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Abreviaturas

ACh: Acetilcolina

AMPc: Adenosin monofasfato ciclico
Ang II: Angiotensina II

ATP: Adenosin trifosfato

BH4: Tetrahidrobiopterina

Ca: I6n calcio

CAT: Catalasa

COX: Ciclooxigenasa

DAG: Diacilglicerol

DOCA: Deoxicorticosterona acetato
EDTA: Acido etilendiaminotetracético
eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial
ET-1: Endotelina-1

FAD: Flavin adenin dinucleétido

FC: Frecuencia cardiaca

FHDE: Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
FMN: Flavin mononucleétido

FRDE: Factor relajante derivado del endotelio
FSR: Flujo sanguineo renal

GMPc: Guanosin monofostato ciclico
GPX: Glutation peroxidasa

GR: Glutation reductasa

GSH: Glutation

H>O»: Peréxido de hidrégeno

IECA: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina



iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
IPs: inositol 1-4-5 trifosfato

K: I6n potasio

L-NAME: N°-nitro-L-arginina-metil-éster
L-NMMA: Nitro-monometil-L-arginina
MDA: Malondialdehido

MTZ: Metimazol

NADPH: Nicotin adenina dinucleétido fosfato
NE: Norepinefrina

nNOS: Oxido nitrico sintasa neuronal
NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

NOSc: Oxido nitrico sintasa constitutiva
NPS: Nitroprusiato sédico

Oz Anién superéxido

ONOOr: Peroxinitrito

PA: Presion arterial

PAM: Presion arterial media

PAS: Presion arterial sist6lica

PGHo>: Prostaglandina H»

Phe: Fenilefrina

PIP,: 4,5 fosfatidilinositol bifosfato

PKC: Proteina Kinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PV: Papaverina

RPP: Presion de perfusion renal

SHR: Ratas espontaneamente hipertensas



SNC: Sistema nervioso central
SNS: Sistema nervioso simpatico
SOD: Superéxido dismutasa
SRA: Sistema renina-angiotensina
Ts: Triyodotironina

T4: Tiroxina

TEA: Tetraetilamonio

TFG: Tasa de filtrado glomerular
TxA»: Tromboxano A»

VC: Vasoconstrictor

VD: Vasodilatador
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Introduccion

1. PAPEL DE LOS MEDIADORES ENDOTELIALES EN LA
REACTIVIDAD VASCULAR

El endotelio, desempefia un papel principal en el control del tono del
musculo liso vascular, liberando diversas sustancias vasodilatadoras, tales
como el 6xido nitrico (NO) (Palmer y cols., 1989), el factor hiperpolarizante
derivado de endotelio (FHDE) y las prostaciclinas (Cohen y Vanhoutte, 1995;
Hecker, 2000; Campbell y Harder, 1999; Quilley y McGiff, 2000; Campbell y
Harder, 2001). Ademadas de estos factores relajantes, el endotelio vascular
también libera factores contractiles como endotelina-1 (ET-1), angiotensina II
(Ang II), otros agentes dependientes de la ciclooxigenasa (COX), tales como
prostaglandina H» (PGH>) y tromboxano A» (TXA>), y radicales libres, como el

anion superoxido (Oy).

1.1. Oxido Nitrico

El o6xido nitrico no solamente ha sido definido como agente
vasodilatador que regula el tono vascular (Gardiner y cols., 1990) y la excrecién
renal de sodio (Romero y cols., 1992; Cowley y cols., 1995) y, por consiguiente,
la presiéon arterial, sino que también se le han atribuido otras diversas
funciones que incluyen la regulacion de la contractilidad cardiaca, transmisién
de sefiales entre neuronas, formacién de memoria a corto plazo, eliminacién de
agentes patégenos como bacterias y parasitos, reduccion de la agregacion
plaquetaria y aumento en la adhesiéon de leucocitos a las células endoteliales,
entre otras (Lowenstein, 1994; Moncada, 1993; Poss y cols., 1995; Furchgott,
1993)
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Estas funciones son posibles merced a la habilidad del endotelio para
detectar estimulos humorales y hemodindmicos y, en funcién de estos,
producir una serie de respuestas con la finalidad de mantener la homeostasis

vascular (Furchgott y Vanhoutte, 1989; Vanhoutte, 1988).

1.1.1. Sintesis del Oxido Nitrico

El NO es un radical libre no cargado con un electrén no apareado
compuesto por un atomo de nitrégeno y otro de oxigeno. Estas caracteristicas
lo hacen una molécula ideal ya que al no tener carga difunde libremente a
través de la capa lipidica de las membranas bioldgicas, y al tener un electrén
libre no apareado es una molécula altamente reactiva en los procesos
bioldégicos. Posee una vida media corta (3 a 5 segundos), después de la cual se
degrada a compuestos de desecho como nitritos y nitratos (Lowenstein, 1994).

El NO es sintetizado por una familia de enzimas denominadas 6xido
nitrico sintasas (NOS) que catalizan la conversién de L-arginina a L-citrulina y
6xido nitrico (Andrew y Mayer, 1999; Cosentino y Liischer, 1999). La NOS
posee dos dominios cataliticos. 1) El dominio de actividad reductasa esta
ubicado en la mitad C-terminal de la enzima y presenta los sitios de unién para
los cofactores NADPH, FAD y FMN. Las flavinas FAD y FMN estan
encargadas del traslado de electrones desde el cofactor NADPH al grupo hemo.
2) El dominio de actividad oxidasa estd compuesto por un grupo hemo
ubicado en la mitad N-terminal de la proteina, y determina la oxidacién de la
L-arginina. Ambos dominios se hallan separados por un sitio de unién para la
calmodulina. De esta manera un terminal guanidino nitrogenado de la
arginina incorpora 5 electrones oxidandose, reaccion que es sustentada por la

NADPH reducida y las flavinas FMN y FAD. La tetrahidrobiopterina (BH.) y



Introduccion

el tiol constituyen cofactores adicionales de la NOS (Heymes y cols., 1999;
Cosentino y Liischer, 1999; Cosentino y Liischer, 1998; Li y cols., 2001;
Vanhoutte, 1997, White, 1992). El flujo de electrones se establece desde la
NADPH hasta el hierro del grupo hemo. La transferencia de electrones

requiere la fijacion de calmodulina a la NOS.

1.2.2. Mecanismo de accién

Tanto el NO sintetizado en la célula endotelial como el generado a partir
de un dador, se unen al grupo hemo de la guanilatociclasa soluble (GCs)
(Ignarro y cols., 1986) causando un cambio conformacional en la enzima que la
hace activa, con el consiguiente aumento de la concentracién intracelular del
3',5'-guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Schmidt y cols., 1993; Ignarro y
cols., 1984; Rapoport y cols., 1983). A su vez, este segundo mensajero
intracelular, provoca la apertura de canales de K* hiperpolarizando la fibra
muscular lisa y disminuyendo el contenido intracelular del ion calcio. Tanto el
NO producido en la célula endotelial como el administrado a partir de un
dador utilizan como mecanismo de accién en la célula diana la activacion de la
GCs. ElI NO también podria ejercer efecto directo sobre canales de Kca de la

célula muscular.

1.1.3. Oxido Nitrico Sintasas

La combinacién de la ACh con un receptor muscarinico de la membrana
de la célula endotelial lleva, por un mecanismo indirecto, a la activacién de la
NOS. La NOS funciona como un dimero con los dominios mencionados, y
entre ambos se encuentra el dominio de calmodulina, quien juega un papel de

suma importancia en la estructura y funcién de la enzima.
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Las NOS estan parcialmente ancladas en las caveolas (Li y cols., 2001),
que son invaginaciones de la membrana plasmatica que intervienen en la
ligadura y organizaciéon en un conjunto de moléculas de sefializacion. Aparte
de las sintasas de NO se encuentran receptores de ET-1 y de bradiquinina,
factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), proteinas kinasas
activadas por mitégenos (MAPK), proteina kinasa C (PKC), Proteinas G, etc.
Las caveolas producen caveolina-1, inhibidor de la sintesis de NO, inhibicion
que es revertida por la calmodulina (Harrison, 1997).

La sintesis de NO es inhibida por analogos estructurales como la Nitro-
monometil-L-arginina (L-NMMA), No-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME)
y nitro-L-arginina (L-NA) (Cosentino y Liischer, 1999; Ishii y cols., 1990).
Palmer y colaboradores (1988a) confirmaron el rol de la L-arginina como
precursor del NO endégeno con el hallazgo de la L-NMMA. Este compuesto
que previamente se habia descrito como inhibidor de la generacién de nitritos
y nitratos en macroéfagos activados impidié tanto la relajacion dependiente del
endotelio como la liberaciéon del NO, y cuyo efecto es revertido al ahadir
concentraciones crecientes de L-arginina, concluyéndose que la sustancia L-
NMMA actta como un inhibidor competitivo sobre la 6xido nitrico sintasa

(Hibbs, 1987; Palmer y cols., 1988b; Rees y cols., 1989).

e Clasificacion

Actualmente se han identificado, clonado, secuenciado y localizado tres
enzimas distintas en diferentes cromosomas humanos: la forma endotelial

(eNOS) en el cromosoma 7, la forma neuronal (nNNOS) en el cromosoma 12 y la
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forma inducible (iNOS) en el cromosoma 17 (Bredt y cols., 1991; Nakane y

cols., 1993), distinguiéndose en dos grupos:

1. Enzimas constitutivas (NOSc).- En este grupo de enzimas se
incluyen la forma endotelial (eNOS) de 135 Kda y la forma
neuronal (nNNOS) de 160 Kda. Estdn siempre presentes y tienen
una produccién basal de 6xido nitrico en picomoles por cortos
periodos. Las enzimas constitutivas son sensibles a quelantes de
calcio y a inhibidores de la calmodulina, y se bloquean por los
analogos de la L-arginina.

2. Enzimas inducibles (NOSi).- En este grupo se incluye la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS) de 130 Kda. Su produccién es
estimulada en macréfagos y fagocitos para desencadenar
reacciones inmunoldgicas. Estos liberan grandes cantidades de
NO (nanogramos) de forma sostenida bajo estimulo
fisiopatolégico, para asi eliminar bacterias, pardsitos y otros
agentes patogenos (Shulz, 1995). Sin embargo, las iNOS también
pueden producirse en diferentes células como las del musculo
liso vascular y miocitos cardiacos conduciendo a una accién
cronotrépica e inotrépica negativa (Lowenstein, 1994). La
expresion de las iNOS es inhibida por glucocorticoides (Shulz,

1995).

e Localizacion

La nNOS, aparte de su ubicaciéon en el SNC, es particularmente

abundante en el rifién: glomérulos, lecho vascular renal, y en la mayoria de los
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segmentos tubulares (Kone y cols., 1997, Bachmann y cols., 1994), siendo la
actividad NOS en la médula considerablemente superior que en la corteza
(Quesada y cols., 2000; Zou y cols., 1997).

La eNOS se encuentra distribuida por la mayoria de las partes de la
circulacién arterial y venosa, aunque hay una considerable heterogeneidad en
la manera en que el NO controla el tono de las distintas regiones circulatorias
(Boegehold, 1998).

Las isoformas constitutivas son reguladas por el nivel de calcio
intracelular. Ciertos agentes como la acetilcolina y bradicinina entre otros,
interactian con receptores de la superficie de células endoteliales lo que
produce un cambio en la actividad de la fosfolipasa C (PLC). La estimulaciéon
de esta enzima desencadena la formacién del 1,4,5 inositol trifosfato (IPs) y
diacilglicerol (DAG) a partir del 4,5 fosfatidilinositol bifosfato (PIP;). Estas
moléculas acttian abriendo canales de calcio y permitiendo la liberacién de
calcio intracelular. El calcio se liga a la calmodulina y este complejo activa la
cNOS (Shymal y Keshava, 1995) generando NO mas citrulina (Ignarro, 1996).

Sin embargo existen otros mecanismos adicionales de regulacion de la
NOS. Por ejemplo, esta enzima es sensible a las variaciones de la
disponibilidad del sustrato L-arginina y/o de cofactores como la NADPH.
Probablemente, el NO producido contribuiria también a la inhibicién de la
actividad de la NOS por un mecanismo de retroalimentacion negativa,
uniéndose al grupo hemo de la NOS en forma reversible (Rogers y Ignarro,
1992). Por lo tanto la actividad enzimatica de la NOS puede regularse por
diversos factores, como son, la concentracién de Ca2+ intracelular, la

disponibilidad de sustrato y los niveles del mismo neurotransmisor.
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La forma inducible, se expresa en una amplia variedad de células, que
incluyen las células endoteliales (Radomski y cols., 1990), células del misculo
liso vascular (Busse y Mulsch, 1990; Fleming y cols., 1991), miocitos cardiacos
(Schulz y cols., 1992) y células inmunes tales como los macréfagos y los
neutrdfilos (Hibbs y cols., 1988; McCall y cols., 1989).

Se demostr6, tras una serie de experimentos, que no es necesario
adicionar calcio para activar la acciéon de la calmodulina sobre la iNOS. La
calmodulina es una subunidad de la iNOS enziméticamente activa y se liga
fuertemente en unién no covalente tan pronto es transducida a partir del
RNAm sin requerir la elevacién del calcio por encima de las concentraciones
halladas en células en reposo (Cho, 1992). Esto permiti6 explicar la activaciéon
constante de esta isoforma una vez ha sido estimulada su transduccion.

La hipoxia, los estrégenos y el ejercicio alteran la expresion de la NOS.
Hormonas como la noradrenalina y la vasopresina, los autacoides como la
bradiquinina y la histamina, y los mediadores derivados de las plaquetas como
la serotonina y el ATP pueden activar la NOS.

La liberacion de NO esta modulada por estimulos fisicos y humorales.
Rubany y colaboradores (1986), comprobaron que el principal factor
responsable de la liberacién del 6xido nitrico por las células endoteliales es el
roce producido por la sangre sobre esta capa de células.

En otros estudios (Buse y cols., 1994), se sugiri6 que en los vasos
sanguineos existe un factor fisico que activa a los mecanorreceptores de la
pared vascular, induciendo la sintesis de NO por las células endoteliales a
partir de la eNOS. Demostraron ademas que el 6xido nitrico liberado podia
actuar de forma local en el musculo liso subyacente, con una vida media de

pocos segundos en soluciones biolégicas.
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Estudios hechos in vivo confirmaron los datos anteriores, demostrando
que la vasodilatacién inducida por variaciones del flujo sanguineo es
endotelio-dependiente. Mostraron que el aumento o la generacién de flujo
pulsétil, estimulaba la generacién de NO y de prostaciclina en el endotelio de
arterias perfundidas.

Por otro lado, entre los mecanismos quimicos, se distinguen aquellas
sustancias cuya accion vasodilatadora no es dependiente de la integridad
endotelial, como, la adenosina y adenosina monofosfato (AMP), papaverina,
isoproterenol, nitrovasodilatadores, como gliceriltrimitrato y nitroprusiato
sodico, y prostaciclina (Furchgott y cols., 1981; De Mey y Vanhoutte, 1981)
frente a aquellas otras sustancias que si necesitan de células endoteliales
intactas para inducir una relajacién, como adenosina trifosfato (ATP) y
adenosina difosfato (ADP) (Furchgott y cols., 1981; De Mey y Vanhoutte, 1981),
bradicinina, sustancia P, e ionéforo de calcio A23187 (Furchgott, 1983).

1.1.4. Accién del NO en los vasos sanguineos y bloqueo de la NOS

La relajacién dependiente del endotelio se ha observado en arterias
aisladas (Furchgott y Zawadzki, 1980; Rees y cols.,, 1989), en arteriolas
(Woolfson y Poston, 1990), en venas (Yang y cols., 1991), en vénulas (Ohyanagi
y cols., 1992), en la microvasculatura (Persson y cols., 1990; Ralevic y cols., 1992)
y en vasos linfaticos (Ohhashi y Takahashi, 1991).

El NO es el mayor contribuyente de la relajacién endotelio-dependiente
en arterias grandes aisladas, incluyendo las coronarias, sistémicas,
mesentéricas, pulmonares y cerebrales. Su importancia in vivo se aprecia
cuando al inhibir la NOS se produce vasoconstriccion en casi todos los lechos

vasculares, asociado a un aumento de la presion arterial sistémica tanto en
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animales como humanos (Ignarro y cols., 1987; Moncada y cols., 1991; Pearson
y Vanhoutte, 1993; Schini-Kerth y Vanhoutte, 1995).

El 6xido nitrico regula el tono vascular basal en vasos de resistencia. En
el caso de los humanos, como en otras especies, el L-NMMA en vasos de
resistencia aislados aumenta el tono inducido por norepinefrina (NE) e inhibe
la vasodilataciéon causada por acetilcolina (Woolfson y Poston, 1990). Estos
efectos estan acompafiados, ademds, por una disminucién en la liberacién de
NO (Amezcua y cols., 1988; Amezcua y cols., 1989). Por otra parte, el NO
enddgeno aumenta en las arteriolas en las que la fuerza hidraulica y el estrés
de rozamiento son mayores (Griffith y cols., 1987).

Sin embargo, los inhibidores de la NOS no causan un incremento en el
tono basal en preparaciones venosas de animales (Ekelund y Mellander, 1990;
Martin y cols., 1992) o humanos (Yang y cols., 1991) o en el lecho vascular renal
aislado (Vargas y cols., 1994), sugiriendo que la liberacién basal de NO no
regula el tono en reposo de muchas venas.

Estudios realizados en anillos adrticos de animales tratados con
L-NMMA muestran una disminucién en la liberacién de NO, confirmando que
la respuesta a L-NMMA in vivo es debida a una disminucién en la sintesis de
NO (Rees y cols., 1989). Los efectos hipertensivos sistémicos del L-NMMA son
debidos probablemente a una inhibicién permanente de la sintesis de NO en
pequenas arterias y arteriolas, ya que la infusién local de L-NMMA
directamente dentro de los lechos arteriales aumenta la resistencia (Vallance y
cols., 1989; Ekelund y Mellander, 1990). En humanos la infusién local
intraarterial de L-NMMA en la arteria braquial causa una caida del 40% del

flujo sanguineo del antebrazo (Vallance y cols., 1989; Calver y cols., 1992).
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Estos estudios implican que los vasos de resistencia in vivo estdn en un
continuo estado de vasodilatacién mediada por NO.

La capacidad vasodilatadora dependiente del endotelio estd reducida en
pacientes hipertensos. La inhibicién de las NOS aumenta la presion arterial,
pero se niega la relaciéon entre la alteracion genética de la NOS y la
hipertension (Bonnardeaux y cols., 1995). En ratas SHR la administracion de
inhibidores de la ciclooxigenasa con disminucién de la produccién de PGH. y
TXA,, restituye la capacidad vasodilatadora dependiente del endotelio,
sugiriendo que la relajacién alterada se deberia en parte a la existencia
concomitante de vasoconstrictores.

La inhibicion de la NOS con L-NMMA induce una contraccion
dependiente de endotelio en arterias aisladas de muchas especies incluyendo
la rata (Rees y cols., 1990), el conejo (Palmer y cols., 1987; Rees y cols., 1989), el
perro (Katusic y cols., 1990) o el humano (Yang y cols., 1991), indicando que
hay una continua liberacién de NO en el endotelio. Esta liberacion de NO
puede verse modificada durante el desarrollo, ya que los inhibidores de la
sintesis de NO (el L-NMMA) no afectan al tono vascular en animales neonatos
pero si lo hacen en animales adultos provocando vasoconstriccion (Liu y cols.,

1992).

1.1.5. Acciones renales del 6xido nitrico

El NO generado dentro del rifion controla la tasa de filtracion
glomerular (TFG), el flujo sanguineo renal (FSR) y medular total, la presién
natriuresis, el transporte epitelial de sodio, y la produccioén de varios factores
vasoactivos, como la renina (Kone y cols., 1997; Ito, 1995; Bachmann y cols.,

1994).
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En el rifién, la infusién de sustancias que inducen liberaciéon de NO en
los vasos renales, como la acetilcolina, incrementan el volumen de orina y la
excrecion de sodio (Majid y cols., 1993). Por el contrario, la infusion de
inhibidores de la producciéon endégena de NO producen una disminucién de
diuresis y natriuresis (Lahera y cols., 1991). En estos estudios, el efecto
diurético y natriurético del NO no estuvo acompaniado por cambios
proporcionales en la TFG y en el FSR, indicando que el NO regula el transporte

de sodio en la nefrona.

1.2. Factor hiperpolarizante dependiente de endotelio

El FHDE es una sustancia difusible, atin no identificada quimicamente,
pero se sabe que actta hiperpolarizando el musculo liso vascular, produciendo
vasorrelajacion via apertura de canales de potasio (Brayden y cols., 1991;
Vanhoutte, 1993).

Estas relajaciones e hiperpolarizaciones dependientes del endotelio
pueden ser parcial o totalmente alteradas por inhibidores de la NOS y de la
COX.

El FHDE no es liberado continuamente (Nagao y Vanhoutte, 1991; Chen
y cols., 1988; Chen y Suzuki, 1989). Esta liberaciéon puede ser iniciada por
acetilcolina, bradiquinina, nucleétidos de adenina, histamina, trombina, y
sustancia P (Beny y Brunet, 1988; Feletou y Vanhoutte, 1988; Chen y cols., 1988;
Chen y Suzuki, 1989; Beny, 1990; Beny y cols., 1986). En el caso de la
bradiquinina, la hiperpolarizacién dependiente del endotelio esta potenciada
por inhibidores de la enzima convertidora de Angiotensina (Mombouli, 1992).

La liberacién del FHDE es un fenémeno Ca2?* dependiente, y puede ser

activado por un iondforo de Ca2* A23187 (Chen y Suzuki, 1990; Nagao y
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Vanhoutte, 1992). Probablemente es un proceso calmodulina-dependiente, ya
que es prevenido por algunos inhibidores de calmodulina (Nagao y cols., 1992).
El incremento de [Ca2?*]i en las células endoteliales abre canales de K* de
conductancia baja e intermedia activados por Ca?* (Kc.) (Cai y cols., 1998;
Burnham y cols.,, 2002), lo que a su vez origina un flujo de salida y
acumulacion de K+ en el espacio mioendotelial, hiperpolarizando y relajando,
pero también conduce a la activacién de diversas enzimas incluyendo
fosfolipasas y el consecuente metabolismo del &cido araquidénico por
citocromo P-450 epoxigenasas (Feletou y Vanhoutte, 1999; Busse cols., 2002).
Esta hiperpolarizacién y relajacion dependiente del endotelio del
musculo liso vascular es bloqueada por la depolarizacién del musculo liso con
alto potasio extracelular o inhibidores de canales Kc. tales como
tetraetilamonio (Adeagbo y Triggle, 1993), apamina, caribdotoxina, y en

algunos casos iberiotoxina.

1.2.1. Mecanismo de la liberacién del factor hiperpolarizante

dependiente del endotelio

La bradiquinina relaja las arterias coronarias e hiperpolariza el masculo
liso en presencia de L-nitroarginina e indometacina (Tomioka y cols., 2001). Sin
embargo la presencia de niquel, inhibidor de la entrada de Ca2* en las células
endoteliales a través de los canales no selectivos de cationes, bloquea la
respuesta a bradiquinina. Las células endoteliales contienen un canal calcio-
permeable que es inhibido por la proteina kinasa G (Dora y cols., 2001). La
bradiquinina y el KT5823, un inhibidor de la protein kinasa G, incrementa el
calcio intracelular en las células endoteliales (Tomioka y cols., 2001; Dora y

cols., 2001). KT5823 también relaja e hiperpolariza el musculo liso. Estos datos
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sugieren que la entrada de calcio a través del canal no selectivo de niquel-
sensible estd implicada en la liberacion del FHDE. El mecanismo de activaciéon

del canal de cationes por agonistas es desconocido.

