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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion nuestro objetivo fue evaluar el efecto
antioxidante del Alopurinol frente a la respuesta vasodilatora a 3 concentraciones
crecientes de Acetilcolina; para ello provocamos hiperglicemia aguda sumergiendo
anillos de aorta en una dosis de 45 mMolar de Glucosa, después de 6 horas se extrae las
aortas y se las somete a la camara de érganos aislados, aplicamos las 3 dosis de
Acetilcolina previa contraccion de Norepinefrina observando una vasodilatacion de 40%
frente a un 81% de relajacion normal, incubando las aortas asi oxidadas con Alopurinol
a la concentracion de 10 M durante 20 minutos, luego, extraidas del medio e insertadas
en el bafio de 6rganos se demostré como se recuperd el mecanismo vasodilatador hasta
el 72 %, por lo cual se comprobo el efecto del Alopurinol en la reduccién de radicales
libres lo cual permite un mayor incremento de Oxido Nitrico y en consecuencia la

Vasodilatacion.

Para corroborar que el efecto del Alopurinol se da a través de su propiedad antioxidante
se incubo simultaneamente Hipoxantina oxidasa y Glucosa a 45mMolar para registrar su
respuesta vasoconstrictora a la Norepinefirna.
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Se encontr6 una incremento aproximado de un 40% del efecto vasoconstrictor, producto

de la generacion de radicales libre por la reaccion.

Luego en la adicion al bafio de 6rganos de Alopurinol junto con la Xantina Oxidasa e
Hipoxantina se observa la reduccion del efecto vasoconstrictor aproximadamente a un
23% lo cual demuestra que es mediante su efecto antioxidante que estd probado la

funcién del Alopurinol.
El trabajo concluye en que el Alopurinol tiene mecanismo antioxidante y permite

recuperar la relajacion deteriorada por la incubacion de los anillos adrticos en Glucosa
de 45 mMolar.
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ABSTRACT

In the present investigation our objective was to evaluate the antioxidant effect of
allopurinol against the vasodilatory response to 3 increasing concentrations of
acetylcholine, for it provoke sharp hyperglycemia dipping aortic rings in a dose of 45
mMolar Glucose, after 6 hours aortas extracted and subjected to camera isolated organ,
apply the 3 doses of Acetylcholine Norepinephrine contraction after watching
vasodilation of 40% versus 81% normal relaxation, incubating the aortas and oxidized to
the concentration of Allopurinol 10-4 M for 20 minutes, then removed from the middle
and inserted in the organ bath was shown how the vasodilator mechanism up to 72% was
recovered, so the effect of allopurinol was found in the reduction of free radicals which

allows a further increase of nitric oxide and vasodilation accordingly.

To confirm that the effect of allopurinol is given through its antioxidant property
simultaneously incubated with glucose oxidase and Hypoxanthine 45mMolar to register

your vasoconstrictor response to Norepinefirna .
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One approximate increase of 40% of the vasoconstrictor effect resulting from the

generation of free radicals by the reaction was found.

Then in addition to the organ bath along with Allopurinol Xanthine Hypoxanthine
Oxidase and reduced vasoconstrictor effect is observed approximately 23% which shows

that it is through its antioxidant effect is proven Allopurinol function.

The study concludes that allopurinol has antioxidant mechanism and allows recovering

the impaired relaxation by incubation of aortic rings Glucose 45 mMolar.
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INTRODUCCION

En los dltimos 30 afios se viene desarrollando cada dia un interés mayor por los
problemas relacionados con el estrés oxidativo, los radicales libres, las especies reactivas
del oxigeno y los antioxidantes, todo esto dado por la importancia que poseen en la
bioquimica, la biologia y la medicina.

En el organismo existe un equilibrio entre las especies reactivas de oxigeno y los
sistemas de defensa antioxidante. Cuando dicho equilibrio se descompensa a favor de las
especies reactivas de oxigeno se produce el denominado estrés oxidativo.

Existen evidencias que el dafio oxidativo debido a la hiperglicemia contribuye a las
patologias microvasculares de la diabetes. Se conoce como estrés oxidativo al
desbalance entre los radicales libres y los agentes antioxidantes. Recientemente se ha
sugerido que la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies
reactivas de nitrogeno (ERN) generadas principalmente dentro de la mitocondria, puede
ser la clave central en muchas de las patologias de la diabetes.

El endotelio vascular controla la homeostasis del tono vascular, permeabilidad,
coagulacion, fibrindlisis, proliferacion celular y la respuesta antiinflamatoria. En
presencia de factores de riesgo cardiovascular parece un cambio fenotipo en las células
endoteliales hacia un perfil inflamatorio, situacion que se conoce como disfuncion
endotelial.

La diabetes mellitus, especialmente en el contexto del sindrome metabdlico, origina
disfuncion endotelial con incremento de factores oxidantes, vasoconstrictores,
proliferativos y procoagulantes.

Los antioxidantes que se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos
pueden bloquear parte de este dafio debido a que estabilizan los radicales libres. Estas
sustancias tienen la capacidad de inhibir la oxidacién causada por los radicales libres,
actuando algunos a nivel intracelular y otros en la membrana de las células, siempre en
conjunto para proteger a los diferentes 6rganos y sistemas.

Un antioxidante es aquella sustancia que presenta baja concentraciones respecto a la de

un sustrato oxidable (biomolécula) que retarda o previene su oxidacion.
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A nivel mundial los estudios basicamente sefialan el efecto del Alopurinol en patologias
asociadas con dafio cardiovascular, con hipertension, con hipercolesterolemia y
hiperuricemia.

La xantina oxidasa una enzima que normalmente estd presente en el endotelio y que
cataliza la degradacion de hipoxantina a acido Urico, se caracteriza por producir, como
bioproductos del metabolismo normal, gran cantidad superoxidos, peréxido de
hidrogeno y radicales hidroxilo, lo cual incrementa el dafio endotelial en pacientes
diabéticos, permitiendo la presencia de complicaciones como la nefropatia y/o
retinopatia.

Esta enzima es inhibida por el Alopurinol evitando de esta forma, la produccion de
radicales libres, ya que estos estdn asociados con el dafio endotelial que genera el
desarrollo de complicaciones en pacientes con diabetes mellitus y propicia un aumento
en la morbimortalidad de la poblacion con esta enfermedad que afecta cada dia a un
mayor nimero de personas, constituyéndose en un problema de salud publica.
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HIPOTESIS

Debido a que el Alopurinol es metabolizado a oxipurinol que es un inhibidor de las
xantina oxidasa y ejerce una accion inhibidora de la produccion de radicales libres al
impedir el paso de hipoxantina a xantina. Es probable que el tratamiento con alopurinol
agregado al medio de incubacion sobre anillos aislados de aorta tordcica de ratas
normoglicemicas con disfuncion endotelial permita la recuperacion de la respuesta

normal a agentes vasodilatadores.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la administracion de alopurinol controla la disfuncion endotelial inducida
por hiperglicemia aguda recuperando la actividad vascular de anillos aislados de aorta

toracica de ratas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar las respuesta patron vasodilatadora a tres dosis crecientes de acetilcolina
en anillos aislados de aorta toracica de ratas normoglicémicas previamente

contraidas al 100% con norepinefrina.

- Evaluar el efecto vasodilatador a tres (3) dosis crecientes de acetilcolina en
anillos aislados de aorta toracica de ratas normoglicémicas expuestas
previamente a hiperglicemia aguda mediante su incubacion en una solucion de

glucosa.

- Demostrar el efecto del tratamiento con alopurinol sobre la recuperacion

vasodilatadora de anillos aislados de aorta con disfuncion Endotelial.

- Observar el efecto del alopurinol sobre la produccion de radicales libres como

resultado de la conversion de hipoxantina a xantina y a acido uirco..
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1. Vasos Sanguineos.-

El sistema de los vasos sanguineos asegura que la sangre impulsada al corazon
Ilegue a todos los tejidos del organismo y que en ellos se pueda llevar el intercambio
de sustancias Utiles y productos de desecho entre el plasma y las células, asi como el
retorno de la sangre al corazon. Para ello las grandes ramas arteriales, que salen del
corazén, se ramifican mucho en vasos cada vez mas pequefios hasta formarse los
capilares sanguineos de pared muy fina (idénea para los intercambios de sustancias),
los cuales convergen en pequefias venas que se iran uniendo para formar venas cada

vez mayores y conducir, por este sistema venoso la sangre de nuevo al corazén.™

Los vasos sanguineos no son simples conductos que transportan sangre, ya que la
pared vascular es considerada actualmente como un “6rgano” que ¢jerce funciones
que participan de forma decisiva en el mantenimiento de la homeostasis vascular.
Las células endoteliales, células musculares lisas y fibroblastos participan en la
regulacion del flujo sanguineo, la formacion de trombos y la adhesion de leucocitos,
mantienen la estructura parietal, traducen fuerzas biomecénicas y estimulos

humorales 8

Todos los vasos sanguineos que superan un determinado calibre presentan tres capas
concéntricas que se denominan:
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1.1. La Capa o tunica Intima.-
Delimita la luz vascular y esta formada por un endotelio (epitelio plano simple)
con su membrana basal. Puede estar recubierto por una capa subendotelial de

tejido conjuntivo laxo y a veces una capa muscular dispersa. ‘% (Fig.: 1.1).

