de la evidencia especulativa que
sugiere que el fenproporex podria producir vasoconstriccion,
la investigacién mostré evidencia directa de que el
fenproporex produce vasodilatacion. Esta discrepancia de
fenproporex puede estar relaciona con:

e Diferencias en condiciones experimentales.
e lanaturalezade la vasculatura que se analiza.

e Una propiedad diferente de este farmaco muy impor-
tante, para el posible tratamiento de la obesidad sin
efectos cardiovasculares adversos.

Papel del ON y los

canales de K* en el efecto relajante
producido por el fenproporex

en anillos adrticos de rata
precontraidos por fenilefrina

Los resultados sugieren que el ON y los canales de K* se en-
cuentran involucrados en los efectos vasodilatadores de
fenproporex, ya que 10° M de L-NAME (un inhibidor directo
de la ONS),"” 102 M de TEA (un bloqueador de canales de K*
voltaje dependiente no selectivo)'® y la combinacion 107 de
apamin (un inhibidor de canales de potasio activados por cal-
cio de baja conductancia)’® + 107 de carbidotoxina (un
inhibidor de canales de potasio activados por calcio de inter-
media y alta conductancia)® significativamente atenuaron esas
respuestas vasodilatadoras (P < 0.05) en los anillos aérticos de
endotelio funcional. Existen reportes previos que sugieren que
el ONy los canales de K* juegan un papel critico en la regula-
cion del tono vascular.22* Ademas, estas observaciones son
consistentes con varios reportes en los cuales los diferentes
farmacos producen vasodilatacién a través de la estimulacién
de ON y canales de K*.23% Sin embargo, para nuestro mejor
conocimiento, éste es el primer reporte acerca de:

e El efecto vasodilatador inducido por un farmaco
antiobesidad.

e Posible mecanismo involucrado en los efectos
vasodilatadores inducidos por fenproporex en anillos
aérticos de rata.

Por otro lado, el hecho de que 3.1 x 107 M de gliben-
clamida, un bloqueador de los canales de K* sensible a
ATP ** apamin y caribdotoxina, no modificaron las res-
puestas vasodilatadoras inducidas por fenproporex
sugieren que no se encuentran involucrados los canales
K,p, SK., IK., ¥y BK__endicho efecto. Porotro lado, la
combinacién de 107 de apamin + 107 de caribdotoxina
atenu¢ significativamente (P < 0.05) el efecto relajante
del fenproporex. Lo ultimo sugiere que un bloqueo com-
pleto de canales activados de Ca?* y K* es necesario
para producir una respuesta farmacolégica, como se re-
porto previamente.?*% En general, los hallazgos previos
sugieren que los efectos relajantes inducidos por fenpro-
porex en anillos aérticos precontraidos por fenilefrina
involucran la liberacion endotelial de 6xido nitricoy la
estimulacion de Ky en menor proporcién en los cana-
les SK_, IK_, yBK_ .
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Papel de la sintesis de prostaglandinas

y proteinas en los efectos relajantes
producidos por fenproporex en los anillos
adrticos de rata precontraidos por fenilefrina

El hecho de que 10° M de cicloheximida, un inhibidor de
sintesis de proteinas,® atenuara significativamente (P < 0.05)
las respuestas relajantes del fenproporex en los anillos aorti-
cos precontraidos por fenilefrina, sugiere el rol de mecanis-
mos gendémicos. Sin embargo, la estimulacion de la sintesis
de prostaglandinas a través de los mecanismos genémicos es
poco probable, ya que las respuestas vasodilatadoras induci-
das por fenproporex en los anillos adrticos de rata precontrai-
dos por fenilefrina no fueron afectados por 10° M de indome-
tacina (P > 0.05) un inhibidor de sintesis de prostaglandinas.*
En contraste, los mecanismos genémicos que estimulan la
liberacion endotelial de 6xido nitrico, asi como apertura de
canalesdeK , SK_, IK_ yBK_, podrian estar involucrados
en las respuestas vasodilatadoras inducidas por fenproporex
en los anillos aérticos precontraidos por fenilefrina, ya que
10° M de L-NAME, 102 M de TEA o la combinacién de 107
de apamin + 107 de caribdotoxina, peronode 3.1 x 107 M
de glibenclamida, 107 M de apamin o 107 de caribdotoxina,
atenuaron significativamente esas respuestas vasodilatadores
(P < 0.05). Por otro lado, con nuestros estudios farmacologi-
cos no es posible afirmar que la liberacion de 6xido nitrico
endotelial y la apertura de los canales de potasio involucran
sintesis de proteinas. Ademas, no sabemos el mecanismo es-
pecifico gendmico (el tipo especifico de las proteinas sinteti-
zadas) involucrado en los efectos relajantes del fenproporex.
Claramente, se necesitan experimentos adicionales, lo cuales
caen mas alla del ambito de la presente investigacién, para
determinar el tipo de mecanismo genémico involucrado en
los efectos inducidos por el fenproporex.

CONCLUSION

El fenproporex produce efectos relajantes en los anillos
aorticos de rata precontraidos por fenilefrina posiblemente
através de mecanismos genémicos, liberacién endotelial
de 6xido nitrico y estimulacién de los canales Ky en

menor medida de los canales SK_, IK_ y BK__.
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