1.2.2. Identidad

La identidad del FHDE es todavia controvertida, probablemente porque
existe mds de un tipo. Hay autores que relacionan a los 4cidos
epoxieicosatrienoicos (EETs), formados a partir del dcido araquidénico por la
acciéon del citocromo P-450, con el FHDE. Otros lo achacan al ién potasio,

peréxido de hidrégeno y fosfolipasa Ao.

Endotelio
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Fig. 1. Mecanismos propuestos de hiperpolarizacién y relajaciéon por (a) EETs, (b) peréxido de
hidrégeno o (c) ién potasio.
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1.2.3. Contribucion del FHDE a la vasodilatacion endotelio-

dependiente

Estudios fisiol6gicos realizados en varias arterias, incluyendo las
coronarias de humanos, han demostrado que la acetilcolina y otros dilatadores
endotelio-dependientes causan hiperpolarizacién y relajacion que es debida al
FHDE, y diferente del NO y la prostaciclina (Cosentino y Liischer, 1998; Li y
cols., 2001; Vanhoutte, 1997; Harrison, 1997; Nagao y Vanhoutte, 1991; Brayden,
1990; Chen y Suzuki, 1989; Nagao y Vanhoutte, 1992).

Las enzimas citocromo P-450 son inhibidas por el NO, un fenémeno que
podria explicar porqué las respuestas mediadas por el FHDE son dificilmente
detectables en ausencia de un bloqueo combinado de las enzimas NOS y COX,
y que ha llevado a sugerir que la via EET/FHDE puede ser de menor
importancia en vasos sanguineos sanos, pero actuaria como mecanismo
vasodilatador de reserva en circunstancias asociadas con una disfuncién
endotelial manifiesta en la que la disponibilidad de NO est4 alterada (Fleming,
2001).

La contribucién del FHDE en la hiperpolarizaciéon y vasodilatacion
endotelio-dependiente varfa en funcién del lecho vascular, especie y tamafio
de las arterias siendo predominante en los vasos de resistencia (Harrison, 1997;
Paulus y cols., 2001) frente al papel mayoritario que el NO juega en las arterias
de conduccién (Campbell y Gauthier, 2002; Garland y cols., 1995), excepto en los
lechos vasculares coronario y renal donde el FHDE juega un papel primordial
incluso en las arterias de conduccién (Feletou y Vanhoutte, 1999; Bussey cols.,
2002; Prieto y cols., 1998).

El hecho de que el FHDE sea tan relevante fisiologicamente en los vasos

de resistencia ha sido puesto de manifiesto al demostrarse que ni la
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interrupcioén del gen que codifica la enzima eNOS ni el bloqueo de esta enzima
atentan la vasodilatacién dependiente de endotelio inducida por agonistas
tanto in vitro como in vivo (Brandes y cols., 2000).

El NO es responsable de hasta un 50% del efecto vasodilatador inducido
por la ACh en la vasculatura renal de rifién aislado y perfundido tratado con
indometacina, siendo el resto del efecto vasodilatador debido a la actividad del
FHDE (Vargas y cols., 1994).

También se ha observado en presencia de indometacina que la
L-nitroarginina suprime la relajacion a ACh en aorta y arterias iliaca y
pulmonar, mientras que un 80% de la relajacion maxima permanece en arterias
mesentéricas, y femoral.

El endotelio de arterias coronarias caninas perfundidas, cuando se activa
con una tension de roce o por acetilcolina, libera un factor que es distinto del
NO y cuya activaciéon puede ser prevenida con ouabaina (Hoefner y cols.,
1989). Igualmente células endoteliales cultivadas de porcino en respuesta a
fuerzas de cizallamiento y a ADP liberan no solo NO, sino también, una
sustancia transferible que relaja el mdasculo liso vascular en un
comportamiento ouabaina-sensible, que es el FHDE.

En el misculo liso vascular de cerebro, la glibenclamida bloquea la
repolarizacion e hiperpolarizacion dependiente del endotelio estimulada por
acetilcolina, mientras que en la arteria basilar este agente tiene un pequefio
efecto en la relajacion del musculo liso (Plane y Garland, 1993; Chen y Suzuki,
1990).

La vasodilataciéon inducida por acetilcolina en el lecho mesentérico de
rata aislado y perfundido, el cual parece ser mediado predominantemente por

el FHDE, es suprimido por apamina, sugiriendo que el FHDE puede actuar a
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través de pequefos canales de conductancias Kca en este lecho vascular
(Adeagbo y Triggle, 1993).

La infusién de L-NAME en el rifién aislado y perfundido de rata,
incrementa la presion por perfusién basal (contracciéon del musculo liso), pero
solo en una solucién de alta concentraciéon de K* donde la accién del FHDE
habria de ser bloqueada (Vargas y cols., 1994).

Los estrégenos son un protector contra enfermedades vasculares e
incrementan la produccién endotelial de NO y prostaglandina I.. Nuevos datos
sugieren que los estrégenos también modulan el FHDE. Se ha observado en
arteria mesentérica de ratas, que la relajacién inducida por acetilcolina es
mayor en hembras que en machos (White y cols., 2000). Sin embargo cuando se
realiza una ovarioctomia la relajacion e hiperpolarizacion disminuye, y con un
tratamiento con estrégenos la respuesta se restituye (Liu y cols., 2001). Esto
sugiere que los estrégenos son los responsables de las diferencias de respuesta
entre género. Nuestro grupo observé en estudios anteriores, que la castracion
de ratas macho suprimié el dimorfismo sexual en el desarrollo de la
hipertension por inhibicién de la sintesis de NO, disminuyendo la presion
sistolica hasta el nivel de las hembras intactas y que la ovarioectomia no afect6
a la presion arterial (Sainz y cols., 2004). Esto indicaria que no son los
estrogenos los que protegen a las hembras sino, mas bien, la ausencia de
testosterona. También se ha observado que la relajaciéon inducida por flujo en
arteriolas gracilis es mayor en ratas hembras que en machos (Wu y cols., 2001).
Esta dilatacion es completamente bloqueada por L-nitroarginina e
indometacina en machos pero parcialmente inhibida en hembras,
suprimiéndose esta respuesta residual con miconazol. Sin embargo, a la

inversa ocurre en arterias cerebrales de ratas, donde la dilatacién mediada por
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el FHDE inducida por adenosin trifosfato es atenuada en ratas hembras
(Holding y Kepler, 2001). Wangensteen y colaboradores (2004), mostraron que
la atenuada respuesta a vasoconstrictores en los rifiones de ratas hembra, esta
relacionada a un incremento de la produccién de NO y FHDE y que la
contribucién de estos factores endotelio-dependientes, NO y FHDE, en la

vasculatura renal son similares en machos y hembras.

1.2.4. Actividad citocromo P-450 y enfermedad cardiovascular

La relevancia funcional de las enzimas citocromo P-450 vasculares ha
sido puesta de manifiesto en los dltimos 15 afios, por lo que su significaciéon
tisiopatolégica no estd completamente clarificada. Sin embargo, diversos
estudios experimentales han indicado variaciones en esta actividad enzimatica
asociadas a ciertas enfermedades cardiovasculares. Dado que el NO inactiva
las enzimas citocromo P-450 por su unién al grupo hemo y que las respuestas
relajantes del FHDE se ponen de manifiesto al bloquear la NOS, cabria esperar
que las disfunciones endoteliales que cursan con un descenso en la
biodisponibilidad de NO estuvieran asociadas con un incremento en la
actividad citocromo P-450 asi como en las respuestas mediadas por el FHDE
(Fleming, 2001). Confirmando esta hipotesis, se ha descrito una desviacion de
las respuestas relajantes derivadas del endotelio mediadas por NO hacia las
mediadas por FHDE en los microvasos de hamsters con cardiomiopatia (Clark
y Fuchs, 2000) y en arterias coronarias de ratas con insuficiencia cardiaca
congestiva (Malmsjo y cols., 1999), asi como también en los cambios inducidos
por la bradicinina en el flujo sanguineo del antebrazo en pacientes con
hipertension esencial (Taddei y cols., 1999). Nuestro grupo mostré (Vargas y

cols., 1996), que los cambios observados en la reactividad vascular en las ratas
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hipertensas inducidas por L-NAME, pueden jugar un papel importante en la
patogénesis de este tipo de hipertensiéon. Ademads, se ha sugerido, que la
inhibicién del NO a largo plazo puede estar asociado con un aumento de la
actividad del FHDE. Como lo indican otros resultados que sugieren que la
expresion de la epoxigenasa citocromo P-450 y la génesis de EETs estan
incrementadas en la hipertension (Pomposiello y cols.,, 2001) y en la

hipercolesterolemia (Pfister y cols., 1991).

2. VARIABLES BIOLOGICAS EN EL HIPO E HIPERTIROIDISMO
2.1. Cambios hemodinamicos

Las alteraciones tiroideas estdn acompanadas por cambios importantes
en la hemodindmica y la funcién cardiaca (Klein y Ojamaa, 2001; Klein y
Ojamaa, 1995; Larsen y cols., 1998). Se producen alteraciones en la regulaciéon
de la presion arterial sistémica en ambos estados hipo e hipertiroideo en
humanos y animales (Klein y Ojamaa, 2001; Klein y Ojamaa, 1995; Larsen y
cols., 1998). Los cambios fisiopatologicos del hipertiroidismo se asume que son
opuestos a aquellos que ocurren en el hipotiroidismo.

El hipertiroidismo produce una circulacion hiperdindmica con
incremento del gasto cardiaco, frecuencia cardiaca y disminucién de las
resistencias periféricas, mientras el hipotiroidismo cronico tiene un bajo gasto
cardiaco, bradicardia y aumento de las resistencias periféricas (Klein y Ojamaa,
2001; Klein y Ojamaa, 1995; Larsen y cols., 1998).

Ademas, el hipertiroidismo acelera (Vargas y cols., 1988), mientras el
hipotiroidismo previene y revierte algunos modelos experimentales de

hipertension (Vargas y cols., 1988; Andrade y cols., 1992).
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El hipertiroidismo esta asociado con un aumento del volumen sanguineo,
y a la inversa ocurre con el hipotiroidismo (Graettinger y cols., 1957;
Anthonisen y cols., 1960). La eritropoyesis y los niveles de eritropoyetina en
suero varfan directamente con los cambios en los niveles de T4 en suero.

Una de las respuestas cardiovasculares mds tempranas a la
administraciéon de la hormona tiroidea es una disminucién de la resistencia
vascular periférica (Klein y Ojamaa, 2001; Klein y Ojamaa, 1995; Larsen y cols.,
1998). Esto ha sido observado en pacientes hipotiroideos asi como en animales
eutiroideos después de la administracién aguda de la hormona tiroidea. El
hipertiroidismo puede estar asociado con un 50% de caida en la resistencia
vascular sistémica (RVS) (Anthonisen y cols., 1960; Graettinger y cols., 1959).
Una resistencia vascular reducida podria considerarse por un aumento de la
vasculatura y/o alteraciones en el mecanismo del control vascular
favoreciendo una mayor vasodilatacion. Se ha visto que el hipertiroidismo esta
asociado con un mayor ndmero de capilares en los musculos de humanos
(Celsing y cols., 1986) y ratas (Capo y Sillau, 1983). El aumento de la densidad
capilar puede estar acompafado en paralelo por un aumento en el namero de
vasos arteriales de resistencia que podria reducir la resistencia vascular. La
liberacién local de vasodilatadores en tejidos periféricos asociados con el
hipertiroidismo podria causar dilatacion de los vasos de resistencia (Scivoletto
y cols., 1986; Biissemaker y cols., 2003). Una hipétesis alternativa involucra la
habilidad de la hormona tiroidea de reducir directamente el tono arteriolar del
musculo liso en vasos de conduccién y de resistencia (Ishikawa y cols., 1989;
Zwaveling y cols., 1997). También se ha observado en vasos sanguineos
periféricos de animales que el bloqueo de los receptores B invierte la bajada de

la RVP mediada por la Ts y anula el incremento del gasto cardiaco (Kapitola y
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Vilimovska, 1981). Es mds, que este aumento del flujo sanguineo en el
hipertiroidismo pueda ser abolido parcialmente por la atropina, hace pensar en

una respuesta vasodilatadora mediada por catecolaminérgicos.

2.2. Funcién renal

Es bien conocido que el hipotiroidismo disminuye y el hipertiroidismo
aumenta el peso del rifién relativo al peso corporal. Este mecanismo no esta
completamente claro, pero parece que participa el sistema renina-angiotensina.
Asi, Kobori y colaboradores (1998), observaron que el losartdn causé una
regresion de la hipertrofia renal inducida por la tiroxina. Sin embargo, otros
autores encontraron que la administraciéon crénica de captopril (Garcia del Rio
y cols., 1997) o losartdn (Rodriguez-Gémez y cols., 2003) no modificaron
significativamente la hipertrofia renal en ratas hipertiroideas.

Las alteraciones tiroideas tienen importantes efectos en la funcion renal y
en el metabolismo hidrosalino (Bradley y cols., 1974; Emmanuel y cols., 1974;
Michael y cols., 1972). El hipotiroidismo inducido por tiroidectomia o medios
quimicos genera un aumento de diuresis y natriuresis en condiciones basales
(Bradley y cols., 1974; Emmanuel y cols., 1974; Michael y cols., 1972), después
de una expansion salina (Holmes y DiScala, 1970; Taylor y Fregly, 1964) o en
condiciones de restriccion de sodio (Taylor y Fregly, 1964). Esta natriuresis
sugiere que puede ser un mecanismo por el cual el hipotiroidismo previene la
hipertension arterial experimental (Bradley y cols., 1974). Sin embargo, otros
autores fueron incapaces de detectar un aumento en la excreciéon de sodio en
ratas hipotiroideas tratadas con metimazol en las mismas condiciones descritas
anteriormente (Vargas y cols., 1991). Ademas, la excrecién normal de sodio y

agua en ratas hipotiroideas en un estudio de presién-diuresis-natriuresis
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(Vargas y cols.,, 1994), demuestra que el hipotiroidismo inducido por
metimazol no puede ser considerado un sindrome de pierde sal. Estos
resultados también indican que la hipotensién arterial inducida por el estado
hipotiroideo no estd acompafiada por un desplazamiento a la izquierda de la
curva presion-diuresis-natriuresis, como predice la teoria de Guyton sobre la
regulacion de la presion arterial. La diferencia de los resultados de nuestro
grupo con otros autores puede ser debida a los diferentes protocolos usados,
como, cambios en la duracion del hipotiroidismo, uso del anestésico (Michael y
cols., 1972) y el uso de expansiones con el mismo volumen que en las ratas
control (Stephan y cols., 1964), sin tener en cuenta el reducido peso corporal de
las ratas hipotiroideas. Por otro lado, otros autores tampoco encontraron una
elevacion en la diuresis o natriuresis (Emmanuel y cols.,, 1974; Katz y
Lindheimer, 1973) en ratas hipotiroideas.

También se ha observado en ratas hipotiroideas una reduccién en la
capacidad de concentrar la orina (Michael y cols., 1972.; Holmes y DiScala,
1970). Sin embargo, nuestro grupo observé que, la capacidad de concentracién,
no disminuy6 en ratas tratadas con metimazol (Vargas y cols., 1991); mientras,
que las ratas hipertiroideas mostraron un incremento en la capacidad de
concentrar la orina después de la privacion de agua (Vargas y cols., 1991).

Mientras en el hipotiroidismo se han estudiado extensamente los efectos
en la funcién renal, en el hipertiroidismo hay menos datos acerca de su efecto,
donde se ha visto una tendencia hacia la retencién de sodio. Asi, la excrecion
absoluta y fraccional de sodio disminuyé en ratas hipertiroideas en
condiciones normales (Katz y Lindheimer, 1973), observandose también una
reducida natriuresis después de cargas salinas isoténicas e hipertonicas

(Vargas y cols., 1991). Ademads, las ratas hipertensas hipertiroideas también
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muestran un desplazamiento en la respuesta presion-diuresis-natriuresis hacia
presiones mas altas (Vargas y cols., 1994). Este desplazamiento es debido a una
disminucién en la carga filtrada de sodio y a un aumento en la reabsorciéon
tubular de sodio. La consecuencia de estos cambios en la relacién presion-
natriuresis es que la presién de perfusion renal tendria que ser elevada en ratas
hipertiroideas para lograr la misma excrecién de sodio que las controles. Estas
observaciones coinciden con los resultados en otros modelos experimentales

de hipertensién (Guyton, 1980).

2.2.1. El flujo sanguineo renal y tasa de filtracion glomerular

Tanto para el flujo sanguineo renal (FSR) como para la tasa de filtracion
glomerular (TFG) se han observado resultados contradictorios tanto en
pacientes hipertiroideos (Cutler y cols., 1967; Ford y cols., 1961), como en el
hipotiroidismo humano y de ratas (Emmanuel y cols., 1976 ; Michael y cols.,
1972; Taylor y Fregly, 1964). Estas diferencias pueden ser debidas a que tanto el
FSR como la TFG, en algunos estudios, no estaban relacionados con el peso del
rifién, especialmente en ratas hiper e hipotiroideas que tienen mayor y menor
tamafio renal, respectivamente, que las ratas controles. En este sentido, Fregly
y colaboradores (1962), mostraron que cuando se relacionaban FSR y TFG al
tamafio del rifiéon, las ratio eran las mismas que los controles. Varias
observaciones de nuestro grupo indican que el aclaramiento de creatinina, en
ratas conscientes, relacionado con el peso del rifién, disminuye con la
administracion de tiroxina de forma relativa al tiempo de induccién del
hipertiroidismo y de la dosis de T4 empleada (Rodriguez-Gomez y cols., 2003;
Vargas y cols., 1994; Garcia-Estaf y cols., 1995; Rodriguez-Gémez y cols., 2005).
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2.2.2. Proteinuria

Se ha mostrado en varios trabajos que las ratas hipertiroideas promueven
una proteinuria incrementada, en consonancia con la presencia de proteinuria
descrita en los pacientes con la enfermedad de Grave (Weetman y cols., 1985).
Esta alteracion no esté relacionada con la presion arterial, ya que una terapia
antihipertensiva no es capaz de reducir la proteinuria (Rodriguez-Gomez y
cols., 2003). La proteinuria parece también no estar relacionada con la
actividad del sistema renina-angiotensina (Rodriguez-Gomez y cols., 2003).
Estas observaciones sugieren que la proteinuria en el estado hipertiroideo
puede estar producida por una accién directa de las hormonas tiroideas,
aumentando la permeabilidad de la barrera glomerular. En este contexto,
Tanwani y colaboradores (2002), aportaron datos de una posible asociacion
entre los pacientes tirotoxicos y un sindrome nefrético atribuible a una
nefropatia de cambios minimos, una entidad clinica definida por una

proteinuria que ocurre en ausencia de lesion en la pared capilar glomerular.

2.3. Hipertrofia cardiaca

El estado hipertiroideo se asocia a una hipertrofia cardiaca (Klein y
Ojamaa, 1995; Garcia del Rio y cols., 1997; Rodriguez-Gomez y cols., 2003; Klein
I, 1998). La hormona tiroidea podria promover el desarrollo de una hipertrofia
cardiaca, bien por un efecto directo en la sintesis de la proteina de miocardio,
y/o indirectamente a través de cambios en el gasto cardiaco (Klein I, 1998;
Klein y Hong, 1986). El hipertiroidismo aumenta el gasto cardiaco y la

frecuencia cardiaca basal, y estudios realizados en cultivos de células sugieren
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que los efectos de la T4 en el corazén estdn mediados por efectos directos de la
T4 en el metabolismo proteico (Sanford y cols., 1978).

El hipertiroidismo produce hipertension arterial y un incremento de la
tasa peso del corazén/peso corporal, una medida de la hipertrofia ventricular
relativa. Ademas, el tratamiento con T4, no afecta o reduce la tasa peso VI/VD
(Rodriguez-Gémez y cols., 2005; Gerdes y cols., 1985). Por consiguiente, ambos
pesos ventriculares, aumentaron con el tratamiento tiroideo en animales, pero
la masa ventricular derecha aumenté mas que la masa ventricular izquierda.
Esta observacion contrasta con el aumento de la tasa VI/VD normalmente
observada en otros tipos de hipertension, y puede ser debida a que el
hipertiroidismo produce una circulacion hiperdindmica, un tipo de hipertrofia
cardiaca secundaria a sobrecarga de volumen (Klein y Ojamaa, 1995).

Se ha observado que cuando el propanolol se administra
simultdneamente con Ty, ambas respuestas, frecuencia cardiaca e hipertrofia, se
previenen (Klein, 1988). Sin embargo, Gerdes y colaboradores (1987),
mostraron que el propranolol modifica las dimensiones del miocito en ratas
eutiroideas e hipertiroideas, pero no previene la hipertrofia cardiaca inducida
por la hormona tiroidea, y este grupo (Gerdes y cols., 1985) también mostré
que el propranolol no previene la hipertrofia cardiaca y necrosis celular
multifocal en la rata con hipertiroidismo crénico.

Uno de los factores que contribuyen directamente, o junto con la elevada
presion arterial, al desarrollo de hipertrofia cardiaca es el sistema renina
angiotensina (SRA) (Dahlof, 1988; Morgan y Baker, 1991). La hormona tiroidea
induce hipertrofia cardiaca junto con aumentos en la expresiéon cardiaca del
mRNA de renina, renina cardiaca y angiotensina II cardiaca (Kobori y cols.,

1997; Kobori y cols., 1999). Estos autores, sugirieron que el sistema renina-
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angiotensina local juega un papel primario en el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca inducida por el hipertiroidismo, y este mismo grupo (Kobori y cols.,
1997) observé que la administracion de inhibidores del SRA suprimié el SRA
cardiaco, sugiriendo que contribuye al retroceso de la hipertrofia cardiaca en el
estado hipertiroideo. Después, Basset y colaboradores (2001) también
observaron que el tratamiento crénico con valsartdn, un antagonista del
receptor del tipo 1 de la angiotensina II, previno el desarrollo de la hipertrofia
del ventriculo izquierdo asociado con tirotoxicosis. Y Asahi y colaboradores
(2001), observaron que el cilazapril y propranolol disminuyeron la presién
arterial en la misma magnitud en ratas hipertiroideas, pero sélo el cilazapril
redujo la hipertrofia cardiaca. Sin embargo, el bloqueo crénico de la enzima
convertidora de angiotensina (Garcia del Rio y cols., 1997) o AT: (Rodriguez-
Gomez y cols.,, 2003) no altera significativamente la hipertrofia ventricular
relativa tanto en ratas normotensas (Bedotto y cols., 1989) como en hipertensas
(Garcia del Rio y cols., 1997; Rodriguez-Gomez y cols., 2003) hipertiroideas,
indicando que el SRA circulante no juega un papel esencial en este tipo de
hipertrofia cardiaca.

Otras observaciones indican que la hipertrofia ventricular en el
hipertiroidismo no esta relacionada con la presion arterial. Asi, aumentos en la
presion arterial inducidos por L-NAME (Klein y Ojamaa, 1995) o reducciones
producidas por losartdn (Rodriguez-Gomez y cols., 2003) en ratas
hipertiroideas no modifican la hipertrofia ventricular. Estos datos indican que
la hipertrofia cardiaca en el hipertiroidismo no esté relacionada con la presion
arterial. En este sentido, Bedotto y colaboradores (1989), también observaron
que la hipertrofia cardiaca producida por la hormona tiroidea es

independiente de la sobrecarga cardiaca. Podria proponerse que un efecto
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trofico directo de las hormonas tiroideas en el corazén puede ser el
responsable de la hipertrofia cardiaca en el hipertiroidismo. En apoyo a esta
propuesta, estudios realizados en cardiomiocitos cultivados han demostrado
que la hormona tiroidea controla directamente la expresion génica y factores

de crecimiento (Morgan y Baker, 1991).