1.2. La Capa o tunica Media.-
Esta formada por tejido conjuntivo que, segin el vaso, puede tener distinta
cantidad de fibras elasticas, y por capas de fibras musculares lisas, cuya cantidad

también varia segun el vaso. % (Fig.: 1.1).

1.3. La Capa adventicia.-

Esta formado por tejido conjuntivo que se continda con el conjuntivo de los
tejidos por los que circula el vaso.

Entre la tdnica intima y la media puede aparecer la lamina eléstica interna que
estd formada principalmente por fibras elasticas y segun el vaso estd mas o
menos desarrollada o no existe. Entre la tunica media y la adventicia, puede
aparecer la lamina elastica externa, formada por fibras elasticas, es mas
delegada que la interna y segun el tiempo de vaso esta mas o menos desarrollada
o no existe. ‘9 (Fig.: 1.1).

Capa adventicia Capa media Capa intima

FIGURA N° 1.1: Capas conceéntricas de los VVasos Sanguineos.
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Dentro de esta estructura el endotelio vascular actia como receptor y transmisor de
sefiales. Las células endoteliales son capaces de registrar cambios hemodindmicos de
la sangre, y son consideradas como el principal 6rgano de regulacién vascular con
acciones exocrina, paracrina y autocrina. Entre los factores biologicamente activos
sintetizados y liberados por las células endoteliales cabe destacar: la prostaciclina
(PGI2), el éxido nitrico (NO), la endotelina (ET), entre muchos otros &

Existen tres tipos de células musculares que presentan una localizacion, estructura y
funcion diferente en el organismo animal, las que se agrupan en los llamados

musculo esquelético, liso y cardiaco ®®.

El musculo liso se distingue, en el aspecto anatomico, de los musculos esqueléticos y
cardiacos porque no tiene estrias transversales visibles. Tiene actina y miosina II,

que se deslizan la una sobre la otra para producir la contraccién V.
2. Endotelio.-

El endotelio, en la frontera entre la sangre y los tejidos es mucho mas que una capa
sencilla de revestimiento celular que recubre por completo el interior del corazon, de
los vasos sanguineos (arteriales y venosos) y linfaticos, de los cuerpos cavernosos.
De forma sorprendente, ha sido pesado (3,5 — 4,5 kg) y medido, con una superficie
total equivalente a seis canchas de tenis. Es considerado por ello el mayor “6rgano
virtual” de nuestro organismo. Como tal 6rgano ademas de un sustrato histologico,
tiene dos grandes funciones, la de regular el transito de 7,200 litros diarios de sangre,
permitiendo la salida de una cantidad inferior al 0,1% de liquidos hacia los tejidos, y
la de coordinar de una forma armonizada toda la “funcionalidad de la celularidad

vecina”, vascular y extravascular. (21)
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2.1. Funciones del endotelio.-
Desde su identificacion microscopica como una capa unicelular que solo dividia
dos compartimentos: humoral y tisular, (Fig.: 1.2) se ha reconocido al endotelio

como el 6rgano mas extenso, y uno de los mas importantes del cuerpo. @

VASOCONSTRICCION - -,,
=0 R~

L

DISFUNCION
ENDOTELIAL

INCREMENTO DE LA
RESIST. VASC, PERIF.

RS0 .2 s C00,
».a <3

ESTRES
MECANICO

FIGURA N° 1.2: Funciones del Endotelio: Compartimentos humoral y

tisular.

En su conjunto, pesa mas que el higado, su masa es equivalente a varios
corazones, y desplegado, llega a cubrir numerosas canchas de tenis, pero el
hecho mas importante es su capacidad de producir més de 60 moléculas, que

cumplen importantes funciones en la hemostasia y homeostasis vascular. )
La regulacion del tono vascular, que realiza mediante la produccién de

numerosas sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras. Dentro de las
primeras, el éxido nitrico (ON) es la molécula antiaterogénica mas importante

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

S CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

sintetizada por el endotelio, con propiedades capaces de regular la
vasodilatacion 'y con efectos antiproliferativos, antinflamatorios y

antitromboticos. @

La contraccion de las células del masculo liso vascular depende de tres

mecanismos que modifican la homeostasis del calcio intracelular:

a) Canales de calcio activados por despolarizacion de membrana, los
cuales se abren frente a un cambio de voltaje permitiendo que el
calcio extracelular se mueva hacia el interior de la célula siguiendo su

gradiente electroquimico, produciendo la contraccion 9.

b) Contracciones inducidas por agonistas que no despolarizan la
membrana, pero activan receptores acoplados a proteina G,
modulando respuestas intracelulares que finalmente producen un
aumento en la concentracion de calcio en el citoplasma produciendo
la contraccién %,

c) Canales de calcio operados por receptores los que son activados por

neurotransmisores y hormonas *©.

En términos generales, el control de la musculatura lisa vascular esta dado por
un control local (intrinseco) determinado por mecanismos como son los de
autorregulacion, metabdlicos, hiperemia activa e hiperemia reactiva, y un

control central (extrinseco) que incluye mecanismos humorales y neuronales ©

Dentro del mecanismo humoral destacan hormonas con accion vasoactiva como
angiotensina |1, vasopresina, prostaciclina, bradicinina, serotonina, histamina,
prostaglandinas y catecolaminas circulantes, éstas Ultimas liberadas por

estimulacion simpatica .
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3. Disfuncién endotelial.-

En ocasiones el endotelio se vuelve disfuncionante reaccionando como un epitelio
lesionado, segrega los mediadores “erroneos”, pierde su capacidad para mantenerse
dilatado y predomina la secrecion de sustancias vasoconstrictoras (endotelina,
Angiotensina 1) sobre las vasodilatadoras (NO, prostaciclina), segregando radicales

libres que oxidan la transportadora de colesterol (LDL-col). "

A este estado denominado disfuncién endotelial, puede cuantificarse
experimentalmente observando la respuesta de los vasos sanguineos a la acetilcolina
que en disfuncion, no responden con un incremento del diametro vascular con el
aumento respectivo del flujo sanguineo sino, que la respuesta desaparece o por el
contrario en situaciones graves responde con vasoconstriccion conocido como el
efecto paradojico de la acetilcolina. (Fig.: 1.3). El endotelio disfuncionante por
hipertension, hiperlipidemia, tabaquismo o diabetes, muestra un efecto

vasoconstrictor paradéjico a la acetilcolina.
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FIGURA N° 1. 3: Disfuncion Endotelial: Hipertension, Proteinuria y Edema.
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El endotelio disfuncionante se convierte en el eje fundamental de muchas patologias
cardiovasculares. Asi, esta involucrado en el proceso de ateroesclerosis, hipertension
arterial, disfuncién microcirculatoria, vasoespasmo, sindrome isquemia-referfusion y
aturdimiento miocardico, proliferacion del musculo liso e hiperplasia de la intima. Es

complice ademés del proceso de inflamacion, coagulopatias, sepsis y diabetes. "
3.1. Niveles de Alteracion Endotelial.-

A. La activacion endotelial, fendmeno inicial que ejercita el endotelio
diariamente, para mantener la homeostasis de las multiples funciones

que regula. "

B. La disfuncion endotelial leve, por la cual los multiples factores de
riesgo alteran la regulacion del endotelio y comienza a primar la
produccién de moléculas de adhesién y proinflamatorios, asociada a
elevadas citosinas. Este estadio es potencialmente reversible con

farmacos protectores del endotelio. "

C. Finalmente, la fase de disfuncion endotelial avanzada, con
alteraciones profundas anatomicas y funcionales, que favorecen
mecanismos inflamatorios y protromboticos. Ademas, por tratarse de
una etapa mas avanzada, la respuesta terapéutica no siempre es
efectiva.

4. Radicales Libres.-
Un radical libre es aquella especie quimica, que tiene uno o mas electrones

desapareados en su ultima capa. Esta caracteristica les proporciona una gran
reactividad.
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La mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas biologicos se debe a que la
utilizacion del oxigeno por las células da lugar a la generacion de radicales libres. @

Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuitarias y difusibles
que se producen por mecanismos como la cadena respiratoria mitocondrial, la
cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y en las
reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo), al interactuar

con las principales biomoléculas del organismo. ©”)

4.1. Mecanismos generadores de Radicales Libres.-
Los radicales libres se generan continuamente en las células expuestas a un
ambiente aerobio. Los sistemas enzimaticos antioxidantes han evolucionado
paralelamente al metabolismo aerobio para contrarrestar el dafio oxidativo
debido a estos radicales. A pesar de esta defensa antioxidante, el dafio oxidativo
sobre las proteinas, lipidos, glucidos y al DNA, acumulado a lo largo de la vida,
estd en el origen de enfermedades degenerativas como el Alzheimer. Se han
visto implicadas en muchos procesos patoldgicos como algunos canceres,
diabetes, patologias cardiovasculares, procesos reumaticos, patologias
gastroentéricas y afecciones broncopulmonares. También estan implicados en
procesos fisiolégicos como en el envejecimiento, el dafio causado por el

ejercicio fisico agotador, la transicién fetalneonatal. ¢%

Los radicales libres se forman en las células en numerosos procesos tales como
el transporte de electrones a lo largo de la cadena respiratoria, la activacion de
los leucocitos, reacciones enzimaticas (como la catalizada por la xantina
oxidasa) y en el metabolismo de xenobioticos. Un compuesto se puede
transformar en un radical libre de diferentes formas: ganando un electron,

perdiendo un electrén o por fusion homolitica simétrica de una unién covalente.
(20)
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Los radicales libres aparte de las fuentes enddgenas descritas anteriormente
pueden también proceder de fuentes externas. Con la dieta se ingieren muchos
compuestos de naturaleza prooxidante, el humo de tabaco da lugar a radicales

libres, la polucién ambiental, el ozono, etc. ¢
4.2. Tipos de radicales libres.-

4.2.1. Radical Oxigen Species (ROS) - Radical libres derivados de oxigeno.-
Habitualmente el oxigeno se encuentra en su forma mas estable, la
molécula diatdbmica O,, presentando los electrones que forman parte del
enlace m antienlace el mismo espin (estado triplete). En esta forma el
oxigeno es solo moderadamente reactivo. Sin embargo, por efecto de
radiaciones ionizantes, o por la accion de enzimas, 0 por mecanismos
puramente quimicos, se pueden generar una serie de especies quimicas
(radicales libres) capaces de reaccionar con otros compuestos presentes

en el organismo y consecuentemente producir dafio celular 9.

Las especies reactivas del oxigeno pueden tener un origen enddgeno o
exogeno. Algunas de ellas surgen como “accidentes quimicos”, es decir,
reacciones secundarias no deseadas entre las biomoléculas o en la
detoxificacion de xenobidticos, pero otras especies activadas de oxigeno
in vivo se generan con un fin determinado, como en el caso de los

fagocitos activados, que producen O, y H,0, "

Los ROS son radicales libres donde el electron desapareado se sitla

predominante sobre el atomo de oxigeno. Entre los principales ROS

tenemos al:
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A. Radical superéxido (Oy).-
El radical superdxido es la forma dominante al pH fisiolégico. En
el metabolismo aerobio el 1-2% del consumo total de oxigeno da
lugar a la formacion de idn superoxido. Es relativamente poco
reactivo e inestable, pero potencialmente toxico. Es inestable y
puede iniciar reacciones que den lugar a otros intermediarios a su
vez muy reactivos. Tiene una vida media de algunos milisegundos
y experimenta reacciones de dismutacién, que consiste en la
reaccion entre dos radicales superoxido para dar agua oxigenada y

oxigeno &7

O, +e + Hf ——> HO,., /> 0Oy« + H'

Puede formarse como producto de muchas reacciones catalizadas
enziméaticamente, como en las reacciones de las deshidrogenasas
flavoproteinicas: xantina oxidasa, aldehido oxidasa, purina
oxidasa, etc., de oxidasas e hidroxilasas (diamino oxidasa,
galactosa oxidasa, citocromo p450, etc.). Como también en
reacciones no enzimaticas del oxigeno con la cisteina o la
riboflavina, o bien se produce en la cadena respiratoria

mitocondrial. ",

B. Perdxido de hidrégeno (H,0,).-
No es un radical libre, pero su toxicidad es importante. Atraviesa
con facilidad las membranas celulares. Se forma a base de las
reacciones del i6n superdxido o bien por la reduccién directa del

oxigeno por dos electrones:

20, + 2H ——> H>0, + O+ 2¢” +2H" ——> H,0O,
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Es un producto estable en ausencia de catalizadores que
promuevan su descomposicion. Muchas enzimas producen agua
oxigenada a partir de oxigeno: superoxido dismutasa, glucosa
oxidasa, la D-aminoacido oxidasa, uricasa, etc, y también puede
producirse por reacciones quimicas, como la autooxidacion del
acido ascorbico catalizada por el cobre. Se convierte en agua por
accion de la catalasa, un proceso que determina su vida media.
Parece que el H,O, estd implicado en la regulacion de la
transduccion de la sefial de expresion de genes a través del NF-xB
y AP-1. Ambos son factores de trascripcion capaces de inducir la
trascripcion de genes tales como de la interleukina 2 (IL - 2), el
factor de necrosis tumoral o (TNF - a), antigenos del complejo

mayor de histocompatibilidad y c-fos. 7.

C. Radical hidroxilo (HO¢).-
Son las especies quimicas mas reactivas que se conocen y por
tanto mas toxicas. Tiene una vida media estimada de alrededor de
10-9s @,

Puede formarse in vivo a consecuencia de radiacion de alta energia
(rayos X, rayos y) que puede provocar la rotura homolitica del
agua corporal. La luz UV no tiene suficiente energia como para
escindir una molécula de agua, pero puede dividir el agua

oxigenada en 2 moléculas de radical hidroxilo.

H, O, ——> 2HO-
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El radical hidroxil se puede formar a base de la reaccion de Haber-
Weiss (1934):

02-«+ H,0, ——> O, + HO*+ OH

Uno de los procesos mas importantes de produccion de radicales
hidroxilo es la reduccion del agua oxigenada por ciertos iones
metalicos. La reaccion de Fenton (Fenton, 1894) utiliza Fe," y el

peroxido de hidrogeno:

H,0, + Fep+t ——> Fe3+ +HO + OH"

D. Oxigeno singlete (*O.).-
El oxigeno singlete (*O,) es una forma activa del oxigeno, que se
diferencia de la forma normal, triplete, en que los electrones del
orbital antienlace tienen espines opuestos. Esta forma es mucho
mas reactiva que el oxigeno triplete. No es un radical libre y se
forma in vivo por accion de la luz sobre las moléculas de oxigeno.
Su vida media es alrededor de 10-6 segundos, dependiendo de la
naturaleza de la matriz circundante. Puede interaccionar con otras
moléculas transfiriéndoles su energia de excitacion o

combindndose quimicamente con ellas.

Puede formarse en la oxidacion del NADPH en los microsomas,
en la actividad de varias enzimas como la xantina oxidasa, la
lactoperoxidasa, lipooxigenasa y prostanglandinsintetasa, entre

otras .
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E. Radical Alcoxilo (RO¢).-
El radical alcoxilo (RO¢) se puede formar durante la degradacion
de los lipoperoxidos en reacciones catalizadas por metales

pesados: 9,

Fes+ (Cu’) + LOOH ——> Fes+ (Cuy’) + LO. + HO»

F. Radical peroxilo (ROQ?).-
El radical peroxilo es wun producto intermedio de las
lipoperoxidacion. También se puede formar en reacciones del
tipo: 0

Fes+ (Cuy’) + LOOH ——>Fey + (Cu’) + LOO.+ HY

Tiene una vida media relativamente larga (del orden de segundos).

G. Ozono (O3).-
El ozono es un compuesto tipico de las capas altas de la
atmosfera, donde se forma por reacciones fotoquimicas, puede dar

reacciones con compuestos biolégicos. %

4.2.2. Radicales libres derivados de nitrogeno (RNS).-
Los radicales libres de nitrogeno representa otra clase de radicales libres a
los cuales en los ultimos afios se les ha dado mucha importancia. Entre las
principales especies se encuentran: Oxido nitrico (NO-), Peroxido de
nitrégeno (ONOO-) y el Diéxido de nitrégeno (NO,e). Y
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A. Oxido nitrico (NO®).-
El Oxido nitrico tiene una gran importancia por su funcion
fisioldgica, ademéas de ser considerado un intermediario toxico

importante por su condicion de radical libre.

Es un gas lipofilico e hidrosoluble, con una vida media
relativamente larga (3-5 s). Su formacién tiene lugar por una
reaccion enzimatica en la que la enzima oOxido nitrico sintasa
cataliza la conversion de L-arginina a L-citrulina dando como
subproducto NO+ en numerosos tipos. Esta enzima presenta cuatro
isoformas: la neuronal nNOS (tipo 1), la endotelial eNOS (tipo I1I)
y la inducible iNOS (tipo I1). ¢V

El 6xido nitrico juega un papel fundamental en numerosos
procesos fisioldgicos. Actia como regulador del flujo sanguineo
local, inhibe la agregacion plaquetaria, se produce por los
macroéfagos activados contribuyendo a la defensa inmunitaria
primaria y también actla como neurotransmisor, siendo el cerebro

el 6rgano con mayor actividad 6xido nitrico sintasa. %

Otro efecto del NO- reside en su capacidad de reaccion con el
hierro de proteinas intracelulares, principalmente mitocondriales,
siendo inactivadas por él la mayoria de las enzimas que poseen un
grupo prostético hemo. Puede reaccionar con &cidos nucleicos
dando lugar a mutaciones y roturas del ADN, y también puede

producir necrosis, entre otros fenémenos. ¥
El NO- posee una accion antiinflamatoria importante, a la vez que

tiene la capacidad de promover la disfuncion celular y tisular a

través de un efecto proinflamatorio. Para entender este doble
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efecto proponen que los efectos reguladores y antiinflamatorios
del 6xido nitrico ocurren cuando éste ejerce una accion directa
sobre una molécula biologica, lo cual ocurre en condiciones
fisiologicas, en las que la produccidon de NOe es baja. Sin
embargo, cuando las concentraciones de NO¢ aumentan, el NOe
tiene efectos indirectos, a través de los metabolitos derivados de
él, pudiendo reaccionar con el oxigeno o el radical superdxido, lo

cual ocurre en situaciones de inflamacién.