Variables morfologicas

Peso Corporal \ J,
Peso Tiroideo \’ )
Peso ventricular T L
Peso Renal 0 {
Peso ventricular/peso corporal 0 e
Peso renal/ peso corporal 0 J
Ventriculo izquierdo/ventriculo derecho 0 No medido
Variables Hemodindmicas
Presion arterial T L
Volumen sanguineo 0 {
Gasto cardiaco 1 J
Resistencia periférica total & )
Frecuencia cardiaca 0 d
Presion de pulso 1 d

Fig. 2. Variables morfolégicas y hemodindmicas en el hipo e hipertiroidismo
experimental.

3. REACTIVIDAD VASCULAR EN EL HIPO E HIPERTIROIDISMO
3.1. Vasoconstrictores

Se han encontrado alteraciones en la respuesta vascular a
vasoconstrictores en animales hipo e hipertiroideos. Sin embargo, no existe
consenso sobre la respuesta a vasoconstrictores en el hipo e hipertiroidismo.

Distintos autores, utilizando diferentes preparaciones del musculo liso
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vascular han encontrado que la respuesta a vasoconstrictores puede estar
reducida, sin cambios o aumentar en ambas alteraciones tiroideas. Estas
discrepancias pueden ser debidas al uso de diferentes protocolos,
produciéndose cambios en factores tan importantes como la preparacion
vascular, duracién de la enfermedad, el uso de anestesia, el anéalisis estadistico
usado (Koehn y cols., 1967), la presencia de cambios en la presion arterial, y la
magnitud o duracién de estos cambios. Ademads, algunos de estos estudios
fueron realizados antes de que se conociera que la presencia y ausencia del
endotelio podia modificar la accion de los agonistas contréctiles (Vanhoutte,
1989), por lo que el endotelio pudo haber sido dafiado en los primeros estudios.

Ratas hipotiroideas enteras mostraron una reducida respuesta a
norepinefrina (NE) y una respuesta normal a Ang II (Vargas y cols., 1991). Sin
embargo, en preparaciones de cuartos traseros de ratas hipotiroideas la
reactividad vascular a Ang II mostr6 un aumento o respuesta normal
dependiendo del analisis estadistico usado (Koehn y cols., 1967).

En varias preparaciones de animales hipotiroideos se ha encontrado una
respuesta vascular disminuida a Phe y a otros agonistas ou-adrenorreceptores
(Brown y Pollock, 1980; Grieve y cols., 1999; Rahmani y cols., 1987; Sabio y cols.,
1994), aunque, también se ha encontrado una respuesta normal en la
vasculatura mesentérica (Ishac y cols., 1983; Takiguchi y cols., 1988). El efecto
inhibitorio del hipotiroidismo sobre la contraccién inducida por Phe fue
restaurado por una terapia sustitutiva con tiroxina (Grieve y cols., 1999),
sugiriendo que la acciéon de las drogas antitiroideas es dependiente de la
induccién del estado hipotiroideo y no es debido a una accién directa de las

drogas o a otros factores no relacionados.
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Esta disminuida sensibilidad a Phe mostrada en 6rganos aislados de
animales hipotiroideos puede explicarse por una reducciéon en el nimero de
ou-adrenorreceptores presentes en el musculo liso vascular o por un cambio en
su eficacia de acoplamiento. Sin embargo, aunque se ha establecido que el
hipotiroidismo puede modular el nimero de a-adrenorreceptores presentes en
el tejido cardiaco (Zwaveling y cols., 1996), no hay actualmente ninguna
evidencia directa que sugiera que tenga un efecto similar en la densidad de los
ou-adrenorreceptores vasculares. Ademads, el hipotiroidismo provoca una
respuesta anémala del propio musculo liso vascular, como consecuencia de
una deficiencia tiroidea crénica, como indica la reduccién de la respuesta a
cloruro de potasio o cloruro de bario en tiras adrticas o rifiones aislados,
respectivamente, obtenidos de ratas tratadas con metimazol (Sabio y cols., 1994;
Vargas y cols., 1996). Ademas, la respuesta vasoconstrictora a ATP en rifiones
hipotiroideos también se encontro casi ausente (Vargas y cols., 1996).

En resumen, la mayoria de los resultados demuestran que el
hipotiroidismo estd acompafiado de un marcado descenso en la sensibilidad a
agentes a-adrenérgicos, purinérgicos y estimulantes no especificos del
musculo liso vascular en arterias de gran calibre y vasos de resistencia. Esta
alteraciéon en la respuesta a vasoconstrictores puede jugar un papel en la
reducida presién arterial de ratas hipotiroideas, asi como en los efectos
preventivos del hipotiroidismo en la hipertensién experimental.

En el hipertiroidismo, también hay resultados discrepantes sobre la
naturaleza de los cambios en la vasoconstriccion. Nuestro grupo observé que
la reactividad vascular a vasoconstrictores fue mayor en la vasculatura renal
de ratas hipertiroideas que en controles, mientras que las tiras adrticas de esas

ratas no presentaron mas actividad que esos controles (Sabio y cols., 1994).
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Los datos obtenidos por otros laboratorios en vasos de conduccién (tiras
aorticas o anillos) de ratas hipertiroideas mostraron una reactividad normal
(Rahmani y cols.,, 1987), aumentada (Field y cols., 1973) y disminuida
(Scivoletto y cols., 1986; Gunasekera y Kuriyama, 1990; McAllister y cols., 1998;
Honda y cols., 2000) a diferentes vasoconstrictores. Se ha observado en el tejido
aortico de ratas hipertiroideas una disminucién de ai-adrenorreceptores
(Gunasekera y Kuriyama, 1990) y una menor entrada de Ca2* por los canales de
Ca?* regulados por ai-adrenorreceptores (Stratton y Morrow, 1991).

El incremento de la reactividad a vasoconstrictores en rifiones aislados y
perfundidos de ratas hipertiroideas contrasta con la respuesta normal descrita
en el lecho vascular de cuartos traseros de perros y ratas (Koehn y cols., 1967;
Zsoter y cols., 1964; Van der Schoot y Moran, 1965). En arterias mesentéricas de
ratas hipertiroideas también se han observado respuestas discrepantes,
aportdndose aumentos en la respuesta (Grassby y McNeill, 1988) y una
reactividad normal (Ishac y Pennefather, 1983; Zwaveling y cols., 1996) a
agentes ai-adrenérgicos, mientras que la contracciéon inducida por 5-
hidroxitriptamina (5-HT) aument6é (Grassby y McNeill, 1988). La respuesta
contractil en arterias coronarias también mostré resultados contradictorios; asf,
se ha observado un incremento de reactividad a 5-HT (Miyazawa y cols., 1989)
y una respuesta normal a 5-HT, U46619 y metoxamina (Zwaveling y cols.,
1997).

Estos datos indican que no hay una alteracion generalizada en la
respuesta a los agentes vasoconstrictores en las ratas hipertiroideas y que esta
respuesta es tejido y tiempo dependiente. Estas diferencias entre las

preparaciones pueden ser debidas a diferencias funcionales y reguladoras
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inherentes entre grandes arterias de conduccién y arteriolas en los diferentes

tejidos.

3.2. Vasodilatadores

En ratas hipotiroideas, la sensibilidad renal a vasodilatadores endotelio-
dependientes y a donantes de NO esta significativamente reducida (Vargas y
cols.,, 1995), hallazgo que contrasta con una respuesta normal en la aorta
(Vargas y cols., 1995) y en ratas conscientes (Vargas y cols., 1994). Delp y
colaboradores (1995), encontraron que el hipotiroidismo estaba asociado con
una suprimida vasorrelajacion endotelio-dependiente adrtica.

Takiguchi y colaboradores (1988), observaron que la vasodilatacion
endotelio-dependiente en la vasculatura mesentérica, dio resultados
divergentes en funciéon del agonista usado, como por ejemplo, una
disminucién de respuesta a histamina, una respuesta normal a ACh, pero no se
observé ningtn cambio significativo en la respuesta a papaverina (agonista
endotelio-independiente). Las diferencias en la preparacion usada pueden ser
la principal causa de estas discrepancias, como sugieren los resultados
aportados por nuestro grupo.

En aorta (Gunasekera y Kuriyama, 1990) y en el lecho vascular mesentérico
(Takiguchi y cols., 1988) de ratas hipotiroideas, también se ha observado una
disminucién de respuesta a isoprenalina, de acuerdo con la disminucién de
receptores [-adrenérgicos observados en la vasculatura de estas ratas
(Gunasekera y Kuriyama, 1990). Se ha sugerido que la reducida respuesta a
vasodilatadores en la vasculatura renal de estos animales puede jugar un papel

en el incremento de la resistencia vascular periférica (Vargas y cols., 1995).
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En ratas hipertensas hipertiroideas los vasos de conduccién (aorta
aislada) y de resistencia (rifién aislado) mostraron un incremento en la
respuesta a ACh (Vargas y cols.,, 1995). Este incremento en la respuesta
endotelio-dependiente en preparaciones de ratas hipertiroideas fue confirmado
posteriormente por otros laboratorios (Biissemaker y cols., 2003; McAllister y
cols., 1998; Iwata y Honda, 2004). Aunque, Lockette y colaboradores (1987),
observaron que en aorta de ratas hipertiroideas la relajacion es menor a ACh;
al iondforo del calcio, A23187; y al nitroprusiato sédico (NPS) y que la
sensibilidad al factor natriurético atrial y 8-Br cGMP estaba inalterada.

Honda y colaboradores (2000), observaron en anillos aérticos de rata que
el tratamiento con Ty durante 3 dias aument6 significativamente la relajaciéon
inducida por ACh y NPS, e indicaron que el tratamiento con T4 por un periodo
mayor (1-2 semanas), no tuvo influencia significativa en la vasorrelajaciéon
inducida por ACh y NPS. El incremento de vasodilataciéon endotelio-
dependiente, usualmente observado en vasos de resistencia de ratas
hipertiroideas, concuerda con la reducida resistencia vascular caracteristica de
esta enfermedad y puede ser, en parte, debido al shear stress inducido por el
incremento del gasto cardiaco en la pared vascular.

También se han observado resultados similares en otras enfermedades
que cursan con una circulacién hiperdinamica e incremento del gasto cardiaco
con una disminucién de la resistencia periférica, como la cirrosis hepatica
(Garcia-Estafi y cols., 1994). Todos estos datos sugieren que un aumento en la
respuesta a vasodilatadores endotelio-dependientes puede participar en una
reducida resistencia vascular periférica observada en sindromes
hiperdinamicos circulatorios, sin tener en cuenta el nivel de presién arterial

sistémica. Por el contrario, el hipotiroidismo, con un reducido gasto cardiaco,
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estd asociado con una vasorrelajacion endotelio-dependiente marcadamente
reducida (Vargas y cols., 1995; Delp y cols., 1995) y una resistencia vascular
aumentada (Larsen y cols., 1998; Klein, 1990). Ademas, las hormonas tiroideas
pueden tener efectos directos en la expresiéon génica en la pared vascular

explicando la vasorrelajaciéon endotelio-dependiente aumentada.

3.3. Papel de los vasodilatadores endoteliales

Como ya se ha comentado, el endotelio sirve como un sensor de presion
y flujo, activando, ambos, la liberacién de factores relajantes derivados del
endotelio (Rubanyi y cols., 1990). Cuando se elimina el endotelio aumenta la
sensibilidad a VC en el rifién aislado (Ercan y cols., 1990; Vargas y Osuna, 1996)
y también aumenta la respuesta producida por la administraciéon de L-NAME
o TEA (Vargas y Osuna, 1996), indicando que el NO y el FHDE modulan la
respuesta a VC en el rifién aislado perfundido. Por lo que una alteraciéon en la
liberacion de los mediadores endoteliales juega un importante papel en la
génesis de las anormalidades vasculares funcionales que aparecen en la
hipertension, arteriosclerosis o diabetes.

Estudios realizados en células endoteliales cultivadas (Noris y cols., 1995;
Ranjan y cols, 1995; Uematsu y cols., 1995) y en vasos sanguineos (Nodaud y
cols., 1996) expuestos a un aumento de shear stress y flujo, respectivamente,
mostraron un aumento en la vasodilatacion endotelio-dependiente e
incremento en la actividad y/o la expresiéon de la NOS. Por consiguiente es
posible que un aumento del gasto cardiaco en ratas hipertiroideas (Klein, 1990),
produzca un incremento de la actividad NOS con un aumento crénico en la
tension de roce en la vasculatura endotelial. En consonancia con esta idea, el

hipo e hipertiroidismo presentan una disminuida y aumentada respuesta
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endotelial maxima, respectivamente (McAllister y cols., 1998; Vargas y cols.,
1995).

Preparaciones de ratas hipotiroideas muestran una atenuada respuesta a
VC y sobre todo al agonista ou-adrenérgico, Phe (Grieve y cols., 1999; Sabio y
cols., 1994). Grieve y colaboradores (1999), sugirieron que un aumento en la
produccion de NO por el endotelio juega un papel en la hiporespuesta a Phe
en ratas hipotiroideas. Sin embargo, nuestro grupo no encontré ninguna
evidencia bioquimica (Quesada y cols., 2002) o funcional (Vargas y cols., 1995)
de tales aumentos de la actividad NO en el hipotiroidismo.

Ademas, el hipotiroidismo puede prevenir la hipertensiéon inducida con
una dosis elevada de un inhibidor de NO (Vargas y cols., 1996) donde el
incremento de la sensibilidad presora a VC juega un papel esencial (Vargas y
cols., 1996), sugiriendo que el hipotiroidismo puede reducir la respuesta a VC
incluso en ausencia de NO.

En ratas hipertiroideas aumenta la respuesta a vasodilatadores endotelio-
dependiente, acetilcolina, en vasos de resistencia (McAllister y cols., 1998;
Vargas y cols, 1995). McAllister y colaboradores (1998), observaron que las
respuestas contractiles a NE estaban reducidas en el estado hipertiroideo en
presencia de un endotelio intacto, mientras que los anillos vasculares de ratas
hiper y eutiroideas sin endotelio no mostraban diferencias significativas en las
respuestas contractiles a NE. Estos resultados sugieren que las respuestas
reducidas a NE en vasos con el endotelio intacto son principalmente debidas a
adaptaciones endoteliales inducidas por el hipertiroidismo. Resultados
similares fueron obtenidos por Scivoletto y colaboradores (1986) en anillos
aorticos de rata. Mas recientemente, Biissemaker y colaboradores (2003),

determinaron los efectos del hipertiroidismo agudo y crénico in vivo en la
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contribucién del NO y FHDE en la relajacién dependiente del endotelio en
anillos de arteria renal, y observaron que esta relajacion aument6é con el
tratamiento con T3, entre las 36 h y 8 semanas. En este periodo de tiempo, la
relajacion mediada por el FHDE y por el NO aumenté significativamente.
Después de las 8 semanas con este tratamiento, la relajacion mediada por el
FHDE disminuy6, mientras que la relajacién mediada por el NO permaneci6
aumentada, observando que la expresiéon de la NO sintasa endotelial estaba
notablemente aumentada. Ademads, estos autores también observaron en
arterias renales de las ratas tratadas durante 8 semanas con Ts, que las células
del musculo liso estaban significativamente hiperpolarizadas respecto a los
controles, fenémeno que puede ser también como consecuencia de una
elevacion cronica del shear stress, al ser este factor conocido por estimular la
expresion de los canales de potasio en las células endoteliales (Hoger y cols.,

2002).

4. ACTIVIDAD OXIDO NITRICO SINTASA EN LAS
ALTERACIONES TIROIDEAS

El hipotiroidismo inducido por propiltiouracilo (PTU) causa una
disminucién de la expresion génica de la NOS en el hipotdlamo de rata, efecto
que se invirti6é con un suplemento dietético con tiroxina.

La actividad NOS en ratas hipertiroideas estd aumentada en los tejidos
relacionados con el control de la presiéon arterial (Quesada y cols., 2002). El
mecanismo responsable del aumento de la actividad NOS en ratas
hipertiroideas no se conoce, y son varios los factores propuestos que pueden
participar: a) un efecto directo de las hormonas tiroideas; asi, se ha observado

en sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta después de la adicion de Ts,
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una estimulacién de la actividad NOS por una via distinta a la genémica (entre
los 10 y 30 s) (Chakrabarti y Ray, 2000); b) una respuesta compensatoria a la
alta presion arterial de estos animales (Vaziri y cols., 1998); c) una liberaciéon
aumentada de sustancias vasoactivas como la Ang II (Hennington y cols., 1998)
o endotelina (Hirata y cols., 1995), las cuales aumentan la produccién de NO en
ratas hipertiroideas (Marchant y cols., 1993; Singh y cols., 1994); d) o al
mecanismo de tensién de roce inducido por la circulaciéon hiperdindmica de
estos animales. La tensién de roce regula la expresiéon NOS (Xiao y cols., 1997)
y ha sido descrito en la secuencia del promotor del gen NOS un componente
que interviene posiblemente en la respuesta (Marsden y cols., 1993). Por otra
parte, se ha observado una estimulaciéon de la NOS constitutiva en otras
enfermedades que cursan con una circulaciéon hiperdindmica, como la cirrosis
hepatica (Martin y cols., 1996) y la anemia por deficiencia de hierro (Ni y cols.,
1997).

En tejidos de ratas hipotiroideas la actividad NOS muestra un modelo
heterogéneo dificil de explicar, pero puede ser el resultado de cambios en la
expresion de las diferentes isoformas de la NOS. De hecho, recientemente se ha
observado (Carreras y cols., 2001), que la NOS estd aumentada en mitocondrias
de higado y miusculo esquelético en el hipotiroidismo, e inversamente
correlacionada con el nivel de Ts en suero, mientras que en tejidos neurales la
actividad NOS estd reducida (Ueta y cols., 1995).

El aumento y disminucién de la actividad NOS en aorta de ratas hiper e
hipotiroideas, respectivamente, debido a la importancia del NO en el control
del tono vascular (Moncada y cols., 1991), sugiere que esta alteraciéon puede
jugar un papel en los cambios de la resistencia vascular periférica total (Klein,

1990). Estos datos son consistentes con el aumento y disminuciéon de la
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respuesta a acetilcolina en rifiones perfundidos y aortas aisladas de ratas hiper
e hipotiroideas, respectivamente (Vargas y cols., 1995).

El 6xido nitrico medular juega un mayor papel en la regulacién de la
excrecion renal de sodio y agua y por consiguiente en el control de la presiéon
arterial (Romero y cols., 1992). Los valores normales de actividad NOS en la
médula de ratas hipotiroideas indican que la médula tiene una capacidad
adecuada de sintetizar NO, el cual es coherente con el manejo normal de sodio
de ratas hipotiroideas en condiciones normales y tras varios estimulos (Vargas
y cols., 1994; Vargas y cols., 1991). Sin embargo, en la corteza renal de ratas
hipertiroideas existe una alta actividad NOS, que puede ser como consecuencia
de una circulaciéon hiperdinamica, ya que, la actividad NOS cortical es
principalmente producida por la eNOS (Mattson y Higgins, 1996). Los niveles
similares de actividad NOS en la corteza y medula renal de ratas hipertiroideas
puede producir una deficiente generacion de NO en la medula renal, el cual
podria participar en una nula respuesta de la presién diuresis natriuresis de
estos animales (Vargas y cols., 1994).

También se ha observado que la actividad NOS en el ventriculo
izquierdo de ratas hipertiroideas es el doble que en controles. Esta alteraciéon
puede ser como consecuencia de la alta presién sanguinea de estas ratas, y no
por la circulacion hiperdindmica o por el incremento de la frecuencia cardiaca,
ya que la actividad NOS en el ventriculo derecho es similar a de los controles.

El incremento de la actividad NOS en estos tejidos de ratas hipertiroideas
coincide con los resultados publicados en otros tejidos. Un estudio mostré que
el hipertiroidismo inducido por Ts dobl6 la actividad de transcripciéon del gen
NOS en los nicleos paraventricular (PVN) y supraéptico (SON); mientras que

en el hipotiroidismo se produjo una reduccién muy significativa de la
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actividad transcripcional del gen NOS en el PVN y SON (Ueta y cols., 1995).
Fernandez y colaboradores (1997), demostraron que el hipertiroidismo cursa
con un aumento significativo y reversible de la actividad NOS en higado de

rata.

5. PAPEL DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA FUNCION
CARDIOVASCULAR Y RENAL

Un radical libre se puede definir como aquella especie quimica que posee
un electron desapareado. Esta situacion le confiere una alta capacidad de
reaccion, practicamente con cualquier principio activo, lo que también
condiciona su corta existencia. El radical libre que suele generar la existencia
de las demads especies reactivas de oxigeno es el anién superdxido (Oz). Su
origen en la célula se sittia en la mitocondria y en las membranas celulares. En
las membranas celulares realizan su funcién diversas enzimas
(NADP/NADPH oxidasa, citocromo P-450, xantina oxidasa, ciclooxigenasa,
lipooxigenasa) que utilizan el oxigeno como aceptor de electrones vy,
consecuentemente, llevan a la formacién del anién superéxido.

A partir del anion superdxido se forman el resto de especies reactivas de
oxigeno, destacando el peréxido de hidrégeno (H2O»), peroxinitrito (ONOO-),
hipoclorito y cloraminas, asi como los radicales hidroxilo y diéxido de
nitrégeno. Ante estos productos tan reactivos el organismo dispone de
sistemas defensivos antioxidantes end6genos, con caracteristicas enzimaéticas o
no. Entre los primeros estarian la superdxido dismutasa (mitocondrial,
citoplasmatica y extracelular), la catalasa y el complejo glutation peroxidasa-
reductasa y otras peroxidasas hemoproteicas (Fernandez y Videla, 1996). Entre

los no enzimaticos se incluyen a moléculas hidrofilicas, como el glutation
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reducido (GSH) y el acido ascérbico y a moléculas lipofilicas, como el a-
tocoferol y los carotenoides (Ferndndez y Videla, 1996), asi como los
estrogenos y la melatonina. Estos mecanismos de defensa antioxidantes se
complementan con los sistemas celulares de reparaciéon, que de forma
coordinada y acoplados al metabolismo intermediario, logran mantener un
nivel bajo de especies prooxidantes, compatible con la vida celular aerébica
(Ferndndez y Videla, 1996).

La corta vida de las especies reactivas es consecuencia del ataque al
elemento préximo, aunque parecen mostrar especial avidez por los acidos
grasos poliinsaturados constituyentes de las membranas biolégicas. El
resultado de esta tltima reaccién es una peroxidacion lipidica en cadena, capaz
de desestructurar y alterar las funciones de una membrana lisosomial,
mitocondrial, endoplasmética o celular, modificando su permeabilidad y
conduciendo eventualmente a la lisis y muerte celular (Tapia y cols., 1999).
Cualquier sustrato es susceptible de ser alterado: proteinas, acidos nucleicos,
residuos tioles reducidos, etc, afectando su funcién. Conviene recordar que los
radicales libres son también herramientas de las defensas celulares contra la
agresion. Asi, los leucocitos monocitos-macréfagos y células del llamado
sistema reticulo-endotelial (células endoteliales, células alveolares II, células de
Kupffer, células gliales, etc.), una vez activados liberan importantes cantidades
de radicales libres que ayudan a combatir la agresién y participan del proceso

inflamatorio.