Un exceso de 6xido nitrico es citotoxico. Parte de su citotoxicidad
se cree que es debida al *O;, con el que reacciona para dar lugar a

anion peroxinitrito (ONOO"). @Y

B. Peroxinitrito (ONOO¥).-

No es un radical, pero si un intermediario oxidante que puede
protonarse y descomponerse con facilidad de modo que es
altamente reactivo (Lipton y cols., 1993). Es capaz de inducir la
peroxidacion lipidica en lipoproteinas, interferir con la
sefializacion celular por nitracién de residuos tirosina, oxidar
grupos tioles y guanosinas, de degradar carbohidratos y de
fragmentar ADN @V

El anion peroxinitrito (ONOO-) se forma por la reaccion entre el
oxido nitrico con el anién superoxido (Miles, 1996), tal como se

muestra en la siguiente reaccion:

02+ + NO+ — ONOO« + H" — ONOOH — NO3
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El peroxinitrito estd en equilibrio con su acido conjugado
(ONOOH). En soluciones neutras es un potente agente oxidante,

capaz de oxidar grupos tioles o tieteres.

Ademas de las reacciones de oxidacion, el peroxinitrito tiene la
capacidad para nitrar compuestos fendlicos en condiciones
fisiolégicas, como los anillos de tirosina. Los residuos de tirosina
son oxidados por los radicales derivados del peroxinitrito
formando el radical tirosilo, que a su vez reacciona con el NOe

para formar 3-nitrotirosina.

La nitracion mediada por peroxinitrito in vivo podria ser inhibida
por un exceso de produccién relativa de Oy, debido a la
competencia entre éste y el NOe por el radical tirosilo, por lo que
la formacion de 3-nitrotirosina seria inhibida cuando la tasa de

formacion de O2-¢ superara la de NOe.

Asimismo, algunos autores han presentado la reaccion de
formacion del peroxinitrito como una forma de eliminacion de Oy
* sin la consiguiente formacion de H,O,, lo cual supone un efecto

detoxificante y antiinflamatorio ¥

C. Diéxido de nitrégeno (NO2e).-
El diéxido de nitrogeno es un radical libre contaminante
producido primariamente a partir de la oxidacion del NOe
atmosférico. Es un iniciador muy efectivo de la cadena de

peroxidacion lipidica ®”.
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4.3. Fuentes de radicales libres.-
Los radicales libres provienen a través de fuentes Exdgenas y Endogenas.

4.3.1. Fuentes Exdgenas.-

A. Agentes antineoplasicos, Antibidticos.-
Unos principios antineoplasicos como la adriamicina, bleomicina,
daunorubicina y algunos antibidticos que dependen de grupos
quinoides o de union a metales para su actividad. Algunos de los
efectos de estas drogas se han atribuido a su capacidad para
reducir el oxigeno a superéxido, peroxido de hidrégeno y radical

hidroxilo. "

B. Irradiaciones.-
La irradiacion de los organismos debido a las radiaciones
electromagnéticas (rayos X y y o debido a radiaciones de
particulas (electrones, protones, neutrones, deuterones y particulas

ayp) @Y.

C. Factores ambientales.-
Factores ambientales, como contaminantes aéreos fotoquimicos,
hiperoxia, pesticidas, humos del tabaco, solventes, anestésicos e
hidrocarburos aromaticos.
Estos agentes, o bien poseen radicales libres, como el humo del
tabaco, o bien se convierten en radicales mediante el metabolismo

celular y los procesos de desintoxicacion %
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4.3.2. Fuentes Enddgenas.-

A. Lacadena de transporte electronico mitocondrial.-
En los tejidos sanos una de las principales fuentes de radicales
libres son las mitocondrias. Organulos responsables de mas del
90% del consumo de oxigeno celular.

La cadena de transporte electronico mitocondrial es una de las
principales fuentes de radicales libres en la célula. Son muchas las
patologias en las que se ha descrito que la mitocondria genera
radicales libres, siendo una de las causas del estrés oxidativo que
sufre la célula. Se calcula que entre el 2 y el 5% de los electrones
transportados por la cadena de transporte electronico mitocondrial
en estado 4 (cuando todo el ADP esté en forma de ATP) no llegan
al complejo 1V y producen reducciones parciales del oxigeno.
Debido a las propiedades del oxigeno, su reduccion tetravalente
requiere la transferencia sucesiva de 4 electrones al orbital
antienlazante. Ademas, otros elementos de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial tienen la capacidad de transferir un
electron directamente al O2, pero por el contrario no son capaces

de retener el i6n superéxido formado ®”*

Una vez formado el anién superoxido, puede dismutar a su vez
generando peroxido de hidrogeno, el cual es capaz de atravesar las
membranas y salir al citoplasma, donde puede reaccionar con otras
especies formando diversos tipos de radicales libres. La
produccion mitocondrial del peroxido de hidrogeno fue
inicialmente descrita por Jensen en 1966. Estudios posteriores
demostraron que la mayor parte del peroxido de hidrogeno
mitocondrial, procedia de la dismutacion del radical superoxido.
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Se ha estimado que se producen del orden de 10'° moléculas de
«02- por célula y por dia V.

Los procesos de formacion de anidn superdxido son una serie de
reacciones no enzimaticas cuya velocidad aumenta linealmente

con la concentracién de oxigeno presente en el medio V.

B. Reaccion de Fenton-Haber-Weiss.-

Consiste en la reduccion del H202 por iones de metales de
transicion, sobre todo el ion ferroso (Fe+2) y, en menor medida, el
cuproso (Cu+) y otros iones. El perdxido de hidrogeno o agua
oxigenada (H202) es una molécula relativamente estable en
ausencia de catalizadores que promuevan su descomposicion.
Fenton descubrid, a finales del siglo pasado, que se podian oxidar
moléculas organicas por mezclas de peroxido de hidrégeno y Fe+2
(reactivo de Fenton). Fueron Haber y Weiss quienes dieron una
primera explicacion del mecanismo de reaccion: el Fe+2 reduce al
H202, que a su vez se descompone en el radical hidroxilo y el ion
hidroxilo. Esto puede representarse como sigue: ¥

H202 + Fe+2 — HOe¢ + HO- + Fe+3
Y en general,
ROOH + Fe+2 — RO« + HO- + Fe+3

Aunque esta reaccion puede tener lugar con varios metales, el
hierro parece ser el mas importante en sistemas bioldgicos. El
Fe+2 se oxida a Fe+3 con mucha facilidad, y éste es muy
insoluble. Por ello, el hierro libre que pueda haber en los sistemas
bioldgicos estard en muy pequefias cantidades y en forma férrica.

Pero el ion férrico puede ser reducido por el ascorbato y por el
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radical superoxido, con lo que se genera un ciclo de produccion
continua de radicales hidroxilo: %

Fe+3 + O2-« — Fe+2 + 02

Fe+3 + AH- — Fe+2 + A-+ + H+

Los procesos de captacion y distribucion del hierro y de los iones
metélicos en general estan muy finamente regulados en los
mamiferos. Hay un gran nimero de proteinas de union a metales
(ferritina, transferrina, ceruloplasmina) que actlan como reserva
de iones metélicos y que, ademas, impiden que estos iones

participen en reacciones redox 7.

C. Sistemas de transporte electronico del reticulo endoplasmico y
membrana nuclear.-
Ambos sistemas de membranas intracelulares contienen los
citocromos P450 y b5 que pueden oxidar 4&cidos grasos
insaturados. De hecho, los citocromos P450 (término usado para
un ndmero muy elevado de proteinas con grupos hemo,
ampliamente distribuidas entre los seres vivos) son los mas
poderosos oxidantes in vivo, aunque también pueden actuar como
agentes reductores. Son monooxigenasas que actlan activando el
oxigeno molecular a especies electrofilicas de oxigeno (bien
radicales, o bien generadoras a su vez de radicales) que pueden ser

liberada en la célula. 7,

D. Peroxisomas.-
Los peroxisomas son potentes fuentes celulares de produccion de
peroxido de hidrégeno debido a su alta concentracion en oxidasas,
ninguna de las cuales utiliza el super6xido como precursor del
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mismo. Entre estas enzimas estdn incluidas la D-aminoécido
oxidasa, urato oxidasa, L-a-hidroxidcido oxidasa y acilgraso-
coenzima A oxidasa. La catalasa peroxisomal es la enzima que
metaboliza la mayor parte del peroxido de hidrégeno generado por

las oxidasas de los peroxisomas. *".

E. Membrana plasmatica.-
Los radicales libres generados extracelularmente deben cruzar la
membrana plasmatica antes de reaccionar con otros componentes
celulares y, por tanto, pueden iniciar reacciones toxicas en la
misma. Los &cidos grasos insaturados presentes en la membrana y
las proteinas transmembrana que tienen aminoacidos oxidables
son susceptibles de ser alterados por los radicales libres. Estas
reacciones alteran las propiedades de las membranas de tal modo
gue cambian su fluidez, aumentan la permeabilidad de la
membrana, disminuyen el potencial de membrana, hacen perder
las funciones secretoras e inhiben los procesos metabdlicos
celulares, todo ello provocado por la peroxidacion lipidica, o la

oxidacién de importantes protefnas estructurales "),

La enzima NAD(P)H-oxidasa presente en la membrana plasmatica
de las células fagociticas, es una importante fuente bioldgica de
produccion de radicales libres, debido a la activacién de los
polimorfonucleares y macrofagos que consumen gran cantidad de
oxigeno, el cual sera transformado en radical superoxido. Estos
radicales libres de oxigeno pueden dafiar a la propia célula que los
origina y a células préximas a los fagocitos estimulados. También
se ha visto que la NADH oxidasa es una importante fuente de

radicales libres en células musculares lisas arteriales y endotelio,
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en las cuales desempefian un papel importante como sefiales

intracelulares. 7.

Cabe destacar la importancia de las enzimas unidas a la membrana
plasmaética, tales como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, en la
produccion de radicales libres fruto del metabolismo de su
producto, el acido araquiddénico, para dar potentes productos

bioldgicos: prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos 7.

F. Enzimas solubles y proteinas.-
Enzimas como Xxantina oxidoreductasa, aldehido oxidasa,
dihidroorotato deshidrogenasa, flavinprotein deshidrogenasa y
triptofano dioxigenasa, generan radicales libres durante su ciclo
catalitico 7.

G. Fagocitos activados.-
Los fagocitos activados (neutrofilos, monocitos, macrofagos,
eosinofilos) poseen diversas enzimas que les permiten generar O2-
e y H202 como uno de los mecanismos para matar

microorganismos 7).

H. Otras enzimas.-
Enzimas citosolicas solubles como la aldehido oxidasa y la 6xido
nitrico sintasa y enzimas unidos a la membrana plasmatica, como
la lipooxigenasa y la cicloooxigenasa, que participan en el
metabolismo del acido araquidénico, generan radicales libres
durante su ciclo de catalisis .
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5. Oxidacion.-

La oxidacion es un cambio quimico en el que un atomo o grupo de atomos pierden
electrones o bien es la reaccion en la que un atomo aumenta su nimero de oxidacion
(REACCIONES DE OXIDACION REDUCCION). Es importante saber que la vida
misma, esta llena de reacciones REDOX sucediendo a cada instante en el interior de
nuestros cuerpos (APRENDE MAS SOBRE OXIDACION Y SUS EFECTOS). (34)

Existen otros procesos oxidativos importantes como lo es la combustion, la
respiracion y la fotosintesis en las plantas, ya que a través de las reacciones que se
Ilevan a cabo en ellos, se genera energia la cual es necesaria para que la vida exista.
Sin embargo, en la respiracion no solo se obtiene energia, también se producen
ciertas sustancias que son dafiinas para el organismo. Estas sustancias dafiinas son
especies reactivas del oxigeno (EROs), es decir, son radicales libres o promueven la
formacion de los mismos. Es por esto que los radicales libres oxidan a las moléculas
vecinas para asi adquirir un equilibrio quimico. Pero esas moléculas vecinas, al
momento de ser oxidadas por los radicales libres, se convierten en especies
radicalarias que van en busca de electrones de otras moléculas vecinas y es asi como
se genera una reaccion en cadena capaz de destruir estructuras bioldgicas

importantes. Y
6. Estrés Oxidativo.-

El Estrés Oxidativo se define como la exposicion de la materia viva a diversas
fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias
o factores prooxidantes y los mecanismo antioxidantes encargados de eliminar
dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento
exagerado de la produccion de especies reactivas de oxigeno. Todo esto trae como
consecuencia alteraciones de la relacion estructura — funcion en cualquier 6rgano,

sistema o grupo celular. ©9.
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6.1. Patologia del Estrés Oxidativo.-
La accion de los radicales libres viene determinada, por una parte, por su
reactividad quimica, y por otra parte, por la disponibilidad de un sustrato
susceptible en la vecindad de donde se produce el radical libre. La acumulacion
de compuestos alterados por el resultado de la reaccion del radical libre es a
menudo la explicacion de efectos a largo plazo, los cuales son dificilmente
demostrables como relacion causa-efecto de la reaccion de los radicales libres,
pero las reacciones de los radicales libres provocan unos productos cuyo efecto

es acumulativo. 9

Los organismos posean unos mecanismos de defensa contra los radicales libres,
los antioxidantes, sustancias que son capaces de retrasar o inhibir la oxidacion
de sustratos oxidables. El balance entre los agentes prooxidantes y antioxidantes
determinara finalmente el estado REDOX, determinando una “homeostasis

REDOX” o estado de equilibrio de las condiciones de oxidacion -reduccion. %

Finalmente, el desequilibrio de este estado REDOX tiene unas consecuencias
bioquimicas de forma que altera ciertas vias de transmision de sefiales cuya
consecuencia es la activacion de mecanismos compensatorios para restablecer la
“homeostasis REDOX”, ¢?

6.1.1. Dafio Oxidativo a las Proteinas.-
Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre todo por el
radical hidroxilo. Dentro de los aminoacidos fisioldgicos, la tirosina, la
fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina son los
que més procesos oxidativos sufren. Esta oxidacion puede dar lugar a un
cambio conformacional de la proteina y, por tanto, a una pérdida o
modificacion de su funcion bioldgica. En condiciones anaerdbicas, los
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radicales libres promueven un entrencruzamiento considerable entre
proteinas, mientras que en presencia de oxigeno los radicales libres

provocan una gran fragmentacion de la cadena peptidica ¢

Otro mecanismo muy importante de oxidacion de proteinas son los
llamados “Sistemas de oxidacion de funcion mixta” o “Sistemas de
oxidacion catalizada por metal”, que poseen como dianas mas comunes
los residuos de arginina, histidina, lisina, prolina y cisteina. Estos
sistemas catalizan una serie de reacciones acopladas, enzimaticas o no,
que implican la reduccion del O2 a H202 y del Fe+3 a Fe+2. La
produccién de H202 y de Fe2+ es la unica funcion que tienen en comdn

los sistemas de oxidacion catalizada de metal. €%

Los sistemas mas relevantes son diversas NADH y NADPH oxidasas,

xantina oxidasa y citocromo P450 reductasas.

En los procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoéacidos como
lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de
modo que el contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear

como un indicador de dafio oxidativo a las mismas %

Otros aminoacidos como histidina, cisteina y metionina, también sufren
dafio oxidativo, pero no forman derivados de tipo carbonilo. El dafio
oxidativo suele ser irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion de

la proteina ¢

Se ha propuesto que la oxidacion de enzimas mediada por radicales libres,
es un paso de marcaje dentro del recambio proteico, lo que se ve
confirmado por ejemplo en para el caso de las hemoproteinas, como la

oxihemoglobina, donde el radical superéxido o el perdxido de hidrégeno
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pueden reaccionar con el hierro para formar metahemoglobina y otros
productos de oxidacién. Otra importante hemoproteina, la catalasa, es

inhibida por el radical superéxido. ¥

6.1.2. Dafio Oxidativo a los Lipidos.-
La accion de los radicales libres de oxigeno sobre los lipidos tiene lugar
fundamentalmente sobre los acidos grasos poliinsaturados, provocando su
peroxidacion. El resultado es la pérdida de la flexibilidad y de las
funciones secretoras, asi como la ruptura de los gradientes iénicos
transmembrana. Los radicales libres que pueden iniciar esta reaccion son:
el radical hidroxilo (HO¢), el peroxido (ROO-), el alcoxilo (ROe) y el

alquilico (Re). €

El proceso de ataque oxidativo a los lipidos, denominado peroxidacion
lipidica (LPO), comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la
cadena alifatica de un acido graso, se desprende un atomo de hidrégeno, y
se forma un radical alquilico. Esta reaccién se produce preferentemente
en los carbonos contiguos a enlaces dobles de los é&cidos grasos
poliinsaturados, ya que los radicales formados se pueden estabilizar por
resonancia con el enlace doble. Este radical centrado en un atomo de
carbono reacciona con el O2 y forma un radical peroxido, R-COOe. Los
radicales peréxido pueden reaccionar con cadenas laterales de otros
acidos grasos poliinsaturados adyacentes, se forma un radical alquilico
(R’-CHe) y un peroxido lipidico (R-COOH), con lo que se propaga la
reaccion en cadena radicalaria. Por lo que un solo ataque por un radical
libre da lugar a la formacion de un gran nimero de productos de
oxidacioén, sobre todo aldehidos como malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxinonenal (HNN), e hidrocarburos de cadena corta como etano y
pentano. Muchos de los aldehidos formados reaccionan rapidamente con

los componentes celulares, con lo que causan mutaciones en el ADN, y
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producen dafios estructurales y funcionales al reaccionar con proteinas.
(€)