5.1. Estrés oxidativo y funcién vascular

La participacion del aniéon superéxido y otras especies reactivas en el

control vascular se examina especialmente en relacién con la funcién endotelial
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(Wu, 1999). El equilibrio que resulta de la acciéon de los factores endoteliales
inductores de vasoconstriccion y proliferacion celular (Ang II, endotelina,
TXA,, Oy, etc.) y los factores inductores de vasodilataciéon y antiproliferacion
(NO, prostaciclina, FHDE, etc.) es esencial para la homeostasis vascular. El
6xido nitrico presenta caracteristicas de radical libre y su reacciéon con el anién
superéxido ocurre con gran facilidad. La consecuencia inmediata es la
limitacion de la biodisponibilidad del o6xido nitrico, mientras que la
consecuencia neta consiste en vasoconstriccion y crecimiento vascular,
alteraciones tipicas de enfermedades o estados tales como la diabetes,
insuficiencia renal, hipertension y alteraciones cardiovasculares (Griendling y
cols., 2000; Wilcox, 2002). En la vasculatura, el Ox disminuye la relajacién
dependiente de endotelio (Rubanyi y Vanhoutte, 1986a; Rubanyi y Vanhoutte,
1986b), mientras que la superéxido dismutasa (SOD) incrementa la vida media
del NO y potencia la dilataciéon dependiente del endotelio (Gryglewski y cols.,
1986). También se ha observado en diferentes modelos de hipertension
experimental como SHR (Wu y cols., 2001), DOCA-sal (Wu y cols., 2001), y
ratas hipertensas por Ang II (Nishiyama y cols., 2001), una elevada produccion
de Oy en los vasos sanguineos. Se ha constatado que los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (IECAs) mejoran la sensibilidad a la
insulina y disminuyen el estrés oxidativo en pacientes (Yavuz y cols., 2003) y
ratas (Chamorro y cols., 2004) hipertensas. La infusién aguda de angiotensina
causa estrés oxidativo en hipertensos, indicando que el sistema renina-
angiotensina contribuye al mismo (Murphey y cols., 2003). Mientras que otros
autores, han podido comprobar que la administracién de antioxidantes atentia
la hipertensién inducida por inhibiciéon de la sintesis de oxido nitrico (Duarte y

cols., 2002; Sainz y cols., 2005).
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Como consecuencia de la actividad de las epoxigenasas citocromo P-450
de la pared vascular no solamente se producen los metabolitos vasoactivos del
acido araquidénico descritos (EETs), sino que también se generan aniones
superéxido, peréxido de hidrégeno y radicales hidroxilo (Bondy y Naderi,
1994; Puntarulo y Cederbaum, 1998). La continua produccién de las ERO
parece ser una de las consecuencias mas importantes del consumo de NADPH
por las monooxigenasas microsomales, lo que implica que estas enzimas
contribuyen de forma significativa a la produccién de radicales libres de
oxigeno (Davydov, 2001).

De esta forma, el 6xido nitrico, por su condicién de radical poco reactivo,
realiza actividad antioxidante y muestra su faceta mas beneficiosa. Su
actuacion es capaz de parar reacciones de peroxidaciéon lipidica de las
membranas celulares confiriéndoles estabilidad; ademas, le permite prevenir la
oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), evitando un factor de
riesgo cardiovascular.

En determinadas situaciones en las que aumenta la formacién de anién
superdxido y de 6xido nitrico, la reaccién entre ellos es inevitable, formandose
peroxinitrito (Prior y Squadrito, 1995). El peroxinitrito formado es un anién no
radical el cual oxida de forma no enzimatica al dcido araquidénico y libera un
potente vasoconstrictor, el isoprostano (Haas y cols.,, 1999). Los niveles
celulares de NO y Oy y su interaccién tienen un gran impacto en los
mecanismos que controlan la reactividad vascular (Mugge y cols., 1991; Omar
y cols., 1991). Ademas, el Oy también puede actuar como un constrictor de la
musculatura lisa vascular. Se ha propuesto que la accién vasoconstrictora del
Oy se produce por abolicién del efecto vasodilatador del NO, debido a que

ambos radicales del oxigeno interaccionan entre ellos (Omar y cols., 1991;
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Wolin y cols., 2000). Sin embargo, recientes evidencias indican que el O> puede
ejercer un efecto vasoconstrictor independientemente de los mecanismos del
NO (Zou y cols.,, 2001), produciendo un aumento del tono simpatico o
directamente aumentando el calcio intracelular (Shokoji y cols., 2003). En
sintesis, el efecto resultante de la accién de las ERO sobre el endotelio vascular
es lo que reconocemos como disfuncién endotelial, produciéndose un
desplazamiento hacia estados donde predominan el tono vascular aumentado
asi como un mayor grado de proliferacion de células vasculares.
Particularmente relevante resulta la mediacion que ejerce la activacién de la
NADPH oxidasa como origen del anién superéxido (Lasegue y Griendling,

2002) y consiguientemente de estrés oxidativo.

5.2. Radical superéxido y funcién renal

En la dltima década se han acumulado evidencias que indican que las
ERO juegan un papel importante en la patogénesis de enfermedades renales,
produciendo dafio vascular, glomerular, tubular e intersticial (Ichikawa y cols.,
1994). Ademas, las ERO también juegan un papel relevante en la fisiologia
renal y el manejo renal de sodio. Asi, recientemente se ha observado que un
aumento de ingesta salina aumenta la generacién de Oy, la excrecién urinaria
de isoprostano y de MDA acompafiado de un aumento en la expresion y
actividad de la NADPH-oxidasa con una disminuida expresién renal de
superoxido dismutasa (Kitiyakara y cols., 2003). Estudios en la rata indican que
la produccion de Oy en la medula ejerce un efecto vasoconstrictor,

antidiurético y antinatriurético (Zou y cols., 2001).
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5.2.1. Interaccion O»/NO en la funcion renal

Existen muchas evidencias de que el NO y el Oy interaccionan y se
contrarregulan reciprocamente en sus acciones sobre la funcién renal. Ambos
ejercen acciones opuestas sobre las funciones tubular y vascular. Majid y
colaboradores (2004), demostraron en perros, que el efecto diurético y
natriurético del Tempol sélo ocurre en condiciones donde la NOS esta
bloqueada. Ademas, los efectos antinatriurético y vasoconstrictor del inhibidor
de la SOD, DETGC, se favorecen al bloquear la NOS (Majid y cols., 2002).

El NO acttia en mdltiples puntos del ciclo del acido citrico e inhibe la
utilizacion mitocondrial de oxigeno (Blantz y Weir, 2004). Esto tiene
consecuencias importantes sobre la funcién excretora renal, ya que la mayor
parte del oxigeno utilizado por el rifién se utiliza para la reabsorcion tubular
de sodio (Makino y cols.,, 2002). Desde una perspectiva fisiolégica, la
interaccién antagoénica entre el Oy y el NO, podria regular el consumo de
oxigeno y la reabsorciéon tubular de sodio en condiciones normales (Evans y

Fitzgerald, 2005).

5.3. Estrés oxidativo en el hiper e hipotiroidismo

Algunas evidencias indican que el hipertiroidismo en humanos y
animales cursa con un incremento del estrés oxidativo (Tapia y cols., 1999;
Fernandez V y cols., 2002; Venditti y cols., 1997; Sewerynek y cols., 2000).

Las hormonas tiroideas desempefian un papel esencial en el metabolismo
energético del organismo. El desarrollo de un estado hipertiroideo en
mamiferos conduce a un aumento significativo de su metabolismo basal,

caracterizado por un aumento en el consumo total de oxigeno de los tejidos
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diana, efecto conocido como calorigénesis tiroidea. La induccion del
hipertiroidismo experimental en la rata produce incrementos en la actividad de
enzimas hepdticas involucradas en procesos de oxidorreducciéon. A nivel
mitocondrial, microsomal y peroxisomal, aumenta la generacion de EROS,
como el radical superéxido y/o el peroxido de hidrégeno, y a nivel
citoplasmatico aumenta la generaciéon de especies reactivas derivadas del
nitrégeno (ERNS), como el 6xido nitrico (*NO) y el peroxinitrito (ONOO-)
(Tapia y cols., 1999; Fernandez y col., 1997), siendo, éste ultimo, un potente
oxidante que participa en la oxidacion de grupos sulfidrilos, de lipidos y la
nitraciéon de residuos de tirosina, y en altas concentraciones es sumamente
toxico (Beckman y Koppenol, 1996, Combes y cols., 2001). Ademds puede
oxidar de forma no enzimética al acido araquidénico y liberar Fr-isoprostano
(Huie y Padmaja, 1993) que ejerce una potente vasoconstriccion y efectos

antinatriuréticos (Roberts y Morrow, 1997; Takahashi y cols., 1992).

5.4. Efecto del Tempol en el estrés oxidativo y enfermedades

cardiovasculares

Ha sido estudiado por diversos autores que el 4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-N-oxil o 4-hidroxi-tempo (Tempol), un mimético de la
superdxido dismutasa permeable a la membrana celular, y otros antioxidantes
disminuyen la presion arterial y la resistencia vascular renal en SHR
(Schnackenberg y Wilcox., 1999; Duarte y cols., 2001) e hipertension DOCA-sal
(Beswick y cols.,, 2001), habiéndose observado también que esta droga
disminuye la excrecién urinaria del isoprostano Fra (Schnackenberg y cols.,

1998), marcador de estrés oxidativo (Haas y cols., 1999).
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El Tempol que produce una marcada reducciéon de la producciéon de Oy
(Griendlind y cols., 2000; Wilcox, 2002; Wu y cols., 2001; Nishiyama y cols.,
2001; Schnackenberg y Wilcox, 1999; Schnackenberg y cols., 1998) es el mas
utilizado en los estudios sobre estrés oxidativo renales y cardiovasculares.

Zou y colaboradores (2001), mostraron que la infusién, en intersticio
renal, de dietiltiocarbamato (DETC) disminuye el flujo medular y que el
Tempol tiene el efecto opuesto. Mostraron que la infusién de Tempol en la
médula renal favorece la excrecién urinaria de sodio.

Recientes estudios han mostrado que la administraciéon aguda de Tempol
disminuye en ratas SHR (Shokoji y cols., 2003) y DOCA-Sal (Xu y cols., 2004)
respecto a ratas control, la presién sanguinea, la actividad nervioso simpdtico
renal (ANSR), y la frecuencia cardiaca. Y Shokoji y colaboradores (2003),
demostraron que un aumento en la produccion del i6n superéxido contribuye
al desarrollo de la hipertension a través de la activacion del sistema nervioso
simpatico (SNS), y que el Tempol reduce la presiéon sanguinea, inhibiendo la
actividad del SNS.

El bloqueo de la NOS por infusién intravenosa de L-NAME, suprime el
efecto hipotensor del Tempol, lo que indica que el efecto anti-hipertensor o
vasodilatador del Tempol depende de su accién supresora de Oy, que facilita
la vasodilatacién inducida por el NO (Schnackenberg y cols., 1998). Sin
embargo, en ratas hipertensas tratadas con L-NAME, el Tempol disminuye
significativamente la presién sanguinea (Sainz y cols., 2005). Ademaés se ha
observado que en ausencia de produccion de NO, el O puede ejercer efectos
vasoconstrictores independientes del mecanismo del NO (Majid y Nishiyama,

2002).
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Otros estudios realizados in vivo e in vitro, han aportado como el Tempol
es capaz de aumentar la biodisponibilidad del NO y la excrecién de sodio en
animales previamente tratados con Ang II cuyos efectos fisiologicos pueden
estar mediados por un incremento del O producido por la NADPH oxidasa

(Lopez y cols., 2003).
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Planteamiento y objetivos

La disfuncién tiroidea estd acompanada de importantes alteraciones en la
funcién cardiovascular. Asi, el hipertiroidismo esta relacionado con una
circulaciéon hiperdindmica, caracterizada por una hipertensiéon con un
incremento del gasto cardidco y una resistencia vascular reducida, mientras
que el hipotiroidismo estd caracterizado por una hipotensioén arterial con un
gasto cardiaco reducido y un incremento de la resistencia vascular (Klein y
Ojamaa, 2001; Klein y Ojamaa, 1995; Larsen y cols., 1998).

La disfuncién tiroidea produce importantes cambios en la sensibilidad a
VC y VD en vasos de conduccién y de resistencia (Vargas y cols., 1988).
Ademads, el hipotiroidismo previene y revierte algunos modelos
experimentales de hipertension (Vargas y cols., 1995), mientras que el
hipertiroidismo acelera el curso de la hipertension.

Es bien conocido que el endotelio puede modular el tono vascular del
musculo liso via sintesis y liberacién de algunos factores relajantes derivados
del endotelio (Furchgott y Vanhoutte, 1989). El NO y FHDE son los principales
mediadores de la vasodilataciéon renal endotelio-dependiente (Vargas y cols.,
1994); el primero parece jugar un importante papel en arterias de conduccién,
mientras que el FHDE es el mas importante en vasos de resistencia (Campbell y
Gaurthier, 2002). La sintesis de NO es inhibida por el L-NAME. El FHDE es
una sustancia difusible no identificada que relaja el musculo liso vascular a
través de la hiperpolarizacién via apertura de canales de potasio (Brayden y
cols., 1991; Vanhoutte, 1993). TEA y altas concentraciones de potasio han sido
utilizadas para inhibir la actividad del FHDE.

Ademas, el endotelio ha sido postulado como un sensor de flujo y
presién, factores que activan la liberacion de factores relajantes derivados del

endotelio (Rubanyi y cols., 1990). A este respecto la eliminacién endotelial
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aumenta la sensibilidad a VC en rifiones aislados (Vargas y cols., 1996), y el
incremento de respuesta también fue producido con la administracién de L-
NAME o TEA (Vargas y Osuna, 1996), indicando que el NO y FHDE modulan
la respuesta a VC en rifiones aislados.

Preparaciones de ratas hiper e hipotiroideas muestran cambios en la
respuesta a VC y especialmente al agonista aj-adrenérgico, fenilefrina (Grieve
y cols., 1999; Sabio y cols., 1994). Ha sido sugerido que el aumento de la
producciéon de NO por el endotelio juega un papel en la hiporespuesta a Phe
en ratas hipotiroideas (Grieve y cols., 1999). En contraste nuestro grupo no
encontré evidencias bioquimicas (Quesada y cols., 2002) o funcionales (Vargas
y cols., 1995) de tales incrementos de actividad NO en el hipotiroidismo.
Ademas, el hipotiroidismo puede prevenir la hipertension inducida con una
dosis elevada de un inhibidor de NO (Vargas y cols., 1996) donde el
incremento de la sensibilidad presora a VC juega un papel esencial (Vargas y
cols., 1996), sugiriendo que el hipotiroidismo puede reducir la respuesta a VC
incluso en ausencia de NO.

Sin embargo en el estado hipertiroideo si se obtuvieron evidencias de un
aumento de actividad del NO. En ratas hipertensas hipertiroideas los vasos de
conduccién (aorta aislada) y de resistencia (rifion aislado) mostraron un
incremento en la respuesta a ACh (Vargas y cols., 1995). Este incremento en la
respuesta endotelio-dependiente en preparaciones de ratas hipertiroideas ha
sido confirmado posteriormente por otros laboratorios (Biissemaker y cols.,

2003; McAllister y cols., 1998; Iwata y Honda, 2004).

El estado hipertiroideo esta acompanado de importantes alteraciones en
funciones hemodindmicas, renal y cardiaca (Bradley y cols., 1974; Klein y

Ojamaa, 1995; Larsen y cols., 1998). En ratas, la tiroxina produce hipertension
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(Garcia-Estaf y cols., 1995; Klein y Ojamaa, 1995; Vargas y cols., 1991),
hipertrofia renal y cardiaca, proteinuria y reduce la excrecién renal de sodio
(Garcia-Estaf y cols., 1995; Vargas y cols., 1991; Bradley y cols., 1974).

El estado hipertiroideo en mamiferos esta asociado con un aumento del
metabolismo basal, caracterizado por un aumento en el consumo total de
oxigeno de los tejidos diana, efecto conocido como calorigénesis tiroidea. La
induccién del hipertiroidismo experimental en la rata produce incrementos en
la actividad de enzimas hepaticas involucradas en procesos de oxido reduccion,
incrementando la generacion de ERO (Giavarotti y cols., 1998; Huh y cols.,
1998). Ademas, se produce una importante disminucién, en higado, de la
actividad de algunos sistemas de defensa antioxidante, como la SOD, la
catalasa y GSH (Giavarotti y cols., 1998; Huh y cols., 1998). Este desequilibrio
entre factores prooxidantes y antioxidantes condicionan un estrés oxidativo
hepatico (Tapia y cols., 1999; Venditti y cols., 1997).

Existen evidencias de que el estrés oxidativo, a través del i6n superéxido
y otras especies reactivas de oxigeno, contribuye al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes e insuficiencia renal (Griendling y cols., 2000;
Wilcox, 2002). Varios estudios han demostrado que el estrés oxidativo, en ratas,
estd implicado en la patogénesis de la hipertension arterial (Sainz y cols., 2005;
Schnackenberg y cols., 1999). Ademas, se ha mostrado que el Tempol, un
mimético de la SOD de bajo peso molecular metal-independiente y permeable
a la membrana celular (Mitchell y cols., 1990), disminuye la presién sanguinea
en ratas hipertensas (Sainz y cols., 2005; Schnackenberg y cols., 1999).

Las ERO juegan un importante papel en la patogénesis de enfermedades
renales, produciendo dafio vascular, glomerular, tubular e intesticial (Wilcox,
2002). Ademas, recientemente, se ha demostrado que las ERO también juegan

un relevante papel en la hemodindmica renal y excrecién de sodio (Zou y cols.,
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2001). Ratas hipertiroideas muestran una reducida capacidad de excretar sodio
después de una carga salina isoténica o hiperténica (Vargas y cols., 1991) y
muestran una relacién presion-natriuresis suprimida (Garcia-Estafi y cols.,
1995). Esta tltima alteracion es desarrollada por inhibidores de Ang II (Garcia-
Estafi y cols., 1995), drogas que han mostrado recientemente propiedades
antioxidantes (Chamorro y cols., 2004). Asi, alteraciones en el manejo de sodio
de ratas hipertiroideas pueden estar relacionadas con las enzimas que regulan
el estrés oxidativo renal en esta enfermedad.

A pesar de haberse desarrollado estudios exhaustivos sobre el papel de
las hormonas tiroideas en el estrés oxidativo hepatico, aun no se ha estudiado
que papel juega este aumento de estrés oxidativo en el desarrollo de las
manifestaciones cardiovasculares (Asayama y cols., 1989; Gredilla y cols., 2001)

y renales (Mori y Cowley, 2004; Sawant y cols., 2003) en la disfuncioén tiroidea.

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

e Analizar la hipétesis de que el NO y/o FHDE pueden participar en las
alteraciones de las respuestas a VC y VD en el lecho vascular renal de ratas
con disfuncion tiroidea. Para explorar la contribucién de estos mediadores,
nosotros usamos TEA o altas concentraciones de potasio para inhibir la

actividad del FHDE, y L-NAME para inhibir la sintesis de NO.

e Determinar si el hipertiroidismo esta asociado con una disregulacién de las
principales enzimas antioxidantes como, superéxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa y glutation reductasa, en los principales 6rganos

diana del hipertiroidismo, como el rifién (corteza y médula) y corazén
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(ventriculos izquierdo y derecho). Y comprobar, si la administracion
créonica del antioxidante mimético de la SOD, Tempol, reduce la presion
sanguinea y otras variables de esta enfermedad endocrina, para determinar
el papel del estrés oxidativo en la patogénesis de esta enfermedad

endocrina.
e Finalmente se estudia el efecto del Tempol en la respuesta a VC para

determinar si el Tempol reduce la PA en las ratas hipertiroideas a través de

una reduccion en la reactividad vascular a vasoconstrictores.
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1. Farmacos e instrumentos utilizados
1.1. Farmacos

Acetilcolina (Sigma).
Angiotensina II

Fenilefrina

L-NAME (Sigma).

Metimazol

Nitroprusiato soédico (Merck).
Papaverina

Pentobarbital Sédico (Serva).
TEA (Sigma).

Tempol (Sigma).

Tiroxina (Merck).

1.2. Instrumentos

Balanza (Sartorius, Pacisa).

Bomba de perfusion.

Centrifuga (Grigel).

Espectrofotémetro.

Estufa (Selecta).

Hilos de sutura 000.

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

Autoanalizador Hitachi 912 (Roche).
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2. Métodos experimentales
2.1. Animales y distribucién

Para los experimentos realizados en la elaboracién de esta tesis se
emplearon ratas macho de la cepa Wistar, suministradas por el Servicio de
Animales de Experimentacion de la Comisiéon de Servicios Técnicos de la

Universidad de Granada.

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con la guia para

cuidados éticos en animales de la Comunidad Europea.

Los animales fueron distribuidos de la siguiente forma:

Experimento 1. Efecto del bloqueo del NO o FHDE en la respuesta renal a

vasoconstrictores y vasodilatadores en rifiones de ratas control e hipotiroideas.

Control: Grupo control. (n=7).

Hipotiroidea: Grupo tratado con metimazol al 0.03% en agua. (n=7).

Experimento 2. Efecto del bloqueo del NO o FHDE en la respuesta renal a

vasoconstrictores y vasodilatadores en rifiones de ratas control e hipertiroideas.

Control: Grupo control. (n=7).

Hipertiroidea: Grupo tratado con Tiroxina (75 ng/rata/dia). (n=7).

Experimento 3. Efecto de dosis crecientes de T, en las enzimas antioxidantes y

el estado de estrés oxidativo en estos animales.

Control: Grupo control. (n=8).

Hipertiroidea-10: Grupo tratado con Ty (10 pg/rata/dia). (n=8).
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Hipertiroidea-50: Grupo tratado con T, (50 pg/rata/dia). (n=8).
Hipertiroidea-75: Grupo tratado con Ty (75 ng/rata/dia). (n=8).

Experimento 4. Efecto del antioxidante Tempol en las alteraciones inducidas

por el hipertiroidismo.

Control: Grupo control. (n=8).

Tempol: Grupo tratado con Tempol (aproximadamente 18 mg/kg/dia). (n=8).
Hipertiroidea: Grupo tratado con T4 (75 pg/rata/dia). (n=8).
Hipertiroidea+Tempol: Grupo tratado con Ty y Tempol a las dosis indicadas

anteriormente. (n=8).

Experimento 5. Efecto del Tempol en la respuesta renal a vasoconstrictores.

Control: Grupo control. (n=8).

Tempol: Grupo tratado con Tempol (aproximadamente 18 mg/kg/dia). (n=8).
Hipertiroidea: Grupo tratado con T4 (75 ng/rata/dia). (n=8).
Hipertiroidea+Tempol: Grupo tratado con T4 y Tempol a las dosis indicadas

anteriormente. (n=8).

2.2. Determinacion de la presion sistélica mediante pletismografia en rabo

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

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

ventral del rabo junto al manguito.

La operacion puede repetirse transcurrido al menos un minuto. Se
realizan varias determinaciones sucesivas a la misma rata (de 10 a 15
aproximadamente) y se expresa la presion sistélica como la media de cinco

determinaciones sucesivas estables, descartando las primeras y las tltimas.

La presion arterial se determiné dos veces en semana a todas las ratas
que previamente habian sido numeradas y clasificadas por grupos,

separandolas en sus correspondientes jaulas.

2.3. Cateterizacion de la arteria femoral

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

direccién al corazén, se inmoviliza anudandola a la pared vascular con el hilo.
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2.4. Medida de la presién arterial y frecuencia cardiaca por registro

directo

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

isoténica heparinizada.

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

(P.Dif.).

3. Protocolos experimentales

3.1. Experimento 1. Efecto del bloqueo del NO o FHDE en la respuesta
renal a vasoconstrictores y vasodilatadores en rifiones de ratas control e

hipotiroideas.

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 180-200 gr., que
fueron distribuidas al azar en los dos grupos descritos en el apartado 2.1.

Todos los animales tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida
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correspondiente para cada grupo de estudio. El estado hipotiroideo fue
inducido mediante la administracién oral de metimazol al 0,03% en agua de
bebida.

El tratamiento fue administrado durante 6 semanas.

La eficiencia del tratamiento fue evaluado comparando los niveles de T,
y Ts en suero, presion arterial media (PAM), frecuencia cardiaca (FC), presiéon
de pulso (PP), peso tiroideo (PT), peso del rifion (PR), peso ventricular total
(PV), y peso corporal (PC) de las ratas controles y las tratadas con metimazol.