La peroxidacion lipidica se considera como un factor muy importante en
el envejecimiento de células aerdbicas. El dafio oxidativo a los lipidos de
membrana constituye, muy probablemente, un factor importante en la

disminucion de la fluidez de las membranas %

6.1.3. Dafio Oxidativo a los Glucidos.-
Los radicales libres atacan a los glucidos de forma distinta. Los monos y
disacaridos resisten la accién de los radicales libres de oxigeno. La
glucosa constituye un captador del radical superdxido, al retenerlo e
impedir su accion sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son
eliminadores del radical hidroxilo. Por ello, se ha observado que diversos

polisacaridos acttian como agentes protectores celulares ¢

El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se trata de
polisacaridos de funcién estructural, ya que los polisacaridos son
despolimerizados por los radicales libres dando lugar a procesos

degenerativos. %

Un caso especial es el del acido hialurénico cuya funcion estructural
reside n mantener la viscosidad del fluido sinovial. La exposicion a
agentes oxidantes (sobre todo radical superoxido) provoca su
fragmentacion, lo que conduce a la desestabilizacion del tejido conectivo
y a la pérdida de viscosidad del fluido sinovial, como es el caso de la
artritis reumatoide (Greenwald y Moy, 1980; Grootveld y cols, 1991). Se
ha observado que la superdxido dismutasa es capaz de proteger frente a la
despolimerizacion del acido hialurénico, en el liquido sinovial. ©. Los

proteoglicanos estan sujetos a rotura oxidativa de forma similar ©.
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Se ha observado una relacion directa entre los radicales libres y el estrés
oxidativo en la diabetes mellitus, una enfermedad inicialmente
caracterizada por una pérdida en la homeostasis de la glucosa, asi como
también, con las complicaciones diabéticas. Se postula que una anormal
regulacion en el metabolismo de los perdxidos y los metales de transicion
colabora en el establecimiento de la enfermedad, asi como en las

complicaciones que aparecen a largo plazo %,

6.1.4. Daflo Oxidativo al DNA.-
El DNA también es susceptible de dafio oxidativo en todos sus
componentes. Se sabe que el oxigeno es capaz de adicionarse a las bases
o al azicar del ADN formandose radical peroxil. Las posteriores
reacciones de estas especies radicalarias en el DNA dan lugar a un gran
nimero de productos. %

El nimero de bases modificadas diferentes encontradas en el ADN tras un
ataque oxidativo, supera la veintena. La alteracion de este tipo que se
observa con mas frecuencia es la 8-hidroxi-2' deoxiguanosina (8oxodG).
Su importancia reside en su poder mutagénico ya que durante la
replicacion producira transversiones T por C. El dafio oxidativo asociado
a proteinas y al DNA no deben ser considerados de manera
independiente. La acumulacion de formas inactivas de enzimas
reparadores puede aumentar la acumulacion de dafio oxidativo en el
DNA, por lo que se pueden potenciar uno a otro. Cuando la replicacion
del DNA dafado tiene lugar antes de la reparacion o cuando un DNA
dafiado se repara de manera incorrecta, tiene lugar una mutacion. Por ello
las lesiones oxidativas al DNA parecen estar implicadas no so6lo en el
envejecimiento celular, sino también en la patogénesis de las
enfermedades asociadas a la edad avanzada. EI DNA dafiado es reparado

por enzimas que cortan la parte afectada, que es entonces excretada por la
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orina. Puesto que las enzimas reparadoras no llegan a eliminar todas las
lesiones se acumulan, con lo que el nimero de mutaciones aumenta con la
edad 7.

7. Los Estresores Exdgenos.-

Los EROs (Especies Reactivas de Oxigeno) no solo generan por la respiracion.
Existen miles de sustancias toxicas en el ambiente que son fuente de radicales libres,
por ejemplo, cuando el organismo se somete a la exposicion de radiaciones UV, la
contaminacion ambiental, el exceso de ejercicio, ciertos farmacos, como el
acetaminofeno, y el humo del cigarrillo, entre otros, son algunos de estresores

ex6genos a los que estamos expuestos ¢,

El ejercicio puede agotar la fuente de antioxidantes de los mudsculos y, algunas veces,
de otros oOrganos, ya que incrementa el proceso oxidativo del cuerpo debido al
requerimiento energético que se requiere. Esta energia es el ATP, para formar ATP,
se requiere oxigeno, y esto al final resulta en una produccién de especies reactivas

del oxigeno ®V
Existen otros factores que alteran la concentracion de los antioxidantes en los tejidos,
estos son, entre otros, el dafio por quemaduras o cirugias, asi como por choque

séptico y traumatismos. %

La intoxicacion por metales, las infecciones bacterianas y virales, influyendo el VIH,

asf como el alcohol pueden generar estrés oxidativo ¢
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8. Antioxidantes.-

Son sustancias que cuando estdn presentes retardan o inhiben la oxidacion de

sustratos susceptibles al ataque de las EROs.

e._-e-~e.\Antioxidante

e' -eg-

electron

e7se"

Radical Libre

FIGURA N° 1.4: Antioxidantes estabilizan los radicales libres.

Los antioxidantes que se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos
alimentos pueden bloquear parte de este dafio debido a que estabilizan los radicales
libres. (Fig.: 1.4). Son sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacion
causada por los radicales libres, actuando algunos a nivel intracelular y otros en la
membrana de las células, siempre en conjunto para proteger a los diferentes 6rganos
y sistemas. (RADICALES LIBRES Y ANTIOXIDANTES)

El organismo posee una serie de sistemas de naturaleza enzimatica y no enzimatica
disefiados para protegerse de la accion de los radicales libres por él generados: se
denominan antioxidantes. Halliwell en 1995 definid antioxidante como “cualquier

sustancia que, cuando esta presente en bajas concentraciones comparado con el
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sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidacién de este
sustrato” (16). Existen diferentes tipos de antioxidantes:

8.1. Antioxidantes Enddgenos.-
Los Antioxidantes Enddgenos previenen la formacion de nuevas especies de
radicales libres. Estos antioxidantes acttan por conversion de los radicales libres
existentes en moléculas menos dafinas, o impidiendo su formacién desde otras
moléculas. Dentro de este grupo se incluye a la superoxido dismutasa, la
glutation peroxidasa, la catalasa y las proteinas ligadoras de metales (ferritina y
ceruloplasmina) que limitan la disponibilidad de hierro necesario para la

formacion del radical OHe 7

8.2. Antioxidantes Exogenos.-
Los Antioxidantes Exdgenos son protectores no enzimaticos o captadores de
radicales libres que intervienen cuando hay superproduccion de radicales libres
y los sistemas enzimaticos estan desbordados, previniendo asi las reacciones en
cadena. Se incluye el glutation, la vitamina E, vitamina C, Alopurinol,
bilirrubina y albtimina "

Exo6genos Enddgenos Cofactores

Vitamina E Glutation Cobre

Vitamina C Coenzima Q Zinc

Betacaroteno Acido Tidctico Manganeso
Enzima:

Superéxidodismutasa
Flavonoides (SOD) Hierro
Catalasa

Glutation peroxidasa

Licopeno Selenio

Tabla N° 1.1: Clasificacion de los antioxidantes.
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9. Alopurinol.-

A nivel mundial los estudios basicamente sefialan el efecto del Alopurinol en
patologias asociadas con dafios cardiovascular, con hipertension, con
hipercolesterolemia, hiperuricemia y como tratamiento de uveitis a nivel

experimental.

La Xantina oxidasa una enzima que normalmente esta presente en el endotelio y que
cataliza la degradacion de hipoxantina a acido Urico, se caracteriza por producir,
como bioproductos del metabolismo normal, gran cantidad superoxidos, peroxido de
hidrogeno y radicales hidroxilo, lo cual incrementa el dafio endotelial en el paciente
diabético, permitiendo la presencia de complicaciones. Esta enzima es inhibida por
el Alopurinol evitando, de esta forma, la produccion de radicales libres asociados
con el dafio endotelial que genera el desarrollo de complicaciones en el paciente con

diabetes mellitus. @©).