La PAM vy la FC fueron registrados directamente en ratas conscientes
(n=7/grupo), a través de un catéter de polietileno insertado en la arteria
femoral y exteriorizado al dorso registrando los resultados a través del Letica
2000 de dos canales. La PA fue medida 24h después de la implantacion del
cateter y fueron tomadas muestras de sangre de la arteria caterizada para la
determinacion en suero de Ts y T4 por la técnica de ELISA.

La técnica del rifién aislado y perfundido de rata consiste brevemente en
canular el rifién a través de la arteria mesentérica para no impedir en ningin
momento el flujo renal. Los rifiones fueron colocados en una camara
mantenida a 37 °C. Se perfunde el 6rgano con una solucién de tirode a 37°C a
un flujo continuo (5 ml/min/g). En la linea de perfusiéon se inyectan los
agonistas y se registran los cambios de presiéon de perfusiéon renal mediante un
traductor de presion conectado a un poligrafo.

Las preparaciones fueron examinadas bajo tres condiciones
experimentales detalladas a continuacion:

El experimento 1 fue disefiado para estudiar el efecto que tiene el bloqueo del
NO o FHDE por la administraciéon de L-NAME o TEA, respectivamente, en la
respuesta renal a VC en rifiones de ratas controles e hipotiroideas. La curva

dosis-respuesta fue hecha con fenilefrina (Phe, 107 hasta 105 g/k) y
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angiotensina II (Ang II, 2.5x10 hasta 10-¢ g/k), en este orden. Las curvas dosis-
respuesta fueron realizadas bajo condiciones basales o después de la infusién
de L-NAME (104 M) o TEA ( 3x102 M). L-NAME o TEA fue infundido durante
los 30 minutos de estabilizacién y durante la curva dosis-respuesta.

En el experimento 2 se determina si el incremento inducido por TEA en la
respuesta presora a VC es debido al bloqueo de FHDE o es un efecto directo de
las células vasculares del musculo liso. Las curvas dosis-respuesta a Phe y Ang
IT fueron realizadas en preparaciones sin endotelio en presencia o ausencia de
TEA (3x10°% M). El endotelio fue destruido pasando aire a través del rifion
aislado durante 5 minutos. Para comprobar la eliminaciéon del endotelio se
midi6 la respuesta vasodilatadora a un bolo de dosis 10¢ g de acetilcolina
(ACh). Preparaciones con una respuesta vasodilatadora mayor al 10% fueron
rechazadas.

En el experimento 3 se analiz6 los efectos del bloqueo de NO y FHDE en la
respuesta a vasodilatadores en rifiones de ratas controles e hipotiroideos. En
estos rifiones, una vasodilatacién renal inducida por ACh es producida por NO
y FHDE, mientras que en rifiones preconstrefiidos con 80 mM K*, el FHDE es
bloqueado, y la vasodilatacion renal inducida por ACh es mediada solamente
por NO. En este experimento el NO fue bloqueado por L-NAME (104 M) y el
FHDE por un incremento extracelular de potasio (80 mM). Se estudiaron las
siguientes respuestas renales: vasodilatacion dependiente de endotelio,
acetilcolina (ACh, 10° hasta 10¢ g/K), vasodilatacion independiente de
endotelio, el donante de NO, nitroprusiato (NP, 107 hasta 10+ g/K), y
vasodilataciéon independiente de endotelio, papaverina (PV, 107 hasta
10+ g/K). Estas curvas dosis-respuestas fueron realizadas en rifiones
preconstrefiidos con Phe (10¢ M), preconstrefiidos con 80 mM KCI o con

Phe+L-NAME (104 M). Para obtener la solucién conteniendo 80 mM de
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potasio, la concentracién equimolar de NaCl fue reemplazada por KCl en la
solucién de tirode. Como las preparaciones de ratas hipotiroideas mostraron
una reduccién de respuesta a Phe, la dosis de este VC se ajusté para alcanzar
un nivel similar de preconstriccion (115 £ 2 mmHg) como el observado en
preparaciones controles (112 + 2 mmHg). Los cambios en la presiéon de
perfusion renal (PPR) en respuesta a los VD fue expresada como porcentaje de

la disminucién en la vasoconstriccion obtenida con Phe o KCI.

3.2. Experimento 2. Efecto del bloqueo del NO o FHDE en la respuesta
renal a vasoconstrictores y vasodilatadores en rifiones de ratas control e

hipertiroideas.

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 180-200 gr., que
fueron distribuidas al azar en los dos grupos descritos en el apartado 2.1.
Todos los animales tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida
correspondiente para cada grupo de estudio. El estado hipertiroideo fue
inducido mediante la administracién subcutinea de tiroxina (Merck), 75
pg/rata/dia disuelto en salino isoténico 0,5 N NaOH. El tratamiento fue

administrado durante 6 semanas.

La eficiencia del tratamiento fue evaluado comparando los niveles de T4
y Ts en suero, presion arterial media (PAM), frecuencia cardiaca (FC), presion
de pulso (PP), peso tiroideo (PT), peso del rifion (PR), peso ventricular total
(PV), y peso corporal (PC) en las ratas controles y las tratadas con tiroxina.

La PAMy la FC fueron registrados directamente como en el experimento
anterior, al igual que la técnica empleada para aislar y perfundir los rifiones de

las ratas.
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Las preparaciones fueron examinadas bajo dos condiciones
experimentales detalladas a continuacion:
El experimento 1 fue disefiado para estudiar el efecto que tiene el bloqueo del
NO o FHDE por la administraciéon de L-NAME o TEA, respectivamente, en la
respuesta renal a VC en rifiones de ratas controles e hipertiroideas. La curva
dosis-respuesta fue hecha con fenilefrina (Phe, 107 hasta 105 g/k). Las curvas
dosis-respuesta fueron realizadas bajo condiciones basales o después de la
infusiéon de L-NAME (104 M) o TEA ( 3x10* M). L-NAME o TEA fue infundido
durante los 30 minutos de estabilizacion y durante la curva dosis-respuesta.
En el experimento 2 se analiz6 los efectos del bloqueo de NO y FHDE en la
respuesta a vasodilatadores en rifiones de ratas controles e hipertiroideas. En
estos rifiones, la vasodilatacion renal inducida por ACh es producida por NO y
FHDE, mientras que en rifiones preconstrefiidos con 80 mM K+, el FHDE es
bloqueado, y la vasodilatacion renal inducida por ACh es mediada solamente
por NO. En este experimento el NO fue bloqueado por L-NAME (104 M) y el
FHDE por un incremento extracelular de potasio (80 mM). Se estudiaron las
siguientes respuestas renales: vasodilatacion dependiente de endotelio,
acetilcolina (ACh, 109 hasta 106g/K) y vasodilataciéon independiente de
endotelio, el donador de NO, nitroprusiato (NP, 107 hasta 104g/K). Estas
curvas dosis-respuestas fueron realizadas en rifiones preconstrefiidos con Phe
(10¢ M), con Phe méds L-NAME (104 M), con ambos vasodilatadores, o
preconstrefiidos con 80 mM KCI, con el vasodilatador, ACh. Para obtener la
soluciéon conteniendo 80 mM de potasio, la concentracién equimolar de NaCl
fue reemplazada por KCl en la solucién de tirode. Los cambios en la presién de
perfusion renal (PPR) en respuesta a los VD fue expresada como porcentaje de

la disminucién en la vasoconstriccion obtenida con Phe o KCI.
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3.3. Experimento 3. Efecto de dosis crecientes de Ts; en las enzimas

antioxidantes y el estado de estrés oxidativo en estos animales.

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 340-350 gr., que
fueron distribuidas al azar en los cuatro grupos descritos en el apartado 2.1.
Todas ellas tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida
correspondiente para cada grupo de estudio. El estado hipertiroideo fue
inducido mediante la administraciéon subcutinea de tiroxina (Merck)
correspondiente a cada grupo (10, 50 y 75 ng/rata/dia) disuelto en salino
isotonico 0,5 N NaOH.

Cada grupo experimental estd compuesto por 8 animales. El tratamiento
fue mantenido durante 6 semanas.

El peso corporal (PC) y la presion arterial sistélica (PAS) fueron medidos
una vez por semana durante el curso del experimento, mediante
pletismografia en el rabo de ratas conscientes (segiin el método descrito en el
apartado 2.2).

Al final del estudio, las ratas fueron introducidas en jaulas metabélicas
con libre acceso a la comida y a sus respectivos liquidos de bebida. Después de
dos dias de adaptacion, se controlaron durante otros dos dias la ingesta de
comida, la ingesta hidrica y la diuresis. Los valores obtenidos de cada dia
experimental fueron promediados para el estudio estadistico. Las variables
urinarias medidas fueron diuresis, natriuresis, kaliuresis, proteinuria,
aclaramiento de creatinina e isoprostanos.

Una vez completado el estudio metabdlico, fue cateterizada la arteria
femoral (técnica descrita en el apartado 2.3) para la obtencién de mediciones de
presion arterial y muestras sanguineas. Tras un periodo de recuperacion de 24

horas, se realiz6 el registro directo de presién arterial y frecuencia cardiaca
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durante un periodo de 60 minutos por el método descrito en el apartado 2.4.
Los valores obtenidos de los dltimos 30 minutos fueron promediados para
obtener el valor medio de la PA. Una vez completado el registro de presion, a
través del catéter femoral, se obtuvo una muestra de sangre heparinizada que
fue centrifugada para la obtencién del plasma que fue utilizado para la
determinacion de las variables plasmaéticas, siendo éstas las siguientes:
creatinina, electrolitos plasmaticos, proteinas y MDA. Finalmente los animales
fueron sacrificados mediante la administracion de una sobredosis de
pentobarbital sédico (140 mg/Kg). Para el estudio morfolégico se obtuvo el
peso cardiaco (PC), el peso ventricular (PV) y el peso renal (PR). Las muestras
de la corteza y médula renal y ambos ventriculos fueron rapidamente
separados, limpiados y congelados en nitrégeno liquido, guardandose

posteriormente a -70°C para el posterior estudio de las actividades enzimaticas.

3.4. Experimento 4. Efecto del antioxidante Tempol en las alteraciones

inducidas por el hipertiroidismo.

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 340-350 gr., que
fueron distribuidas al azar en los 4 grupos descritos en el apartado 2.1. Todas
ellas tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida correspondiente
para cada grupo de estudio.

El estado hipertiroideo fue inducido mediante la administracion
subcutanea de tiroxina (Merck) de 75 pg/rata/dia disuelto en salino isoténico
0,5 N NaOH. El Tempol se dio en el agua de bebida a una concentracién de 180
mg/1, lo cual resultaba una ingesta diaria de 18 mg/Kg/dia. La concentracion

de Tempol se ajusté6 cada dos dias de acuerdo a su respectiva ingesta de
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liquido, para asegurar que fueran administradas dosis similares del farmaco en

todos los grupos.

Cada grupo experimental estd compuesto por 8 animales.
El resto del experimento se realizo como se ha descrito en el apartado 3.3,

salvo la actividad enzimética que no es medida en este estudio.

3.5. Experimento 5. Efecto del Tempol en la respuesta renal a

vasoconstrictores.

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 260-270 gr., que
fueron distribuidas al azar en los 4 grupos descritos en el apartado 2.1. Todas
ellas tuvieron libre acceso a la comida y al agua de bebida correspondiente
para cada grupo de estudio.

El estado hipertiroideo fue inducido mediante la administraciéon
subcutdnea de tiroxina (Merck) de 75 pg/rata/dia disuelto en salino isoténico
0,5 N NaOH. El Tempol se dio en el agua de bebida a una concentracién de 180
mg/1, lo cual resultaba una ingesta diaria de 18 mg/Kg/dia. La concentracién
de Tempol se ajusté cada dos dias de acuerdo a su respectiva ingesta de
liquido, para asegurar que fueran administradas dosis similares del fArmaco en

todos los grupos.

Cada grupo experimental estd compuesto por 8 animales.

Los rifiones fueron aislados, como se detalld6 anteriormente, y
perfundidos con una tasa de flujo constante (5 ml/min/g. peso del rifién) con
una solucion de tirode dentro de una camara mantenida a 37 °C. Las curvas
dosis-respuesta fueron hechas con fenilefrina (Phe, 107 hasta 105 g/k)
realizada bajo condiciones basales en preparaciones con y sin endotelio; y

angiotensina II (Ang II, 2.5x10 hasta 10-¢ g/k), con el endotelio intacto.
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Las preparaciones fueron examinadas bajo condiciones normales y
después de pasar aire durante 5 min por el circuito de perfusion para retirar el
endotelio. Para comprobar la eliminacién del endotelio se midi6 la respuesta
vasodilatadora a un bolo de dosis 10¢ g de ACh. Preparaciones con una

respuesta vasodilatadora mayor al 10% fueron rechazadas.

4. Procedimientos analiticos

4.1. Homogeneizado

El homogeneizado (25% peso/volumen) de rifién (corteza y médula) y
corazén (ventriculo izquierdo y derecho) de cada animal fue preparado en una
soluciéon 50 mM de tampoén fosfato potéasico (pH 7.4), conteniendo 1 mM de
EDTA, y 1 mM de DTT usando un homogenizador Politrén. Posteriormente,
fue centrifugado a 3000 rpm durante 10 min a 4°C para descartar los restos
celulares. Seguidamente se realizé una precipitacion ceténica (16-24 horas) en
frio (4°C). Transcurrido este tiempo se centrifugé a 10.000 rpm durante 20 min.
Del precipitado obtenido se preparé una dilucién 1/100 y se almacené a -70°C

para su posterior medicién enzimatica.

4.2. Determinaciones enzimaticas

4.2.1. Actividad Superéxido Dismutasa

La superdxido dismutasa cataliza la dismutacién del radical superdxido
(O2) a peréxido de hidrégeno (H>Oz) y O proporcionando una importante
defensa contra el radical Oy. Se distinguen tres isoenzimas, Cu-Zn-SOD, Mn-

SOD y extracelular.
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Reactivos:

« Tampoén fosfato potéasico 50 mM, pH 7.6

« Soluciéon 1 mM de Citocromo C en tampoén fosfato.
« Solucién 1 mM de Xantina en tampén fosfato.

« Xantina oxidasa

Técnica:

La actividad SOD fue medida espectrofotométricamente por el método
de McCord con ligeras modificaciones. Se prepara en primer lugar un céctel de
reaccion conteniendo 23 ml de tampon fosfato, 2.5 ml de xantina y 350 pl de
citocromo C. A continuacién se prepara la reacciéon control, en una cubeta se
adicionan 3 ml de este coctel, y la cantidad necesaria de xantina oxidasa (10-70
ul) para producir una absorbancia/min de 0.025 medido a 550 nm.
Posteriormente se hace la reaccion problema adicionando a otra cubeta 3 ml de
cocktel, 30 pl de muestra y la misma cantidad de xantina oxidasa adicionada
en la reaccién control y se calcula el porcentaje de inhibiciéon. Una unidad de
actividad es definida como la cantidad de superéxido dismutasa requerida
para inhibir la reduccion de Citocromo C en un 50%. La actividad enzimatica
se expres6 en U/mg. Paralelamente se pueden hacer los mismos pasos
anteriores afiadiendo 30 ul de CNK, el cual es un inhibidor selectivo de la Cu-

Zn-SOD, para calcular la actividad Mn-SOD.

4.2.2. Actividad Catalasa

La CAT como parte del sistema antioxidante estd involucrada en la
destruccién del H>O; generado durante el metabolismo celular. Esta enzima se
caracteriza por su alta capacidad de reaccion pero relativamente poca afinidad

por el sustrato.
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HO, + H0, catalasa > H.0+150;

Reactivos:
« Tampoén fosfato potasico 50 mM, pH 7.6
» Peroxido de hidrégeno (30%)

Técnica:

La actividad catalasa fue determinada por el procedimiento de Aebi con
algunas modificaciones. En una cubeta de 1.5 ml se adicionan 990 pl de
tampon fosfato, y 2.5 ul de muestra. Se suspende bien y a continuaciéon se
afiaden 2.8 ul de H>O;, y se hace inmediatamente la lectura. La descomposiciéon
del H>O» puede medirse directamente por el descenso de absorbancia a 240 nm
durante 1 minuto cada 10 segundos. La actividad enzimética se expres6 en

KUx10%/mg (coeficiente de extinciéon molar, € = 0.041 pM -1 -cm -1).

4.2.3. Actividad Glutation Reductasa

La glutation reductasa es una enzima que cataliza la reduccién del
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) utilizando como cofactor

NADPH, jugando un importante papel en la defensa antioxidante.

Reactivos:

« Tampon fosfato potasico 50 mM (pH 7.6).
« Solucién de GSSG 20 mM en tampén fosfato potésico.
« Solucién de gNADPH 2 mM en agua destilada.
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Técnica:

La actividad GR fue determinada por el procedimiento de Carlberg y
Mannervik con pequefias modificaciones. En una cubeta de cuarzo se afiade
900 pl de tampon fosfato, 50 pl de GSSG, 50 pl de gNADPH y 50 ul de muestra.
Se monitorizé el descenso de absorbancia a 340 nm durante 2 minutos cada 5
segundos. La actividad enzimatica se expres6 como mmolesx103/mg

(coeficiente de extincion molar, € = 6.22 uM-1-cm -1).

4.2.4. Actividad Glutation Peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPX) utilizando GSH convierte el peréxido de
hidrégeno y peréxidos lipidicos en moléculas inofensivas antes de que puedan

formar radicales libres.

Reactivos:
« Se prepara un cocktel de 100 ml de tampoén fosfato potasico 50 mM (pH 7.6)
con los siguientes reactivos:
o EDTA-Na; (solucién final 2 mM).
oGSH (solucién final 1 mM).
oNaN3 (solucién final 1 mM).
osNADPH (solucién final 0.2 mM).
0100 unidades de GR.

« Solucién de H;O: (solucién final 1.5 mM).

Técnica:
La actividad fue medida espectrofotométricamente utilizando el método
con algunas modificaciones de Clair y Chow. A 935 ul de cécktel se afiade 40

pul de muestra y se deja incubando 3 minutos a temperatura ambiente.
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Posteriormente se adiciona a la mezcla 25 pl H»O,, para dar comienzo la
reaccion. Se monitorizé el descenso de absorbancia a 340 nm durante 2
minutos cada 5 segundos. La actividad enzimatica se expresé como

mmolesx103/mg (coeficiente de extincién molar, & = 6.22 pM-1 - cm -1).

4.3. Determinacion de malondialdehido

Como consecuencia del metabolismo celular normal, los radicales libres
pueden interaccionar con los lipidos séricos y tisulares provocando su
peroxidacién. Este grado de peroxidacién lipidica puede ser determinado

cuantificando el malondialdehido (MDA).

Reactivos:
+ Solucién de acido tricloroacético al 15% (p/v), acido tiobarbitdrico al 0.375%

(p/v) y HC10.25 N.

Técnica:

Determinado por el método de Ohkawa y cols. con algunas
modificaciones. En tubos de vidrio con tapén de rosca se afiadi6é 2 ml de la
soluciéon y 1 ml de muestra. Cada tubo fue agitado y cerrado con su tapén y
llevado a un termoblock a 90°C durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo
se llevaron a un bafio de agua-hielo durante 5 minutos. Posteriormente se
centrifuraron a 5.000 r.p.m durante 10 minutos. Finalmente se midi6 la
absorbancia espectrofotométricamente a 535 nm. Los resultados se expresaron

como pM/1 (coeficiente de extinciéon molar, € = 1.563 105 M1 - cm-?).
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4.4. Determinacion total de isoprostanos F,

Para la determinacion total de isoprostanos F», las muestras de orina se
hidrolizaron por incubacién a 40 °C durante 90 min con NaOH 10 N. Las
muestras se llevaron a frio y se neutralizaron con HCl 2 N. Después de la
centrifugacion, el sobrenadante se recogié para el andlisis. Los isoprostanos F»

totales se midieron por enzimoinmunoensayo competitivo.

4.5. Determinacion de sodio, potasio, creatinina y proteinas

Estas determinaciones tanto plasméticas como urinarias, fueron

realizadas en un autoanalizador (Hitachi 912, Roche).

4.6. Determinacion de proteinas en tejidos

Se determiné mediante espectrofotometria utilizando el método descrito

por Lowry.

5. Métodos estadisticos

Los valores son expresados como media * error estandar. Las curvas
dosis-respuesta en los diferentes grupos experimentales se compararon
utilizando un disefio anidado, con grupos y dosis como factores fijos, y el rinén
como factor aleatorio. Cuando el andlisis entre la interaccion grupo-dosis
fueron significativas, se compararon los grupos a distintas dosis. Los valores
EDsp se compararon usando el test de Wilcoxon.

La evolucion de la presion arterial sistdlica y frecuencia cardiaca fueron

comparadas utilizando un disefio anidado. Cuando las diferencias fueron
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significativas se utiliz6 el método de Bonferroni con el error apropiado para
determinar la procedencia de la significacion.

El analisis de las variables al final del experimento se realiz6 utilizando el
analisis de una via ANOVA, realizando posteriormente comparaciones por

parejas con el test de Newmann-Keuls.
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Resultados. Tablas.

1. Resultados. Tablas.

EXPERIMENTO 1: Efecto del bloqueo del NO o FHDE en la respuesta renal
a vasoconstrictores y vasodilatadores en rifiones de ratas

control e hipotiroideas.

1. Variables Biolégicas

Tabla 1. Variables biolégicas y niveles en suero de T; y T3 en ratas

controles e hipotiroideas.

Peso corporal (PC), peso ventricular total (PV), peso del rifién (PR), peso
tiroideo (PT), presion arterial media (PAM), presion de pulso (PP), frecuencia
cardiaca (FC) y niveles de Tz y Ti en suero, medidos al final del periodo

experimental de ratas controles e hipotiroideas.

PC (g) 402+ 4 255 + 4*
PV (mg) 940 + 27 571 £17*
PR (mg) 1118 £ 40 830 + 28*
PT (mg) 402+£3 125+ 7,3*
PAM (mmHg) 115+2 102 £ 3*
FC (pulsos/min) 3807 315+ 7*
PP (mmHg) 45+2 30 £ 2*
Ty (ng/dl) 45+05 0,3+0,1*
Ts (ug/dl) 55+ 6 59+1,2*

Valores expresados como media * error estandar. * P<0.01 versus grupo control.
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2. Curvas dosis-respuesta

Tabla 2. EDs y respuesta maxima en preparaciones con el endotelio

intacto.

Fenilefrina
Control 6.09 £ 0.03 215+8.1
Control + NAME 6.52 + 0.04+ 203 £5.5
Control + TEA 6.60 + 0.07+ 205+ 8.3
Hipotiroidea 5.92 £+ 0.04* 156 + 4.4*
Hipotiroidea + NAME 6.18 £ 0.05+* 167 + 6.1*
Hipotiroidea + TEA 6.04 + 0.04* 162 +£9.7*

Angiotensina II
Control 7.69 +0.07 105+7.6
Control + NAME 8.42 + 0.02* 148 + 6.5*
Control + TEA 8.39 + 0.05* 136 £ 7.5*
Hipotiroidea 8.04+0.11 117+£79
Hipotiroidea + NAME 8.15+0.07 103 £ 4.6*
Hipotiroidea + TEA 8.25 + 0.05 88 £7.2*

Valores expresados como media + error estiandar. * P<0.05 versus grupo control. + P<0.05
versus grupo no tratado.

Tabla 3. EDso y respuesta maxima en preparaciones sin endotelio.

Fenilefrina
Control 6,62 + 0,03 185 + 8,50
Control + TEA 6,60 £ 0,04 180 +£12,1
Hipotiroidea 6,49 + 0,04* 157 +£10,9*
Hipotiroidea + TEA 6,20 £ 0,05* 152 +£11,0*
Angiotensina II
Control 8,01 £0,10 134 £ 20,9
Control + TEA 8,40 £ 0,12 136 £13,2
Hipotiroidea 8,02 + 0,06 126 + 16,4
Hipotiroidea + TEA 8,12 + 0,07 116 +17,7

Valores expresados como media * error estandar. * P<0.05 versus grupo control.
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EXPERIMENTO 2: Efecto del bloqueo del NO o FHDE en la respuesta renal
a vasoconstrictores y vasodilatadores en rifiones de ratas

control e hipertiroideas.