9.1. Composicion Quimica.-

FIGURA N° 1.5: CsH4N4O: 1H-Pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ol [315-30-0].
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9.2. Caracteres generales.-
Polvo blanco o casi blanco, muy poco soluble en agua y en alcohol,
practicamente insoluble en éter y cloroformo. Soluble en soluciones diluidas de

hidréxidos alcalinos. ®

Peso Molecular: 136. 1

9.3. Propiedades Farmacoldgicas.-

A.  Mecanismo de Accién.-
El alopurinol actta sobre el catabolismo de las purinas sin modificar
su biosintesis. Reduce la produccion de acido drico al inhibir las
reacciones bioguimicas que conducen a su formacion. El alopurinol es
un analogo estructural de la base pdrica natural hipoxantina y actla
como un inhibidor de la xantina-oxidasa, la enzima responsable de la
conversion de hipoxantina a xantina y de xantina a acido Urico el
producto final de catabolismo de las purinas en el hombre. En
consecuencia. Ejerce una accién inhibidora de la produccion de
radicales libres al impedir el paso de hipoxantina a xantina y anion

superoxido. 49

El alopurinol es metabolizado al oxipurinol que también es un

inhibidor de la xantina oxidasa. “*

Se ha comprobado que la reutilizacién de la xantina y de la
hipoxantina para la sintesis de los nucledtidos y de los acidos
nucleicos se mejora cuando sus oxidaciones son inhibidas por al
alopurinol y oxiapurinol. Esta reutilizacion no afecta el normal
anabolismo de los acidos nucleicos. Como resultado de la inhibicion
de la xantina oxidasa, en los pacientes tratados con alopurinol se han
detectado unos niveles de xantina + hipoxantina de 0.3 a 0.4 mg/dl en
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comparacion con los niveles normales de aproximadamente 0.15
mg/dl. El valor méximo detectado, de 0.9 mg/dl de estas oxipurinas
después de dosis muy altas de alopurinol estdn muy por encima de la

saturacion (> 7 mg/d1). @

El aclaramiento renal de la hipoxantina y de la xantina es unas 10
veces mayor que el del &cido urico. Los niveles urinarios mas
elevados de estos compuestos no estan acompariados por problemas
de nefrolitiasis. Solo ha habido tres informes de casos de formacion de
cristales por xantinas: en dos casos se trataba de pacientes con el
sindrome de Lesh-Nyhan (caracterizado por una produccion excesiva
de é&cido Urico por la carencia de la hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa. Esta enzima es necesaria para la conversién de
la hipoxantina, la xantina y la guanina a sus respectivos nucleotidos).
El tercer caso era un paciente con un linfosarcoma en el que se
producian grandes cantidades de acido urico por la lisis de las células

durante la quimioterapia.

En el higado se ha observado que, durante la isquemia-reperfusion, el
alopurinol, ademas de su accion inhibidora sobre los radicales libres,
produce un aumento en la sintesis de proteinas sin alterar la
concentracion de los nucleotidos energéticos. Tampoco interfiere con
los valores hepaticos de glutation durante la reperfusién. El efecto
beneficioso del alopurinol en la isquemia-reperfusion hepaética,
mediado por los radicales libres, también ha quedado demostrado por

técnicas de quimioluminiscencia.
B. Farmacocinética:

El alopurinol se absorbe en un 90% en el tracto digestivo. Los niveles

plasmaticos son maximos aproximadamente a las 1.5 y -4.5 horas para
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el alopurinol y el oxipurinol, respectivamente. Después de una dosis
Unica de 300 mg los niveles maximos alcanzados son de 3 g/ml de
alopurinol y de 6.5 g/ml de oxipurinol. Aproximadamente el 20% del

alopurinol ingerido se excreta en las heces.

Debido a su répida oxidacion a oxipurinol y a un aclaramiento renal
igual a su filtraciobn glomerular, la vida media plasmatica del
alopurinol es de 1.5 horas. El oxipurinol tiene una semivida mas larga
(unas 15 horas). Mientras que el alopurinol es eliminado por filtracion
glomerular, el oxipurinol se reabsorbe por los tdbulos renales de una
forma similar a como lo hace el acido Urico. El aclaramiento del
oxipurinol es aumentado por los farmacos uricosdricos y, en
consecuencia, la asociacion de un uricosurico al alopurinol reduce los
efectos de este sobre la xantina oxidasa y aumenta la excrecion de

acido Grico en la orina. ®©

En la préctica clinica el efecto neto de una asociacion de alopurinol
con un agente uricosurico puede ser beneficiosa en algunos pacientes
siempre y cuando no exceda la capacidad funcional renal para
eliminar el &cido Urico. La hiperuricemia puede ser primaria, como en
la gota, o secundaria a una condicion grave como la leucemia,
policitemia vera, mieloma maultiple o psoriasis. También puede
producirse durante los tratamientos con diuréticos, dialisis renal,
lesiones renales o dietas salvajes. La hiperuricemia asintomatica no es

una indicacion para el tratamiento con alopurinol. ¢®

C. Indicaciones Terapéuticas.-
Se utiliza para reducir las concentraciones de urato en los liquidos
corporales y/o en la orina para prevenir o eliminar los depositos de

acido urico y uratos, asi como para el tratamiento de las principales
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manifestaciones clinicas de depdsito de é&cido drico. Estas
manifestaciones son artritis gotosa, tofos cutaneos y afeccion renal

con deposito de cristales o formacién de célculos. (16)

Dichas manifestaciones se producen en:

- Artritis gotosa crénica primaria o secundaria. Gota idiopatica.
(CAF DIGEMID)

- Profilaxis y tratamiento de hiperuricemia (secundaria a discrasias
sanguineas o lisis de tumores provocados por quimioterapia.
Litiasis por acido trico. (CAF DIGEMID)

- Nefropatia inducida por &cido urico. (CAF DIGEMID)

- Enfermedad neoplasica y mielo proliferativa con alta frecuencia de
recambio celular, en las que se producen altos niveles de urato,
tanto espontaneamente como después de un tratamiento citotoxico.
(CAF DIGEMID)

- Alteraciones enzimaticas que llevan a la sobreproduccion de urato,
que incluyen: Hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa,
incluyendo el sindrome de Lesch-Nyhan. Glucosa-6-fosfatasa,
incluyendo enfermedad de almacenamiento de glucdgeno.
Fosforribosilpirofosfato sintetasa. Fosforribosilpirofosfato
amidotransferasa. Adenina fosforribosiltransferasa. Glutation
reductasa. Glutamato deshidrogenasa.

- Para el tratamiento de los célculos renales de 2-hidroxiadenina,
relacionados con una actividad deficiente de adenina
fosforribosiltransferasa.

- Para el tratamiento de litiasis renal mixta recurrente de oxalato
calcico, en presencia de hiperuricosuria, cuando han fallado
medidas tales como la dieta, ingesta de liquidos u otras medidas
terapéuticas.
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9.4. Reacciones Adversas.-

La incidencia es mayor en presencia de alteracion renal y/o hepética.

A. Reacciones cutaneas.-
Son las mas comunes y pueden aparecer en cualquier momento del
tratamiento. Estas reacciones pueden ser prurito, maculo-pépulas, a
veces aparece descamacion, otras veces aparicion de lesiones
purpuricas, raramente, exfoliacién. El tratamiento con alopurinol

debera interrumpirse si se producen tales reacciones.

B. Hipersensibilidad generalizada.-
Raramente se han producido reacciones cutaneas asociadas con
exfoliacion, fiebre, linfadenopatia, artralgia y/o eosinofilia que se
asemejan al sindrome de Stevens-Johnson y/o al de Lyell. La
vasculitis asociada a alopurinol y la respuesta tisular se pueden
manifestar de formas diversas incluyendo hepatitis, nefritis intersticial
y mas raramente, epilepsia. Cuando se presentan reacciones de
hipersensibilidad generalizadas, por lo general se producen también
una alteracion renal o hepatica particularmente cuando estas

reacciones tienen una consecuencia fatal. ®

C. Linfadenopatia angioinmunoblastica:
Raramente se ha descrito linfadenopatia angioinmunoblastica tras la
biopsia de una linfadenopatia generalizada. Parece ser reversible tras

la interrupcion del tratamiento con alopurinol. ©

D. Hepatitis granulomatosa: Muy raramente se ha descrito la presencia de
hepatitis granulomatosa, sin evidencia obvia de una hipersensibilidad
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mas generalizada. Parece ser reversible tras la interrupcion del

alopurinol. 9

E.  Alteraciones gastrointestinales: Se registraron nauseas y vomitos. Se
pueden evitar tomando el alopurinol tras las comidas. Tanto la
hematemesis recurrente como la ateatorrea han sido consideradas

como efectos adversos muy raros. ©

F. Sangre y sistema linfatico: Existen informes ocasionales de
trombocitopenia, agranulocitosis y anemia aplasica, particularmente en
individuos con la funcion renal alterada remarcando la necesidad de

precaucion especial en este grupo de pacientes. ©

G. Varias: Se ha registrado las siguientes reacciones ocasionalmente:
fiebre, malestar general, astenia, cefalea, vértigo, ataxia, somnolencia,
coma, depresion, paralisis, parestesia, neuropatia, alteraciones
visuales, cataratas, cambios maculares, cambio de gusto, estomatitis,
cambios en los habitos intestinales, infertilidad, impotencia, emision
nocturna, diabetes mellitus, hiperlipemia, forunculosis, alopecia,
decoloracion del cabello, angina, hipertension, bradicardia, edema,

uremia, hematuria y ginecomastia. ¢
9.5. Interacciones Farmacologicas.-

A. 6 - Mercaptopurinay Azatioprina.-
Cuando se administran por via oral concomitantemente con alopurinol,
solo se debe administrar la cuarta parte de la dosis de 6 —
Mercaptopurina o Azatioprina, ya que la inhibicion de la xantina
oxidasa prolongara su actividad. ©
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B.  Arabinosido de adenina.-
La semivida plasmética de arabinosido de adenina aumenta en
presencia de alopurinol. Vigilar mas, para reconocer los efectos

téxicos aumentados. ©

C. Salicilatoa y agentes uricosaricos.-
Oxipurinol, principal metabolito de alopurinol y activo por si mismo,
se excreta por via renal de forma similar a los uratos. Por ello, los
farmacos con actividad uricostrica como probenocid, o dosis altas de
salicilatos, pueden acelerar la excrecion de oxipurinol. Esto puede