1. Variables Biolégicas

Tabla 4. Variables biolégicas y niveles en suero de T; y T3 en ratas

controles e hipertiroideas.

Peso corporal (PC), peso ventricular total (PV), peso del rifién (PR), peso
tiroideo (PT), presion arterial media (PAM), presiéon de pulso (PP), frecuencia
cardiaca (FC) y niveles de Tz y Ti en suero, medidos al final del periodo

experimental de ratas controles e hipertiroideas.

PC (g) 402+ 4 332 +13*
PV (mg) 940 + 27 1145 + 30*
PR (mg) 1118 £ 40 1620 + 38*
PT (mg) 402+£3 223 +1.0*
PAM (mmHg) 115+2 147 £ 3*
FC (pulsos/min) 3807 407 £10
PP (mmHg) 45+2 72 +4*
Ty (ng/dl) 45+05 40.1 +£1.5%
Ts (ug/dl) 55+ 6 320+ 7.1%

Valores expresados como media * error estandar. * P<0.01 versus grupo control.
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Tabla 5. EDsp y respuesta maxima en preparaciones con el endotelio

intacto.
Fenilefrina
Control 6.09 +0.03 215+8.1
Control + NAME 6.52 +0.04* 203 +5.5
Control + TEA 6.60 +0.07+ 205 +8.3
Hipertiroidea 6,10 £ 0.04 200 £ 8,2
Hipertiroidea + NAME 6,50 = 0.02* 205 +6,3
Hipertiroidea + TEA 6,59 +0.04* 228 +11,3

Valores expresados como media + error estandar. * P<0.05 versus grupo control. +P<0.05
versus grupo no tratado.
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EXPERIMENTO 3. Efecto del incremento de la dosis de T; en las enzimas
antioxidantes y el estado de estrés oxidativo en estos

animales.

1. Variables morfolégicas
Tabla 6. Variables morfolégicas absolutas.

Incremento del peso corporal (APC), peso corporal final (PCF), peso del
rifiéon (PR), peso del ventriculo izquierdo (PVI) y peso del ventriculo derecho

(PVD), al final del periodo experimental en los diferentes grupos.

Control 667+9  3975+72 926423 660 + 22 118 +8

Ti(10pg/kg)  65+3*  3522+95%  880+20 705+18 170+ 7*
Ti(50pg/kg) -27.6+4** 3280+10.6*  960+18 679+17 165+ 9%
Ti(75ug/kg) -374+6% 3120+121% 1010435 689420 178+ 12%

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05; **p<0.01 versus control.

Tabla 7. Variables morfoldgicas relativas.

Peso del rifién, peso del ventriculo izquierdo y peso del ventriculo
derecho en valores relativos al peso corporal, expresados respectivamente
como los indices PR/PC, PVI/PC y PVD/PC, y tasa VI/VD, al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.
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Control 2.33+0.06 1.66 + 0.05 0.27 +0.01 5.63 +0.42
T:(10ug/kg)  2.52+0.08 2.01 +0.05* 0.45 +0.02* 4.04+0.61*
Ti(50pg/kg)  2.89 +0.10* 2.07 +0.07* 0.52 + 0.02%* 4.01 +0.29%
Ti(75ug/kg)  3.04+0.12* 2.21+0.07* 0.60 + 0.04** 4.06 +0.35*

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05; **p<0.01 versus control.

2. Variables plasmaticas

Tabla 8. Niveles de sodio y potasio plasmaticos.

Valores plasmaticos medios de sodio y potasio medidos al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.

Control 143.83 +0.46 4784025
T4 (10 pg/kg) 144.21 +0.76 450 +0.14
T4 (50 ug/kg) 144.3 6+ 0.56 445 +0.06
T4 (75ug/kg) 146.93 +0.70 4414013

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05 versus control.

Tabla 9. Creatinina, proteinas totales y malondialdehido plasmaticos.

Valores plasmaticos medios de creatinina, proteinas totales vy

malondialdehido (MDA), medidos al final del periodo experimental en los

diferentes grupos.
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Control 0.68 +0.03 5.76 +0.06 6.8+1.2
T4 (10 pg/kg) 0.63+0.01 5.88 +0.06 72415
T4 (50 pg/kg) 0.63+0.01 5.76 £ 0.05 8.5+ 0.5
T, (75ug/kg) 0.77 +0.03* 5.34 + 0.08* 102 +1.3*

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05 versus control.

3. Variables urinarias
Tabla 10. Diuresis, natriuresis y kaliuresis.

Valores medios de la diuresis y de la excreciéon de sodio y de potasio, en
orina de 24 horas, medidos al final del periodo experimental, expresados por

cada 100 g de peso de animal, en los diferentes grupos.

Control 2.07 £0.10 373.85 +£18.32 608.08 + 24.65
T4 (10 pg/kg) 233+0.17 379.25 £23.25 614.01 + 36.54
T4 (50 pg/kg) 3.84£0.72 386.96 + 26.79 626.94 + 39.04
T4 (75 ng/kg) 9.87 £2.23* 496.88 £ 38.7* 897.60 + 185.58*

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05 versus control.

Tabla 11. Proteinuria, aclaramiento de creatinina e isoprostanos.

Valores medios de la proteinuria, del aclaramiento de creatinina (CICr) e
isoprostanos en orina de 24 horas, medidos al final del periodo experimental,

en los diferentes grupos.
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Control 2.32+0.18 0.71£0.05 6.5+0.9
T4 (10 ng/kg) 2.39£0.16 0.66 £ 0.03 79+0.7
T4 (50 pg/kg) 3.47 £ 0.33* 0.61 +0.03 10.6 £1.1*
T4 (75 pg/kg) 8.44 £ 0.7** 0.47 £ 0.04* 125 +1.2*

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05, **p<0.01 versus control.
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EXPERIMENTO 4. Efecto antioxidante del Tempol en las alteraciones

inducidas por el hipertiroidismo.

1. Variables morfolégicas
Tabla 12. Variables morfoldgicas absolutas.

Incremento del peso corporal (APC), peso corporal final (PCF), peso del
rifién (PR), peso del ventriculo izquierdo (PVI) y peso del ventriculo derecho

(PVD), al final del periodo experimental en los diferentes grupos.

Control 66.7£9 397.5+7.2 926 + 23 660 + 22 118+ 8

Tempol 747 £11 390.5 £ 8.5 916 + 34 660 + 15 121 +£10
T4 (75ng/kg)  -37.4+6* 312.0+£12.1* 1010+ 35 689 + 20 178 £ 12**
T4+Tempol -35.4 £ 7%  333.2+11.1** 1004 +27 794 £ 8 190 + 14**

Valores expresados como media * error estandar. **p<0.01 versus control.

Tabla 13. Variables morfolégicas relativas.

Peso del rifién, peso del ventriculo izquierdo y peso del ventriculo
derecho en valores relativos al peso corporal, expresados respectivamente
como los indices PR/PC, PVI/PC y PVD/PC, y tasa VI/VD, al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.

89



Resultados. Tablas.

Control 2.33 £0.06 1.66 £ 0.05 0.27 £0.01 5.63+0.42
Tempol 2.34 £0.08 1.69 £0.03 0.30£0.01 5.43 £0.30
T4 (75ng/kg) 3.04 £0.12* 221 +£0.07* 0.60 £ 0.04** 4.06 £ 0.35*
T4+Tempol 3.02 £ 0.04* 2.39 £ 0.05% 0.58 £ 0.05** 4.07 £ 0.44*

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05; **p<0.01 versus control.

2. Variables plasmaticas
Tabla 14. Niveles de sodio y potasio plasmaticos.

Valores plasméticos medios de sodio y potasio medidos al final del

periodo experimental en los diferentes grupos.

Control 143.83 £ 0.46 478 +0.25
Tempol 145.36 + 0.48 433 +0.10
T4 (75pug/kg) 146.93 £ 0.70 441+0.13
T4+Tempol 145.07 £ 0.69 4.60+0.18

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05 versus control.

Tabla 15. Creatinina, proteinas totales y malondialdehido plasmaticos.

Valores plasmaticos medios de creatinina, proteinas totales vy

malondialdehido, medidos al final del periodo experimental en los diferentes

grupos.
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Control 0.68 £0.03 5.76 £ 0.06 6.8+1.2
Tempol 0.65£0.01 5.83£0.13 6.3+£0.2
T4 (75ng/kg) 0.77 £ 0.03* 5.34 £ 0.08* 10.2 +1.3*
T4+Tempol 0.73 £0.02* 5.35 £ 0.06* 7508

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05 versus control.

3. Variables urinarias
Tabla 16. Diuresis, natriuresis y kaliuresis.

Valores medios de la diuresis y de la excreciéon de sodio y de potasio, en
orina de 24 horas, medidos al final del periodo experimental, expresados por

cada 100 g de peso de animal, en los diferentes grupos.

Control 2.07£0.10 373.85 +18.32 608.08 = 24.65
Tempol 1.79+0.24 327.25 +£26.22 588.33 £ 37.96
T4 (75ng/kg) 9.87 +£2.23% 496.88 + 38.7* 897.60 +185.58*
T4+Tempol 6.81 £1.7% 502.21 + 30.83* 839.51 + 32.78*

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05 versus control.

Tabla 17. Proteinuria, aclaramiento de creatinina e isoprostanos en

orina.

Valores medios de la proteinuria, del aclaramiento de creatinina (CICr) e
isoprostanos en orina de 24 horas, medidos al final del periodo experimental,

en los diferentes grupos.



Resultados. Tablas.

Control 2.32+0.18 0.71£0.05 6.5+0.9
Tempol 217 £0.19 0.64 £0.04 58+0.7
T4 (75ng/kg) 8.44 + 0.7%* 0.47 + 0.04* 12.5+1.2%
T4+Tempol 7.34 £1.04** 0.51 £0.02* 7.5+0.6*

Valores expresados como media * error estandar. *p<0.05, **p<0.01 versus control, +p<0.05
comparado con el grupo Ts.
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2. Descripcion de resultados.

2.1. EXPERIMENTO 1: Efecto del bloqueo del NO o FHDE en la respuesta
renal a vasoconstrictores y vasodilatadores en

rifiones de ratas control e hipotiroideas.

2.1.1. Variables bioldgicas

Los efectos de la administracién de metimazol (MTZ) en las variables
biolégicas estdn representados en la tabla 1. Los animales tratados con
metimazol durante 6 semanas ganaron significativamente menos peso que sus
controles durante este periodo. Presion arterial media (PAM), presién de pulso
(PP), frecuencia cardiaca (FC), peso del rifién (PR), peso ventricular total (PV),
y niveles de Ts y T4 en suero disminuyeron en ratas hipotiroideas. El peso
tiroideo (PT) aumenté en ratas hipotiroideas. Por consiguiente, las ratas
tratadas con metimazol durante 6 semanas desarrollaron las manifestaciones

caracteristicas del estado hipotiroideo.

2.1.2. Respuesta a vasoconstrictores

La vasculatura renal de ratas hipotiroideas mostré una sensibilidad a Phe
marcadamente reducida (Fig. 1 y tabla 2). La curva dosis-respuesta estuvo
representada por un desplazamiento hacia la derecha, con una reducida
respuesta a concentraciones iniciales e intermedias y una respuesta maxima
menor.

Sin embargo, la vasculatura renal de ratas hipotiroideas mostré una

curva dosis-respuesta a Ang Il similar a la de los controles (Fig. 2 y tabla 2).
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Figura 1: Curva dosis-respuesta a Phe en rifiones aislados de ratas
controles e hipotiroideas (n=7 en cada grupo) en condiciones
normales y después de administrar N®-nitro-L-argininametilester (104
M, L-NAME). RPP, presion de perfusién renal. Los datos son medias
* error estandar. *P<0.05 comparados con el grupo control. +P<0.05
comparados con sus respectivos grupos sin tratar.
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Figura 2: Curva dosis-respuesta a Ang II en rifiones aislados de ratas
controles e hipotiroideas (n=7 en cada grupo) en condiciones
normales y después de administrar L-NAME (104 M,). Los datos son
medias * error estandar. +P<0.05 comparados con sus respectivos
grupos sin tratar.
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La administracion de L-NAME produjo un aumento de sensibilidad a
Phe en preparaciones controles e hipotiroideas (Fig. 1 y tabla 2). Las curvas
dosis-respuesta estuvieron caracterizadas por una mayor sensibilidad a
concentraciones bajas e intermedias, con una respuesta mdaxima similar.
Consecuentemente las curvas se desplazaron hacia la izquierda de una manera
no paralela. Las diferencias entre los rifiones controles e hipotiroideos se

mantuvieron después de la administracién de L-NAME.

El efecto de la administraciéon de TEA en la curva dosis-respuesta a Phe
fue similar al efecto del L-NAME en ratas controles, pero no fue capaz de
desplazar esta curva dosis-respuesta hacia la izquierda en preparaciones
hipotiroideas (Fig. 3 y tabla 2). Por consiguiente, se observaron mayores
diferencias entre preparaciones controles e hipotiroideas después de la
administracion de TEA que en condiciones basales en las dosis de Phe bajas e

intermedias.
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Figura 3: Curva dosis-respuesta a Phe en rifiones aislados de ratas
controles e hipotiroideas (n=7 en cada grupo) en condiciones
normales y después de administrar tetraetilamonio (3x10°M TEA).
Los datos son medias * error estandar. *P<0.05 comparados con el
grupo control. +P<0.05 comparados con su respectivo grupo sin tratar.
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L-NAME produjo un desplazamiento paralelo hacia la izquierda en la
curva dosis respuesta a Ang Il en preparaciones controles, mientras que esta
curva dosis-respuesta se mantuvo casi superpuesta después de la

administracién de L-NAME en los rifiones hipotiroideos (Fig. 2 y tabla 2).

La administraciéon de TEA también desplazé la curva dosis respuesta a
Ang II hacia la izquierda en las ratas controles, pero no fue capaz de modificar

la curva dosis-respuesta a Ang II en los rifiones hipotiroideos (Fig. 4 y tabla 2).
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Figura 4: Curva dosis-respuesta a Ang II en rifiones aislados de ratas
controles e hipotiroideas (n=7 en cada grupo) en condiciones
normales y después de administrar TEA (3x10-M). Los datos son
medias * error estandar. +P<0.05 comparados con sus respectivos
grupos sin tratar.

Al quitar el endotelio se produjo un incremento de la sensibilidad a VC
en ambos grupos, manteniéndose las diferencias entre ellos (Fig. 5). El TEA no
fue capaz de aumentar la sensibilidad a VC en preparaciones sin endotelio (Fig.

5y tabla 3).
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Figura 5: Curva dosis-respuesta a Phe (A) y Ang II (B) en rifiones aislados de ratas controles e
hipotiroideas (n=7 en cada grupo) después de quitar el endotelio y ser tratadas y no tratadas con
TEA (3x10-3 M). Los datos son medias * error estdndar. *P<0.05 comparados con el grupo control.

2.1.3. Respuesta a vasodilatadores

En rifiones aislados y perfundidos de las ratas controles e hipotiroideas
preconstrefiidas con Phe, la administracién de un bolo de ACh, NPS y PV
produjo, a medida que aumenté la dosis, una disminucién de la presion de
perfusion renal (Fig. 6, fig. 7 y fig. 8).

Los rifiones de las ratas hipotiroideas mostraron una marcada
disminucién de la sensibilidad a ACh, con diferencias significativas en toda la
curva dosis-respuesta, asi como en la respuesta maxima (Fig. 6). La
sensibilidad a NPS fue atenuada significativamente en los rifiones
hipotiroideos (Fig. 7), mientras que la curva dosis-respuesta a PV fue similar en
las preparaciones controles e hipotiroideas (Fig. 8)

La administracion de L-NAME atenu6 la curva dosis-respuesta a ACh
(Fig. 6), y aument6 la sensibilidad a NPS en ambos grupos (Fig. 7). Las
diferencias entre las preparaciones controles e hipotiroideas en las curvas
dosis-respuesta a ACh y NPS fueron mantenidas después de la administraciéon
de L-NAME. L-NAME no afect6 a la curva dosis-respuesta a PV en los rifiones

controles e hipotiroideos.
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Figura 6: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de acetilcolina (ACh,) en rifiones
perfundidos aislados de ratas control e hipotiroideas (n=7 en cada grupo),
preconstrefiidas con Phe (10-¢ M), o con Phe+L-NAME (104 M). Los datos son medias +
error estandar. *P<0.05 a lo largo de la curva dosis respuesta comparados con el grupo
control. +P<0.05 a lo largo de la curva dosis-respuesta comparados con sus respectivos

grupos sin tratar.
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Figura 7: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de nitroprusiato
(NP) en rifiones perfundidos aislados de ratas control e hipotiroideas
(n=7 en cada grupo), preconstrefiidas con Phe (10-¢ M), o con Phe+L-
NAME (104 M). Los datos son medias + error estdndar. *P<0.05
comparados con el grupo control. +P<0.05 a lo largo de la curva dosis-
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respuesta comparados con sus respectivos grupos sin tratar.
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Figura 8: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de papaverina
(PV) en rifiones perfundidos aislados de ratas control e hipotiroideas
(n=7 en cada grupo), preconstrefiidas con Phe (106 M), o con Phe+L-
NAME (10 M). Los datos son medias + error estandar.

Cuando la preparacion fue perfundida con una alta concentraciéon de
potasio (80 mM), la curva dosis-respuesta a ACh fue atenuada en ambos
grupos, con resultados similares a los obtenidos después de la administracién
de L-NAME (Fig. 9). La curva dosis-respuesta a NPS no se afect6 en las ratas
controles e hipotiroideas (Fig. 10). La curva dosis-respuesta a PV no se
modificé significativamente por el aumento de la concentraciéon de K* en los

rifiones controles e hipotiroideos (Fig. 11).
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Figura 9: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de ACh en
rifiones perfundidos aislados de ratas control e hipotiroideas (n=7 en
cada grupo), preconstrefiidas con Phe (10-¢ M), o con Phe+80 mM KClL.
Los datos son medias * error estandar. *P<0.05 a lo largo de la curva
dosis respuesta comparados con el grupo control. +P<0.05 a lo largo de
la curva dosis-respuesta comparados con sus respectivos grupos sin

tratar.

® O
T

—

=

=

~ .20 r
(0

By

o

=T -
o 40

{ o

2

(=)

=2 -60 |
5

=

L

8 8o

—®
— A

— Conlrol

— Hipotiroidea
Control+K'
Hipotiroidea+K’

7,0 6,0 -5,0

Nitroprusiato (log g/g rinén)

Figura 10: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de NP en
rifiones perfundidos aislados de ratas control e hipotiroideas (n=7 en
cada grupo), preconstrefiidas con Phe (10-¢ M), o con Phe+80 mM KCL
Los datos son medias + error estandar. *P<0.05 comparados con el

grupo control.
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Figura 11: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de PV en
rifiones perfundidos aislados de ratas control e hipotiroideas (n=7 en
cada grupo), preconstrefiidas con Phe (10-¢ M), o con Phe+80 mM KClL.
Los datos son medias + error estdndar.
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2.2. EXPERIMENTO 2: Efecto del bloqueo del NO o FHDE en la respuesta
renal a vasoconstrictores y vasodilatadores en

rifiones de ratas control e hipertiroideas.

2.2.1. Variables bioldgicas

Los efectos de la administracion de tiroxina en las variables biolégicas
estan representados en la tabla 4. Los animales tratados con T; durante 6
semanas ganaron significativamente menos peso que sus controles durante
este periodo. Presion arterial media (PAM), presién de pulso (PP), frecuencia
cardiaca (FC), peso del rifién (PR), peso ventricular total (PV), y niveles de Tz y
T4 en suero aumentaron en ratas hipertiroideas. El peso tiroideo (PT)
disminuy6 en ratas hipertiroideas. Por consiguiente, las ratas tratadas con
tiroxina durante 6 semanas desarrollaron las manifestaciones caracteristicas del

estado hipertiroideo.

2.2.2. Respuesta a vasoconstrictores

Los rifiones procedentes de las ratas hipertiroideas presentaron un
aumento de reactividad vascular a Phe respecto a las ratas controles
consistente en un desplazamiento no paralelo hacia la izquierda, siendo las
diferencias mayores a medida que aumenta la dosis, lo que determina un
marcado incremento de la respuesta maxima (Fig. 12 y tabla 5).

La administracion de L-NAME, el inhibidor competitivo de la sintesis de
NO, produjo un marcado desplazamiento a la izquierda de la curva dosis-
respuesta a fenilefrina tanto en los rifiones controles como hipertiroideos,
siendo este desplazamiento mas marcado en las dosis bajas y medias de la

curva, sin modificar la respuesta maxima. Tras la administracion de L-NAME
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desaparecen las diferencias entre rifiones hipertiroideos y controles (Fig. 12 y

tabla 5).
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Figura 12: Curva dosis-respuesta a Phe en rifiones aislados de ratas
controles e hipertiroideas (n=7 en cada grupo) en condiciones normales
y después de administrar L-NAME (10#4 M). Los datos son medias +
error estandar. *P<0.05 comparados con el grupo control. +P<0.05
comparados con sus respectivos grupos sin tratar.

Un marcado incremento en la reactividad a Phe también se obtuvo
cuando se administré6 TEA, el inhibidor de las canales de K* y presuntamente
inhibidor del FHDE. El TEA produjo un desplazamiento paralelo a la
izquierda de la curva dosis respuesta tanto en los rifiones controles como

hipertiroideos, desapareciendo las diferencias entre ambos (Fig. 13 y tabla 5).
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Figura 13: Curva dosis-respuesta a Phe en rifiones aislados de ratas
controles e hipertiroideas (n=7 en cada grupo) en condiciones normales
y después de administrar TEA (3x10-*M). Los datos son medias + error
estindar. *P<0.05 comparados con el grupo control. +P<0.05
comparados con su respectivo grupo sin tratar.

2.2.3. Respuesta a vasodilatadores

La administracion de ACh en rifiones preconstrefiidos con Phe produjo
una respuesta vasodilatadora dosis creciente que fue significativamente mayor
en las dosis intermedias y altas en los rifiones procedentes de las ratas
hipertiroideas (Fig. 14 y tabla 5). Tras el bloqueo del NO mediante la
administracion de L-NAME en los rifiones en los que se elev6 el tono con Phe y
tras el bloqueo del FHDE en los rifiones que se utiliz6 un aumento de K* (80
mM) extracelular para elevar el tono se produjo un marcado descenso en la
respuesta a ACh, haciendo desaparecer la diferencia entre ambos grupos
experimentales, excepto los tratados con elevado K* que mostraron diferencias

en el altimo punto de la curva (Fig. 15 y tabla 5).
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Figura 14: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de ACh en
rifiones perfundidos aislados de ratas control e hipertiroideas (n=7 en
cada grupo), preconstrefiidas con Phe (10-¢ M), o con Phe+L-NAME (10
M). Los datos son medias + error estandar. +P<0.05 a lo largo de la
curva dosis-respuesta comparados con sus respectivos grupos sin tratar.
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Figura 15: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de ACh en
rifiones perfundidos aislados de ratas control e hipertiroideas (n=7 en
cada grupo), preconstrefiidas con Phe (106 M), o con Phe + 80 mM KClL.
Los datos son medias * error estandar. +P<0.05 a lo largo de la curva
dosis-respuesta comparados con sus respectivos grupos sin tratar.
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La respuesta a NPS fue similar en rifiones controles e hipertiroideos y fue
incrementada de forma similar en ambos grupos experimentales tras la

administracion de L-NAME (Fig. 16 y tabla 5).
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Figura 16: Curva dosis-respuesta al incrementar la dosis de NPS en
rifiones perfundidos aislados de ratas control e hipertiroideas (n=7 en
cada grupo), preconstrefiidas con Phe (10-¢ M), o con Phe+L-NAME (104
M). Los datos son medias * error estandar.
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2.3. EXPERIMENTO 3. Efecto del incremento de la dosis de T; en las
enzimas antioxidantes y el estado de estrés oxidativo

en estos animales.

2.3.1. Presion arterial y frecuencia cardiaca

La administracion de T4 produjo un aumento de la presion arterial y

frecuencia cardiaca a medida que incremento la dosis de tiroxina (Fig. 17).
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Figura 17: Evolucién de la presién arterial (A) y frecuencia cardiaca (B)
medidas en rabo por pletismografia en ratas control y tratadas con tiroxina a
dosis de 10 (T4-10), 50 (T4-50) y 75 (T4-75) pg/rata/dia. n=8 en cada grupo. Los
datos son medias + error estandar. * p<0.01; ** p<0.001 comparados con el
grupo control.

2.3.2. Variables metabdlicas

Se observo un incremento significativo en la ingesta de comida en el
grupo Ts-75, mientras que la ingesta hidrica aument6 en los grupos tratados

con T4 a medida que se increment? la dosis de tiroxina (Fig. 18).
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Figura 18. Ingesta de comida (A) expresada en g/100 mg de peso de rata e
ingesta hidrica (B) expresada en ml/100 mg de peso de rata de los grupos
control, 10 (T4-10), 50 (T4-50) y 75 (T4-75) pg/rata/dia. n=8 en cada grupo. Los
datos son medias * error estandar. * p<0.05; ** p<0.01 comparados con el
grupo control.

2.3.3. Variables morfoldgicas

Hubo una disminucién del peso corporal ganado (APC) y peso corporal
final (PCF) en los grupos tratados con T4, a medida que aument6 la dosis de
tiroxina (Tabla 6).

El peso absoluto del rifibn no fue diferente significativamente en los
grupos experimentales comparados con el grupo control (Tabla 6). Un
aumento del peso relativo del rifién alcanz6 significacion a las dosis de 50 y 75
ug/rata/dia (Tabla 7).

El peso absoluto del ventriculo izquierdo fue similar en todos los grupos
(Tabla 6). El peso absoluto del ventriculo derecho aumenté significativamente
en las ratas tratadas con T4 (Tabla 6).

Se observé un aumento de la hipertrofia ventricular relativa izquierda y
derecha en los grupos Ti. La tasa VI/VD descendié en todos los grupos

tratados con T4 (Tabla 7).
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2.3.4. Variables plasmaticas

No hubo diferencias significativas en los niveles plasmaticos de sodio y
potasio entre los diferentes grupos (Tabla 8).

Los niveles de creatinina aumentaron significativamente en el grupo
tratado con 75 pg/rata/dia de tiroxina (Tabla 9). Los niveles de proteinas
plasmaticas estaban reducidas en el grupo Ts-75 (Tabla 9).

La administracion de Ts produjo un aumento significativo del MDA

plasmatico en los grupos Ts-50 y T4-75 (Tabla 9).

2.3.5. Variables urinarias

La diuresis, y la excreciéon total de sodio y potasio aumentaron en el
grupo T475 (Tabla 10), en consonancia con la mayor ingesta de comida y
bebida de este grupo.

Se observé un incremento de la proteinuria en los grupos tratados con T,
a medida que aumento la dosis de tiroxina (Tabla 11), alcanzando significacién
en las dosis de 50 y 75 ng/rata/dia, y el aclaramiento de creatinina se redujo
significativamente en el grupo T4-75 (Tabla 11).

La administracién de Ti produjo un incremento de los niveles de

isoprostanos-F» urinarios (Tabla 11).
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2.3.6. Actividad de enzimas antioxidantes
e Actividad enzimatica de la corteza renal

La actividad total SOD se redujo significativamente en el grupo T4-75.
Hubo un incremento de la actividad catalasa, y un descenso de las actividades
GPXy GR en los grupos T, tratados a medida que la dosis de tiroxina aument6

(Fig. 19).
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Figura 19. Actividad superdxido dismutasa total (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa
(GPX), y glutation reductasa (GR) en corteza renal de los grupos control (C), 10 (T10), 50 (T50)
y 75 (T75) pg/rata/dia. n=8 en cada grupo. Los datos son medias + error estandar. * p<0.05;
** p<0.01 comparados con el grupo control.
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e Actividad enzimatica de la médula

En la médula renal se observé un incremento significativo de la actividad
catalasa en el grupo Ts-75, no encontrando diferencias significativas en el resto

de actividades enzimaéticas (Fig. 20).
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Figura 20. Actividad superéxido dismutasa total (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa
(GPX), y glutation reductasa (GR) en médula renal de los grupos control (C), 10 (T10), 50 (T50)
y 75 (T75) pg/rata/dia. n=8 en cada grupo. Los datos son medias + error estandar. ** p<0.01
comparados con el grupo control.
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e Actividad enzimatica del ventriculo izquierdo

En el ventriculo izquierdo, se observaron reducciones significativas en
todas las enzimas antioxidantes en los grupos Ts-50 y T4-75 a medida que la

aumento la dosis de tiroxina (Fig. 21).
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Figura 21. Actividad superdéxido dismutasa total (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa
(GPX), y glutation reductasa (GR) en ventriculo izquierdo de los grupos control (C), 10 (T10),
50 (T50) y 75 (T75) pg/rata/dia. n=8 en cada grupo. Los datos son medias + error estandar.
* p<0.05; ** p<0.01 comparados con el grupo control.
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e Actividad enzimatica del ventriculo derecho

Una tendencia similar fue observada en el ventriculo derecho, pero solo
se alcanzaron significaciones en el grupo Ts75 (Fig. 22), excepto para la

actividad catalasa.
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Figura 22. Actividad superdxido dismutasa total (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa
(GPX), y glutation reductasa (GR) en ventriculo derecho de los grupos control (C), 10 (T10), 50
(T50) y 75 (T75) pg/rata/dia. n=8 en cada grupo. Los datos son medias + error estindar.
* p<0.05; ** p<0.01 comparados con el grupo control.
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2.4. EXPERIMENTO 4. Efecto antioxidante del Tempol en las alteraciones

inducidas por el hipertiroidismo.

2.4.1. Presion arterial sist6lica y presién arterial media

La administracion de tiroxina a dosis de 75 pg/rata/dia indujo un
incremento de la presion sanguinea en rabo (Fig. 23) a lo largo del periodo
experimental, que fue significativamente atenuado por la co-administracion de
Tempol. La presion sanguinea medida en el rabo de la rata fue
significativamente menor en ratas Ts+Tempol en las cuatro tltimas medidas
del estudio cuando se comparan con el grupo Ts. La administracién de Tempol
en ratas normales no produjo cambios significativos en la presién sanguinea.
Las medidas de presion arterial realizadas por registro directo en ratas

conscientes al final del experimento confirmaron los valores obtenidos por el

método indirecto.
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Figura 23. (A) Evolucion de la presion arterial medida a lo largo del periodo
experimental por pletismografia en ratas conscientes y (B) presién arterial media
(PAM) medida por registro directo en ratas conscientes. n=8 en cada grupo. Los datos
son medias * error estindar. * p<0.01 comparados con el grupo control. + p<0.05;
++ p<0.01 comparados con el grupo T;-75.
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2.4.2 Frecuencia cardiaca

La medida de la frecuencia cardiaca por pletismografia o al final del
estudio por registro directo mostr6 que esta variable no se afectd
significativamente por el tratamiento con Tempol en ratas normales o tratadas

con Ty (Fig. 24).
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Figura 24. (A) Evolucion de la frecuencia cardiaca en rabo medida por
pletismografia en ratas conscientes durante el periodo experimental y (B)
frecuencia cardiaca final medido por registro directo en ratas conscientes.
n=8 en cada grupo. Los datos son medias + error estandar. * p<0.01
comparados con el grupo control.

2.4.3. Variables metabdlicas

Se observé un incremento significativo en la ingesta de comida e ingesta
hidrica en los grupos tratados con Ti. El tratamiento con Tempol no afect6 a la

ingesta hidrica en controles o en el grupo tratado con Ty (Fig. 25).
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Figura 25. Ingesta de comida (A) expresada en g/100 mg de peso de rata e ingesta
hidrica (B) expresada en ml/100 mg de peso de rata de los grupos control, Tempol,
T4-75 (75 pg/rata/dia) y Te-75+Tempol. n=8 en cada grupo. Los datos son medias +
error estandar. ** p<0.01 comparados con el grupo control.

2.4.4. Variables morfologicas

En los grupos tratados con Ty, el peso corporal ganado (APC) y el peso
corporal final (PCF) disminuyé (Tabla 12). El Tempol no modificé
significativamente el PC en los controles o en las ratas tratadas con T4 (Tabla
12).

El peso absoluto del rifibn no cambid significativamente en los grupos
experimentales comparados con el grupo control (Tabla 12). Se observé un
aumento significativo del peso relativo del rifién en los grupos tratados con
tiroxina (Tabla 13).

El peso absoluto del ventriculo izquierdo fue similar en todos los grupos
(Tabla 12), salvo en el grupo Ts+Tempol, que aumento. El peso absoluto del
ventriculo derecho incrementé significativamente en las ratas tratadas con T,

(Tabla 12).
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Se observé un aumento de la hipertrofia ventricular relativa izquierda y
derecha en los grupos tratados con Ts. La tasa VI/VD descendi6 en todos los
grupos tratados con T4 (Tabla 13).

El Tempol no modificé los pesos relativos del rifion y corazén en ratas

controles y tratadas con Ty (Tabla 13).

2.4.5. Variables plasmaticas

No hubo diferencias significativas en los niveles plasmaticos de sodio y
potasio entre los diferentes grupos (Tabla 14).

Los niveles de creatinina aumentaron y los niveles de proteinas
disminuyeron significativamente en los grupos tratados con tiroxina (Tabla 15).
Los niveles de creatinina y proteinas no se vieron afectados por el tratamiento
con Tempol.

La administraciéon de T4 produjo un aumento significativo de los niveles
de MDA plasmatico en el grupo T, (Tabla 15), pero no increment6 en el grupo
Ts+Tempol. El Tempol no modificé los valores de malondialdehido en ratas

controles (Tabla 15).

2.4.6. Variables urinarias

La diuresis, y la excrecién total de sodio y potasio aumentaron en los
grupos tratados con T, (Tabla 16), en consonancia con la mayor ingesta de
comida y bebida de estos grupos.

Se observaron incrementos y disminuciones significativas de la
proteinuria y del aclaramiento de creatinina, respectivamente, en los grupos

tratados con T4 (Tabla 17).
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El Tempol no modificé significativamente ninguna de estas variables
renales en las ratas controles y tratadas con Ty (Tabla 16 y tabla 17).

Se observ6 un incremento de los niveles de isoprostanos-F, urinarios en
el grupo Ts, no aumentando en el grupo Ts-Tempol (Tabla 17). El Tempol no

modifico la excrecion de isoprostanos F en las ratas normales.
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2.5. EXPERIMENTO 5. Efecto del Tempol

vasoconstrictores.

2.5.1. Respuesta a fenilefrina

en la respuesta renal a

La administraciéon crénica de Tempol produjo una atenuacién de la curva

dosis respuesta a Phe en rifiones controles e hipertiroideos. Esta reducciéon

afect6 a las dosis bajas determinando una reduccién de sensibilidad sin afectar

a la respuesta maxima en ambos grupos experimentales (Fig. 26).
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Figura 26: Curva dosis-respuesta a Phe en rifiones aislados de los diferentes
grupos experimentales: Control, Tempol, T4-75 y T4-75+Tempol. (n=8 en
cada grupo). Los datos son medias * error estandar. *P<0.05 comparados

con el grupo control.

Los cambios de reactividad a Phe inducidos por el Tempol fueron

suprimidos cuando la curva se realiz6 en rifiones sin endotelio en los que se

observo un marcado desplazamiento a la izquierda de la curva, observandose

ademds una mayor respuesta en los rifiones hipertiroideos en las dosis mas

bajas (Fig. 27).
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Figura 27: Curva dosis-respuesta a Phe en rifiones aislados sin endotelio de
los diferentes grupos experimentales: Control, Tempol, Ts75 y T4
75+Tempol. (n=8 en cada grupo). Los datos son medias * error estandar.

¢ Respuesta a angiotensina II

La curva dosis respuesta a Ang II no fue atenuada por la administraciéon
de Tempol ni en los rifiones de las ratas normales ni en los procedentes de las

ratas hipertiroideas (Fig. 28).
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1. Reactividad vascular en el hipotiroidismo

Ratas tratadas con MTZ durante 6 semanas desarrollaron las
manifestaciones caracteristicas del estado hipotiroideo, y estas se acomparfiaron
de una anormal reactividad vascular a VC y VD en rifiones aislados. La curva
dosis-respuesta a Phe, en rifiones aislados de ratas hipotiroideas, fue reducida
respecto a las ratas controles, sin embargo, se observ6 una reactividad normal
a Ang II en los rifiones hipotiroideos. Estos rifiones también mostraron una
atenuada reactividad a ACh y NPS con una reactividad normal a PV. El
objetivo de este estudio fue determinar si el NO y FHDE estan involucrados en

estas anomalias de reactividad vascular renal de las ratas hipotiroideas.

e Vasoconstrictores

La reactividad vascular a Phe y a otros agonistas ai-adrenorreceptores se
ha encontrado disminuida en diversas preparaciones de animales
hipotiroideos (Brown y Pollock, 1980; Grieve y cols., 1990; Rahmani y cols.,
1987; Sabio y cols., 1994). El efecto inhibitorio del hipotiroidismo sobre la
vasoconstriccion inducida por Phe se restauré mediante terapia sustitutiva con
Ty (Grieve y cols., 1990; Larsen y cols., 1998), sugiriendo que las acciones de las
drogas antitiroideas sobre la reactividad vascular son dependientes de la
induccion del estado hipotiroideo y no se deben a la acciéon directa de estas
drogas o a otros factores no relacionados con la accioén antitiroidea.

La ausencia de endotelio inducida por destruccién mecénica aumenta la
reactividad a los VC en el rifién aislado (Ercan y cols., 1999; Vargas y Osuna,
1996), igualmente la administracion de L-NAME o TEA, inhibidores
respectivamente del NO y FHDE, también producen un aumento de

reactividad a VC (Vargas y Osuna, 1996), indicando que el NO y el FHDE
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modulan la respuesta a VC en el rifién aislado y perfundido. Tras el bloqueo
del NO, la respuesta presora a Phe se increment6 en los rifiones controles e
hipotiroideos, pero las diferencias entre los grupos se mantuvieron después de
la administracién de L-NAME. Por consiguiente, estos resultados sugieren que
la hiporespuesta a Phe observada tras la administracién oral de MTZ no se
debe a un aumento de la produccién de NO por el endotelio, al menos en el
lecho vascular renal. Esta observacion se sostiene por la capacidad del MTZ de
atenuar la respuesta presora al bloqueo agudo de la sintesis de NO y por la
capacidad de prevenir la hipertension L-NAME (Vargas y cols., 1996),
indicando que el hipotiroidismo atenda la respuesta presora a VC por una via
NO-independiente.

Una importante pero no perfectamente aclarada asociaciéon entre el
sistema nervioso adrenérgico y la anomalia de la funcién tiroidea se han
puesto en evidencia en muchas circunstancias (Larsen y cols., 1998), aunque
una asociacién entre esta enfermedad y la concentracion de ou-
adrenorreceptores no ha sido establecida. Por consiguiente, el descenso de
sensibilidad a la Phe observado en los rifiones aislados de animales tratados
con metimazol puede ser explicado por una reduccién en el ntimero de
receptores ai-adrenérgicos presentes en el musculo liso vascular o por cambios
en su eficiencia de acoplamiento. Sin embargo, aunque se ha establecido que el
hipotiroidismo puede modular el nimero de a-adrenorreceptores presentes en
el tejido cardiaco (Zwaveling y cols., 1996) y adiposo (Dicker y cols., 1992), no
hay, por el momento, evidencias directas para sugerir que este fenémeno tenga
un efecto similar sobre la densidad de los ai-adrenorreceptores vasculares.
Ademas, el hipotiroidismo provoca una respuesta anémala del propio musculo

liso vascular como indica la reduccién de la respuesta a cloruro de bario en los
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rifiones obtenidos de las ratas tratadas con metimazol (Sabio y cols., 1994;
Vargas y cols., 1996).

La respuesta vascular renal a Ang II era normal en rifiones de las ratas
hipotiroideas, aunque no fue modificada por los bloqueadores de los factores
relajantes endoteliales o por la retirada del endotelio. Es bien conocido, que la
Ang II modula la producciéon de NO en muchas preparaciones (Millat y cols.,
1999). El desplazamiento a la izquierda de la curva dosis-respuesta a Ang II
producido por el inhibidor del NO en preparaciones controles (ver figura 2)
indica que el NO contrarresta el efecto presor de la Ang II en el rifién aislado y
perfundido de rata. La incapacidad del L-NAME para modificar la curva dosis-
respuesta a Ang II en las preparaciones hipotiroideas indica una reducida
liberacion de NO inducida por Ang II en rifiones hipotiroideos. Esta
observacion esta en consonancia con la reducida reactividad de los rifiones
hipotiroideos a ACh (ver figura 6), un vasodilatador endotelio-dependiente
que dispara la liberaciéon de NO (Furchgott y Vanhoutte, 1989). Ademas, la
inesperada respuesta normal a Ang II en rifiones hipotiroideos puede ser el
resultado de una reducida respuesta a NO, como indica la atenuada respuesta
al donante de NO, NPS, (Ignarro y cols., 1989), el cual podria no contrarregular
la respuesta presora a Ang II. Sin embargo, se requiere mds experimentos para
determinar la causa de esta anémala interaccion Ang II-NO en la vasculatura
del rifién hipotiroideo.

La reactividad vascular a VC es modulada por los canales de K*. Asi, las
drogas que abren los canales de K* inhiben los leucotrienos C4 y D4 o la
vasoconstriccion inducida por Ang II (Ignarro y cols., 1981; McLeod y Piper,
1992) y el TEA induce un aumento dosis-dependiente en la sensibilidad
vascular a norepinefrina y Ang II (Sabineau y Marthan, 1993). Sin embargo, ha

sido postulado que, bajo condiciones fisioldgicas normales, la probabilidad de
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que los canales de K* se encuentren abiertos es muy bajo, ya que la
concentracion intracelular de ATP puede ser bloqueada por el fosfato de
creatinina a un nivel por encima del requerido para cerrar los canales (Davies,
1990). El hecho de que la administraciéon de TEA produzca un aumento en la
respuesta a VC indica que algunos de los canales de K* estaban abiertos debido
a la liberacion del FHDE, porque el TEA fue incapaz de modificar la
reactividad a VC en las preparaciones que se les habia eliminado el endotelio.
Estas observaciones confirman los hallazgos previos por nuestro grupo
(Vargas y Osuna, 1996), indicando que el FHDE presente en la vasculatura esta
implicado como modulador de la respuesta renal a VC en el rifién aislado y
perfundido de rata.

La administracién de TEA fue incapaz de modificar significativamente la
respuesta presora a Phe o a Ang II en los rifiones de las ratas hipotiroideas.
Esta alteracion puede ser producida por una disminuida produccién del FHDE
en la respuesta a la administracion de VC, o, alternativamente, el
hipotiroidismo puede determinar que permanezcan cerrados un mayor
nimero de canales de K*, como una respuesta compensadora al alterado
sistema contractil del musculo liso vascular de ratas hipotiroideas (Sabio y cols.,
1994). El presente estudio es, a nuestro entender, el primer trabajo que
investiga la acciéon del hipotiroidismo en los canales de K* vasculares,
requiriéndose estudios adicionales para determinar el mecanismo responsable

de las alteraciones observadas.

e Vasodilatadores

Los rifiones de las ratas hipotiroideas muestran una reduccién en la

respuesta vasodilatadora a ACh y a NPS, en consonancia con observaciones
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previas de nuestro grupo (Vargas y cols., 1995), pero la respuesta a PV no fue
afectada, de acuerdo con los hallazgos de Takiguchi y colaboradores
(Takiguchi y cols., 1988) en la vasculatura mesentérica. Ademas, el bloqueo del
NO o FHDE inducido por la administraciéon de L-NAME o elevacién de K+
extracelular, respectivamente, produce una inhibicion adecuada de la
vasodilatacién inducida por ACh. Todos estos resultados indican que, en las
preparaciones hipotiroideas, los dos componentes endoteliales de la
vasodilatacién inducida por ACh en el lecho vascular renal, es decir, NO y
FHDE (Vargas y cols., 1994), estan presentes pero tienen una reactividad
reducida o hay una menor produccién de los mismos. La reducciéon de
reactividad al donante de NO estd de acuerdo con esta observacién. Sin
embargo, la vasodilatacion independiente al NO no resulté afectada en los
rifiones hipotiroideos. Ademas, la reducida actividad vascular del NO sintasa
recientemente descrita en el tejido adrtico de ratas hipotiroideas (Quesada y
cols., 2002) podria contribuir a la atenuada respuesta a ACh en las
preparaciones hipotiroideas, reduciendo la cantidad total de NO endotelial

producido.

En resumen, los resultados del presente estudio indican que la atenuada
respuesta renal presora a Phe en el estado hipotiroideo no se debe a un
aumento de la actividad de los factores relajantes derivados del endotelio, NO
y FHDE. Este estudio también muestra evidencias de anormalidades en la
liberacién del FHDE o en los canales de K* en las preparaciones hipotiroideas,
dado que la curva dosis-respuesta a VC no fue incrementada por la
administracion de TEA. Nuestros resultados también indican que las
preparaciones hipotiroideas tienen una reactividad reducida al NPS, donante

de NO, y que la vasodilatacion NO-independiente no esté alterada.
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Anomalias en la liberacion de los mediadores de la vasodilatacion
endotelio-dependiente juegan un papel importante en la génesis de las
alteraciones vasculares que se producen en la hipertension, arteriosclerosis o
diabetes. En este estudio se ha analizado el papel de los factores relajantes
endoteliales en las alteraciones de la reactividad vascular del hipotiroidismo.
Los datos descritos aportan evidencias de que la atenuada reactividad a Phe en
el estado hipotiroideo no es secundaria a un aumento en la produccion y
actividad en los factores relajantes derivados del endotelio, NO y FHDE. Este
estudio, igualmente muestra que la respuesta a los vasoconstrictores en las
preparaciones hipotiroideas es insensible a los canales de K*. Esta anomalia,
junto con la reducida reactividad del NO, puede ser una respuesta
compensadora a un alterado sistema contréctil del mtsculo liso vascular de las
ratas hipotiroideas.

El presente estudio, a nuestro entender, es el primero que evalda las
acciones del hipotiroidismo sobre los canales de K* vasculares y por
consiguiente abre nuevas perspectivas para el manejo de las anomalias

vasculares de las alteraciones tiroideas.

2. Reactividad vascular en el hipertiroidismo

¢ Vasoconstrictores

Los rifiones procedentes de las ratas hipertiroideas presentaron un
aumento de reactividad vascular a Phe respecto a las ratas controles sin
cambios en la sensibilidad a la misma, que corresponden con una alteraciéon
estructural de hipertrofia vascular (Fig. 12). Estos resultados estin en
consonancia con los descritos en la vasculatura renal de ratas hipertiroideas en

trabajos previos de nuestro laboratorio (Sabio y cols., 1994), aunque contrastan
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con la respuesta normal descrita en el lecho vascular de cuartos traseros de
perros y ratas hipertiroideos (Koehn y cols., 1967; Zsoter y cols., 1964; Van der
Schoot y Moran, 1965). En arterias mesentéricas de ratas hipertiroideas
también se han obtenido respuestas discrepantes, aportandose aumentos en la
respuesta (Grassby y McNeill, 1988) y una reactividad normal (Ishac y
Pennefather, 1983; Zwaveling y cols.,, 1996) a agentes aj-adrenérgicos. En
resumen, como se describié en la introduccion, estos datos indican que no hay
una alteracion generalizada en la respuesta a los agentes vasoconstrictores en

las ratas hipertiroideas y que esta respuesta es tejido y tiempo dependiente.

¢ Vasodilatadores

Los rifiones procedentes de las ratas hipertiroideas presentaron un
aumento de reactivad a ACh. Estos resultados coinciden con los obtenidos
previamente por nuestro grupo en vasos de conduccién y en la misma
preparacién en ratas hipertiroideas (Vargas y cols., 1995). Este incremento en la
respuesta endotelio-dependiente en preparaciones de ratas hipertiroideas fue
confirmado posteriormente por otros laboratorios (Biissemaker y cols., 2003;
McAllister y cols., 1998; Iwata y Honda, 2004). Aunque, Lockette y
colaboradores (1987), observaron que en aorta de ratas hipertiroideas la
relajaciéon es menor a ACh; al ionéforo del calcio, A23187; y al nitroprusiato
sodico y que la sensibilidad al factor natriurético atrial y 8-Br cGMP estaba
inalterada. El incremento de vasodilatacion endotelio-dependiente usualmente
observado en vasos de resistencia de ratas hipertiroideas concuerda con la
reducida resistencia vascular caracteristica de esta enfermedad y puede ser, en
parte, debido al shear stress inducido en la pared vascular por el incremento

del gasto cardiaco como se describira a continuacién.

129



Discusién

e Papel de los mediadores endoteliales en la respuesta a

vasoconstrictores y vasodilatadores en los rifiones de ratas hipertiroideas

Como ya se ha comentado, el endotelio sirve como un sensor de presiéon
y flujo, activando, ambos, la liberacién de factores relajantes derivados del
endotelio (Rubanyi y cols., 1990). Cuando se elimina el endotelio aumenta la
sensibilidad a VC en el rifién aislado (Ercan y cols., 1990; Vargas y Osuna, 1996)
y también aumenta la respuesta producida por la administracion de L-NAME
o TEA (Vargas y Osuna, 1996), indicando que el NO y el FHDE modulan la
respuesta a VC en el rifién aislado perfundido. Por lo que una alteraciéon en la
liberaciéon de mediadores endoteliales juega un importante papel en la génesis
de las anormalidades vasculares funcionales que aparecen en la hipertension,
arteriosclerosis o diabetes.

La administraciéon de L-NAME, el inhibidor competitivo de la sintesis de
NO, produjo un marcado incremento de sensibilidad a Phe tanto en los rifiones
controles como hipertiroideos. Tras la administracién de L-NAME desaparecen
las diferencias entre rifiones hipertiroideos y controles (Fig. 12). Igualmente,
también se obtuvo un marcado incremento en la sensibilidad a Phe cuando se
administr6 TEA tanto en los rifiones controles como hipertiroideos,
desapareciendo las diferencias entre ambos (Fig. 13). Los rifiones de ratas
hipertiroideas presentaron un aumento de reactividad a ACh y tras el bloqueo
del NO mediante la administraciéon de L-NAME o tras la administracion de K+*
extracelular (80 mM) se produjo una marcada atenuacion de la respuesta tanto
en los rifiones normales como hipertiroideos, desapareciendo la diferencia
entre ambos grupos experimentales. Estos resultados indican la participaciéon
de los mediadores endoteliales NO y FHDE en las anomalias de reactividad a

los agentes vasoactivos en el hipertiroidismo. Otros autores también han
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puesto de manifiesto la participacion de ambos factores en las alteraciones de
reactividad vascular en otras preparaciones de las ratas hipertiroideas. Asi,
McAllister y colaboradores (1998), observaron que las respuestas contractiles a
NE estaban reducidas en el estado hipertiroideo en presencia de un endotelio
intacto, mientras que los anillos vasculares de ratas hiper y eutiroideas sin
endotelio no mostraban diferencias significativas en las respuestas contractiles
a NE. Estos resultados sugieren que las respuestas reducidas a NE en vasos
con el endotelio intacto son principalmente debidas a adaptaciones
endoteliales inducidas por el hipertiroidismo. Resultados similares fueron
obtenidos por Scivoletto y colaboradores (1986) en anillos aérticos de rata. Mas
recientemente, Biissemaker y colaboradores (2003), determinaron los efectos
del hipertiroidismo agudo y crénico in vivo en la contribucién del NO y FHDE
en la relajacion dependiente del endotelio en anillos de arteria renal y
observaron que esta relajacion aumento entre las 36 h y 8 semanas de empezar
el tratamiento con Tz. En este periodo de tiempo, la relajacién mediada por
FHDE y por NO aument¢ significativamente.

Estudios realizados en células endoteliales cultivadas (Noris y cols., 1995;
Ranjan y cols, 1995; Uematsu y cols., 1995) y en vasos sanguineos (Nodaud y
cols., 1996) expuestos a un aumento de shear stress y flujo, respectivamente,
mostraron un aumento en la vasodilatacion endotelio-dependiente e
incremento en la actividad y/o la expresiéon de la NOS. Por consiguiente es
posible que un aumento del gasto cardiaco en ratas hipertiroideas (Klein, 1990),
produzca un incremento de la actividad NOS con un aumento crénico en la
tensién de roce en la vasculatura endotelial. En consonancia con esta idea, el
hipo e hipertiroidismo presentan una disminuida y aumentada respuesta
endotelial maxima, respectivamente (McAllister y cols., 1998; Vargas y cols.,

1995).
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3. Efectos del estado hipertiroideo y Tempol en el estrés oxidativo

o Efectos de la tiroxina sobre las variables biolégicas

Este estudio muestra los importantes efectos biologicos de la
administraciéon de dosis crecientes de T4 en las ratas. Los animales tratados con
T4y muestran una disminucién del peso corporal y un aumento del peso
ventricular y del rifidén, temperatura, frecuencia cardiaca, presiéon sanguinea y
proteinuria, a medida que aumenta la dosis. Todas estas observaciones han
sido previamente observadas en distintos estudios usando diferentes dosis de
T4 (Larsen y cols., 1998; Bradley y cols., 1974; Klein, 1990; Klein y Ojamaa, 1995;
Vargas y cols., 1991; Vargas y cols., 1994), y demuestra la eficacia de la

administracion de T4 en este estudio.

o Estrés oxidativo en el hipertiroidismo

Hay evidencias que indican que el hipertiroidismo en humanos y
animales cursa con un incremento del estrés oxidativo (Tapia y cols., 1999;
Fernandez y cols., 2002; Venditti y cols, 1997; Sewerynek y cols., 2000). De
acuerdo con estas observaciones, los resultados del presente estudio muestran,
en ratas tratadas con Ty, que la excrecion urinaria de isoprostanos F.a (24h) y
los niveles de MDA estan aumentados de forma dosis relativa. E1 MDA es un
indice de peroxidacion lipidica y el isoprostano F.a es un marcador estable de
la produccién de superdxido in vivo e in vitro (Roberts y Morrow, 1997). Los
radicales superéxido y 6xido nitrico pueden combinarse quimicamente para
formar peroxinitritos, el cual puede oxidar de forma no enzimatica al acido
araquidonico y formar isoprostano F, (Huie y Padmaja, 1993). El isoprostano F»
ejerce una potente vasoconstriccion y efectos antinatriuréticos (Roberts y

Morrow, 1997; Takahashi y cols., 1992). El presente estudio también muestra
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que el tratamiento con Tempol a largo plazo reduce la excreciéon urinaria de
isoprostano Foa (24h) y niveles de MDA. Por consiguiente, nuestros hallazgos
indican que el tratamiento oral crénico con Tempol reduce el estrés oxidativo
en ratas hipertensas hipertiroideas, el cual puede contribuir al efecto
beneficioso en la presion arterial de esos animales.

El estrés oxidativo puede resultar de un incremento de la generaciéon de
ERO, de un reducido sistema antioxidante, o ambos. Las defensas
antioxidantes son enzimadticas y no enzimaticas, e incluyen numerosos
antioxidantes endégenos y componentes de la dieta. La primera ERO
producida en el organismo aerdbico es el superdxido, el cual es un agente
citotoxico y tiene una alta reactividad. El superéxido es convertido a H.O, por
un grupo de enzimas conocidas como SOD. El H;O; es, a su vez, convertido a
agua y oxigeno molecular por otras enzimas como catalasa y GPX. La SOD,
CAT, GPX son los principales componentes de defensa del sistema
antioxidante y una deficiencia en estas enzimas puede causar estrés oxidativo.
El presente estudio fue disefiado para determinar el efecto crénico de dosis
aumentadas de T4, el cual causa hipertensién y estrés oxidativo. Las ratas
tratadas con T4 muestran un significativo descenso de la actividad SOD en la
corteza renal y los ventriculos izquierdo y derecho. Estos hallazgos indican
una deficiencia cuantitativa de la SOD intracelular en ratas hipertiroideas, que
pueden participar en el incremento del estrés oxidativo de estos animales.

La catalasa es una proteina hemo localizada predominantemente en
peroxisomas y en el interior de la membrana mitocondrial, y esta cataliza la
conversion de HoO. a agua y oxigeno molecular. La catalasa juega un
importante papel en la respuesta al estrés oxidativo (Mates y cols., 1999). La

actividad de la catalasa en la corteza y médula renal de ratas hipertiroideas se
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mantuvo elevada, lo que puede ser una respuesta compensadora a un
incremento renal de la producciéon de HO».

En células de mamifero la conversiéon de H>O» a agua es también llevado
a cabo por la reaccién con glutation catalizada por la glutation peroxidasa, una
familia de selenoenzimas citosélicas (Mates y cols., 1999). Las actividades GPX
y GR disminuyeron por la administracion de T, excepto en la médula renal.

En general, estos hallazgos sugieren que el estrés oxidativo en el
hipertiroidismo puede ser debido a una regulacién disminuida de SOD, GPX o
GR. Los efectos de los descensos observados no estan claros, pero pueden estar
relacionados con una reducida inactivacién de Oy, como indicé el incremento
de excrecion del isoprostano Foo urinario y MDA plasmatico en ratas tratadas
con Ty4. En consonancia con estos hechos, después del tratamiento con Tempol,
un mimético de la superdxido dismutasa permeable a la membrana celular
(Mitchell y cols., 1990; Samuni y cols., 1988), se revierten estas variables a

niveles normales.

¢ Especificidad del Tempol como agente antirradicales libres

Los resultados del presente trabajo indican que a largo plazo la
administraciéon de Tempol atentia el desarrollo de la hipertensiéon en ratas
hipertensas hipertiroideas. Esta observacion esta en consonancia con trabajos
similares en SHR o ratas hipertensas deficientes de o6xido nitrico
(Schnackenberg y cols., 1999; Sainz y cols., 2005). Sin embargo, animales
controles mostraron una respuesta no discernible de presién arterial con la
administracion de Tempol. Esta observacién junto con el hecho de que el
Tempol disminuye la excrecion urinaria del isoprostano F.a (24 h) y niveles de

MDA plasmatico en ratas tratadas con T4 arguye contra un efecto no especifico
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del Tempol en la presiéon arterial y demuestra que, en ausencia de estrés
oxidativo, la terapia antioxidante no tiene efecto en la presién sanguinea.
Similares datos han sido aportados en otros modelos de hipertension arterial,
donde el Tempol reduce la presion sanguinea e isoprostanos F>

(Schnackenberg y cols., 1999 Sainz y cols., 2005; Nishiyama y cols., 2001).

3.1. Acciones del Tempol

¢ Sistema nervioso simpatico

Recientes estudios han mostrado que la administraciéon aguda de Tempol
disminuye, en mayor grado que en ratas control, la presion sanguinea, la
actividad nervioso simpatico renal (ANSR), y la frecuencia cardiaca en ratas
SHR (Shokoji y cols., 2003) y DOCA-Sal (Xu y cols., 2004). Se ha propuesto
(Shokoji y cols., 2003) que un aumento en la producciéon de superéxido
contribuye al desarrollo de hipertensioén a través de la activaciéon del sistema
nervioso simpético, y que el Tempol reduce la presiéon sanguinea, inhibiendo la
actividad del SNS. Sin embargo, la ausencia de cambios en la frecuencia
cardiaca en las ratas tratadas con Tempol indica que el efecto en la funcion del
SNS no debe jugar un papel importante en el efecto antihipertensivo de esta
droga en nuestro estudio. Estos datos estan en consonancia con observaciones

previas de nuestro grupo en ratas normotensas y L-NAME hipertensas.

o Hipertrofia cardiaca

Es bien conocido que el estado hipertiroideo estd asociado con
hipertrofia cardiaca (Klein, 1999; Klein y Ojamaa, 1995). La tasa peso
ventricular/peso corporal, una medida relativa de la hipertrofia ventricular,

incrementd en ratas tratadas con Ti. Sin embargo, la tasa peso VI/VD, una
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medida de la hipertrofia ventricular izquierda absoluta, se redujo por el
tratamiento con T4. Estos resultados concuerdan con observaciones previas
(Rodriguez-Goémez y cols., 2005). En el presente estudio, ambas tasas no se
afectaron por el tratamiento con Tempol. Estos datos indican que la hipertrofia
en el hipertiroidismo no esté relacionada a la presién arterial, y concuerda con
observaciones previas de nuestro grupo que muestran que aumentos de la
presiéon arterial o reducciones inducidos por L-NAME o losartan,
respectivamente, no modificaron la hipertrofia ventricular en ratas
hipertiroideas (Rodriguez-Gémez y cols., 2003). Por consiguiente, los datos
sugieren que un efecto tréfico directo de las hormonas tiroideas en el corazén
puede ser el responsable de la hipertrofia cardiaca en el hipertiroidismo
(Rodriguez-Gémez y cols., 2003). Esta propuesta estd en consonancia con las
observaciones de Bedoto y colaboradores (1989), los cuales aportan que la
hipertrofia cardiaca en ratas hipertiroideas es independiente de la sobrecarga
cardiaca, y con estudios de cardiomiocitos cultivados en los cuales la hormona

tiroidea promueve el crecimiento celular (Morgany Baker, 1991).

o Estrés oxidativo y rifidn en el hipertiroidismo

El mecanismo por el cual el Tempol reduce la presién arterial en ratas
hipertensas tratadas con Ti; no esta claro, pero un desplazamiento a la
izquierda de la relacién presiéon-natriuresis podria explicar porqué el Tempol
baj6 la presion arterial en ratas hipertiroideas. Ratas hipertiroideas hipertensas
tienen un desplazamiento hacia la derecha en la respuesta presién-diuresis-
natriuresis (Vargas y cols., 1994; Garcia-Estaf y cols., 1995). En este estudio las
ratas tratadas con Ts+Tempol tenian la misma excrecion de sodio que las ratas

T4-75 con un incremento de la presion arterial. Es més, recientemente ha sido
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demostrado que las ERO juegan un papel relevante en la fisiologia renal y
manejo renal de sodio (Zou y cols, 2001; Majid y Nishiyama, 2002). En este
contexto, se ha observado que el efecto hipotensivo del Tempol en ratas SHR
estd acompafiado de un incremento del flujo sanguineo medular (FSM) (Feng y
cols., 2001). Dado el importante papel del FSM en el control de la presion
arterial a largo plazo (Cowley, 1997), el Tempol puede reducir la presiéon
sanguinea en ratas hipertensas hipertiroideas incrementando el FSM vy

facilitando la excrecién de sodio.

¢ Proteinuria

Los grupos tratados con Ts-50 y Ts-75 mostraron un incremento de
proteinuria, como previamente habia sido aportado por nuestro grupo en ratas
hipertiroideas (Rodriguez-Gémez y cols., 2003). Estas observaciones también
concuerdan con las aportaciones clinicas (Tanwani y cols., 2002) de un
sindrome nefrético atribuible a una nefropatia de cambios minimos, una
entidad clinica definida por una proteinuria que ocurre en ausencia de lesiéon
en la pared capilar glomerular. Esta proteinuria parece no estar relacionada a
la presion arterial, ya que es similar a las ratas T4-75 y T4-Tempol mientras la
presién arterial fue marcadamente diferente. Estos datos concuerdan con un
estudio previo en el que ratas hipertensas tratadas con T4 o normotensas
tratadas con T, y losartan, mostraron unos niveles similares de proteinuria
(Rodriguez-Gémez y cols., 2003), proporcionando més evidencias de que la
proteinuria en el estado hipertiroideo puede ser producido por una accién
directa de hormonas tiroideas, incrementando la permeabilidad de la barrera
glomerular. Aunque ha sido aportado que las ERO juegan un importante papel

en la patogénesis de las enfermedades renales, produciendo dafio vascular,
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glomerular, tubular e intersticial (Wilcox, 2002). El hecho de que el Tempol no
modifique la proteinuria inducida por Ty, sugiere que el estrés oxidativo no

juega un papel esencial en esta anormalidad renal de ratas hipertiroideas.

e Aclaramiento de creatinina

El aclaramiento de creatinina normalizado por g de peso de rifién solo
fue significativamente reducido en grupos Ts+-75. Estos resultados estan de
acuerdo con previas observaciones de nuestro grupo usando diferentes dosis
de Ty (Vargas y cols., 1994; Garcia-Estafi y cols., 1995; Rodriguez-Goémez y cols.,
2005; Rodriguez-Goémez y cols., 2003). El presente estudio también mostré que
la administraciéon crénica de Tempol no modifica la TFG en ratas control o
hipertiroideas. Ademads, estos resultados sugieren que el reducido
aclaramiento de creatinina de ratas hipertiroideas puede ser secundario a otros

factores diferentes del estrés oxidativo.

En resumen, estos resultados indican que el hipertiroidismo esta
asociado con una reduccién de las actividades antioxidantes de SOD, GPX y
GR en los tejidos cardiaco y renal y que el estrés oxidativo participa en la
hipertension inducida por Ts. Ademads, nosotros también observamos que el
efecto antihipertensivo del Tempol en ratas tratadas con T, no esta asociado a
una mejora en las anormalidades renales o hipertrofia cardiaca.

El estrés oxidativo inducido por el radical superéxido y otras ERO
contribuye al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, diabetes,
insuficiencia renal e hipertension arterial. Este estudio muestra que el
hipertiroidismo esta asociado con una reduccién de la actividad enzimatica

antioxidante de los tejidos cardiaco y renal, y que el Tempol redujo la presion

138



Discusién

arterial en las ratas tratadas con tiroxina. Sin embargo, el mecanismo
responsable es desconocido. Recientes evidencias sugieren que las ERO
pueden ser utilizadas en los procesos de transduccién de sefal y tener
importancia en la regulacién de la biologia y fisiologia celulares. En este
sentido, las ERO pueden influir en la reactividad vascular, bien directamente, o
a través de una ruta intermedia, asi como participar en la hemodindmica renal
y en la excrecion de sodio. Serian necesarios mas estudios para establecer
cuales de estos mecanismos posibles serian responsables del incremento de la
presion arterial y de otras manifestaciones cardiovasculares y renales del

hipertiroidismo.

4. Efecto de la administracién crénica de Tempol en la reactividad

vascular a VC en las ratas hipertiroideas

La administracion crénica de Tempol produjo una reduccién de
sensibilidad a Phe en rifiones controles e hipertiroideos. Los cambios de
reactividad a Phe inducidos por el Tempol fueron suprimidos cuando la curva
se realiz6 en rifiones sin endotelio en los que se observé un marcado
desplazamiento a la izquierda de la curva. Estos resultados claramente indican
que el Tempol atenta la respuesta al agonista a-adrenergico a través de la
liberacién de mediadores endoteliales vasodilatadores (NO y FHDE) o por el
antagonismo de la liberacion de Oy. En este sentido, se ha descrito que el
bloqueo de la NOS por infusién intravenosa de L-NAME, suprime el efecto
hipotensor del Tempol, sugiriendo los autores de este trabajo que el efecto anti-
hipertensor o vasodilatador del Tempol depende de su accién supresora de Ox,
que facilita la vasodilatacién inducida por el NO (Schnackenberg y cols., 1998).

Sin embargo, nuestro grupo ha observado que en ratas hipertensas tratadas
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con L-NAME, el Tempol disminuye significativamente la presién sanguinea
(Sainz y cols., 2005), indicando que el Tempol puede reducir la presiéon
sanguinea por una via NO independiente. Ademads, se ha observado que en
ausencia de produccion de NO, el Ox puede ejercer efectos vasoconstrictores
independientes del mecanismo de bloqueo del NO (Majid y Nishiyama, 2002).
Por tanto para esclarecer el mecanismo por el que el Tempol reduce la
respuesta a Phe se requieren experimentos adicionales. Es conveniente
destacar también que los efectos inhibitorios del Tempol sobre la reactividad a
Phe se producen solamente con el tratamiento crénico, puesto que nuestro
grupo ha podido observar en la misma preparaciéon (rifion aislado y
perfundido de rata), que la administracion de Tempol de forma aguda,
durante el desarrollo del experimento, no solo no atentia la respuesta a Phe
sino que aumenta la sensibilidad a la misma, a angiotensina II y a cloruro de
bario (observaciones no publicadas).

El hecho de que la administracién de Tempol reduzca la respuesta a Phe
en las ratas hipertiroideas, podria sugerir la participacion de este efecto en la
accion antihipertensiva del Tempol en estos animales. Sin embargo el hecho de
que el Tempol también reduzca la respuesta presora a Phe en las ratas
controles en las cuales el Tempol no tiene efecto hipotensor siembra dudas al
respecto. Aunque el referido efecto podria tener una mayor funcional en las
ratas hipertiroideas hipertensas que en las controles.

Por otra parte es interesante destacar que, la curva dosis respuesta a Ang
II no fue atenuada por la administracion de Tempol ni en los rifiones de las
ratas normales ni en los procedentes de las ratas hipertiroideas. Estos
resultados sugieren que el estrés oxidativo no participa en la respuesta presora
aguda a Ang II, a pesar de que la Ang II juega un importante papel en el

desarrollo de estrés oxidativo en la hipertensiéon y otros procesos patolégicos
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como evidencian los resultados descritos a continuacién. Asi, la Ang II puede
aumentar la expresién de la subunidad catalitica de NADPH oxidasa, gp91PHOX,
por lo que aumenta la producciéon de O.- (Haque y Majid, 2004). En este
sentido, se ha propuesto que el efecto antihipertensivo de las drogas que
interfieren con la actividad del sistema renina-angiotensina puede estar
mediado por la inhibicién de la activaciéon de la NADPH oxidasa producida
por la angiotensina II (Reckelhoff y Romero, 2003). En este sentido, nosotros
hemos observado que la actividad antihipertensiva del losartan en las ratas con
hipertension genética se acompafia de una reduccion del estrés oxidativo en

estos animales (Chamorro y cols., 2004).
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Conclusiones

1. La atenuada respuesta renal presora a Phe en el estado hipotiroideo no se
debe a un aumento de la actividad de los factores relajantes derivados del

endotelio, NO y FHDE.

2. Encontramos evidencias de anormalidades en la liberacion del FHDE o en
los canales de K* en las preparaciones hipotiroideas, dado que la curva
dosis-respuesta a VC no fue incrementada por la administracion de TEA.
Esta anomalia, junto con la reducida reactividad del NO, puede ser una
respuesta compensadora a un alterado sistema contractil del muasculo liso

vascular de las ratas hipotiroideas.

3.  Las preparaciones hipotiroideas tienen una reactividad reducida al NPS,

donante de NO, y la vasodilatacion NO-independiente no esta alterada.

4. El hipertiroidismo estd asociado con una reduccién de las actividades

antioxidantes SOD, GPX y GR en los tejidos cardiaco y renal.
5. El estrés oxidativo participa en la hipertensiéon inducida por Ts.

6. El efecto antihipertensivo del Tempol en ratas tratadas con Ts no esta

asociado a una mejora en las anormalidades renales o hipertrofia cardiaca.
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