disminuir la actividad terapéutica de alopurinol. ©

D.  Clorpropamida.-
Si se administra alopurinol concomitantemente con clorpropamida
cuando la funcion renal es escasa, puede haber un riesgo aumentado de

actividad hipoglucémica prolongada. ©

E.  Anticoagulante cumarinicos.-
No hay evidencia de interacciones. Sin embargo, todos los pacientes
que estén en tratamiento con anticoagulantes se deberan controlar

cuidadosamente. ©

F. Fenitoina.-
Alopurinol puede inhibir la oxidacién hepética de fenitoina, pero no se

ha demostrado la significacién clinica de esto. ©

G. Teofilina.-
Se ha reportado inhibicion de metabolismo de la teofilina, debido a

que la xantina oxidasa interviene en su biotranformacion. Los niveles
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de teofilina deberian ser monitoreados en los pacientes que comienzan

o incrementan la terapia con alopurinol. ©

H.  Ciclosporina.-
Los reportes sugieren que las concentraciones plasmaticas
ciclosporina, pueden ser incrementados durante el tratamiento
combinado con alopurinol. La posibilidad de la toxicidad con la co-

administracion debera ser considerada. ©

l. Ciclosfamida, Doxorrubicina, Bleomicina.-
Se ha reportado entre los pacientes con enfermedad neoplasica (con
excepcion de leucemia), un aumento en la funcion de la supresion de
la médula 6sea, causado por la ciclofosfamida y otros agentes
citotoxicos, en presencia de alopurinol. Sin embargo, en estudio
controlado con pacientes tratados con ciclofosfamida, doxorrubicina y
bleomicina, el alopurinol con provoco un aumento en la reaccién

toxica de estos agentes.

J. Ampicilina, Amoxicilina.-
El incremento en la frecuencia de rash cutaneo ha sido reportado en
pacientes que reciben ampicilina o amoxicilina concomitantemente
con alopurinol, comparado con pacientes que reciben esta
combinaciéon. La causa que reporta esta asociacion no ha sido
establecida, por lo tanto se recomienda la utilizacién de un antibiotico
alternativo a la ampicilina o a la amoxicilina en agquellos pacientes que

reciban alopurinol. ©
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10. Diabetes.-

Disfuncion Endotelial y Diabetes.-

La diabetes tipo 2 estd aumentando rapidamente en el mundo. El riesgo
cardiovascular asociado a la diabetes comienza afios antes de su diagnoéstico. Se
postula que, tanto la diabetes como la aterotrombosis, tienen un nexo etiopatégénico
comuan23 que se iniciaria por incremento del estrés oxidativo intracelular, seguido de
activacion de células inflamatorias24. Dichos cambios producirian disfuncion de las
células B del pancreas y resistencia a la insulina en individuos mas predispuestos
genéticamente y, de forma paralela, el estrés oxidativo generara disfuncién

endotelial sistémica. ©

Se ha observado que la disfunciéon de las células  ocurre tras exposicion a niveles
elevados de glucemia y acidos grasos libres, especialmente en fase postprandial.
Recientemente se ha demostrado que concentraciones elevadas de glucosa aumentan
los radicales libres intramitocondriales, disminuyendo la primera fase de la secrecién
de insulina, al menos en parte, a través de la supresion de actividad del enzima
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Los &cidos grasos libres aumentan
asimismo, la generacion de radicales libres y, junto a niveles elevados de glucosa,
producen a largo plazo dafio pancreatico. Las células B son muy sensibles al estrés
oxidativo por su bajo contenido en enzimas antioxidantes. El estrés oxidativo
modifica directamente el fenotipo en las células endoteliales incrementando la
expresion génica de citocinas proinflamatorias y moléculas de adhesion,
introduciendo el concepto etiopatogénico de inflamacion crénica de bajo grado30, la
cual también contribuye al mecanismo patogénico de resistencia a la insulina y

aparicion de la diabetes mellitus tipo 2. ©
La hiperglucemia intracelular puede ocasionar disfuncion endotelial a través de varios

mecanismos: en primer lugar, por incremento de la sintesis de sorbitol y fructosa por

accion de la aldosa reductasa y sorbitol deshidrogenasa, procesos acompafiados de
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oxidacion de NADPH a NADP+ y reduccion de NAD+ a NADH37. Se produce también
alteracion de las vias de sefializacion intracelular, como activacion de la protein cinasa C
y sus mdltiples consecuencias: sintesis de VEGF, disminucion de la actividad de la
sintetasa de NO o aumento de endotelina-1, e inhibicion de la fosforilacion de la
proteina cinasa akt, y con ello disminucion de la disponibilidad de NO. En tercer lugar,
se produce aumento de hexosamina-6-fosfato y, secundariamente, N-acetilglucosamina,
con el consiguiente aumento de actividad del factor de transcripcion SP-1, que aumenta
la expresion del inhibidor del activador del plasminégeno- 1 (PAI-1) y factor

transformador de crecimiento p1(TGE- B 1) ©
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

1.1. Tipo de Estudio.-
El presente estudio es de tipo experimental y de tipo Prospectiva

1.2. Lugar de Experimentacion.-
El presente Trabajo de Investigacion se realizo en el Bioterio y en los Laboratorios
H-103, H104 de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Cat6lica
Santa Maria de Arequipa, en los cuales se realizo la preparacion de los reactivos a

utilizar.

Los registros de vasodilatacion se realizaron empleando una Microcamara para
6rgano aislado en el Centro de Investigacion y Desarrollo Cientifico (CIDEC) de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de San Agustin.

1.3. Muestra Bioldgica.-
Como animales de experimentacion se utilizaron 20 ratas albinas de ambos sexos,
de la especie Wistar, raza Rattus Novergicus, de 280 + 20g de peso, provenientes
del Bioterio de la UCSM; las cuales fueron mantenidas en condiciones adecuadas,

permitiéndoseles libre acceso al agua y a la comida.

1.4. Unidades de Estudio.-
Las unidades de estudio estara constituida por anillos aislados de aorta toracica de
ratas normoglicemicas y con hiperglicemia aguda las cuales seran distribuidos

aleatoriamente segun el protocolo de estudio.
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1.5. Diagrama de Flujo de Disefio Experimental.-

UNIDADES EXPERIMENTALES

!

Acondicionamiento
— > 20 RATAS
Alimentario
Sacrificio
80 Anillos

Normoglicémicos

adrticos normales

Viabilidad
\
Determinacion Vasoconstriccion Noradrenalina
de Patron Vasodilatacion Acetilcolina

Anillos Adrticos

Incubacion | | S Incubacion
Glucosa 5,5 mM Glucosa 45 mM
/ / \ / \
Respuesta Incubacién Incubacion Respuesta Incubacidn Incubacién
Vasodilatadora: Alopurinol Hipoxantina + Vasodilatadora: Alopurinol Hipoxantina +
- Noradrenalina. Xantina Oxidasa - Noradrenalina. Xantina Oxidasa
-3 dosis de -3 dosis de
Acetilcolina Acetilcolina
Respuesta Respuesta
Vasodilatadora: Maxima Vasodilatadora: Maxima
- Noradrenalina. Contraccion: - Noradrenalina. Contraccion:
-3 dosis de -3 dosis de
Acetilcolina 1 Dosis de Acetilcolina 1 Dosis de
Noradrenalina Noradrenalina
Incubacion Incubacion
Alopurinol Alopurinol

FIGURA N° 2.1:Diagrama de Flujo del Disefio Experimental
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1. MATERIALES Y REACTIVOS.-

1.1. Material de Vidrio.-
- Matraz kitasato de 500ml
- Probetas graduadas 10ml
- Pipetas pasteur

- Vasos precipitados de 50ml,100ml

1.2. Equipos.-
- Balanza analitica: Sartorius Verke, serie 241.
- Agitador magnético/plancha térmica marca Lab-Line
- pHmetro digital marca Meter
- Osmémetro marca Somete
- Tensiémetro marca Citizen para registrar PAS y PAD y FC
- Cémara de organos aislados para anillos de aorta, termorregulado
mediante circuito de agua externo.
- Baldn de oxigeno
- Poligrafo Marca Grass Instrument. De 10 canales
- Transductor isométrico Marca Grass Inst.

1.3. Reactivos.-

- Norepinefrina, 489350. L — (-) — Norepinephrine — (+) — bitartrate,
Noradrenalina. 100mg. MERCK.

- Acetilcolina, 841870. Acetilcolina yoduro. 25 g. MERCK.

- Glucosa, 1281608. D — (+) — Glucose solution. 100g/L in H20, sterile —
filtered, BioXtra, suitable for cell culture. SIGMA — ALDRICH.

- Xantino oxidasa, X4376 SIGMA. Xanthine Oxidase from bovine milk.
Lyophilized powder, 0,4 — 1,0 units/mg protein. SIGMA — ALDRICH.

- Hipoxantina, H9377 SIGMA. 6 — Hydroxypurine. Hypoxanthine >
99.0%. SIGMA — ALDRICH.
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- Alopurinol, Frasco por 5,25g. A 8003 SIGMA.

- Solucion Krebs-Henseleit (KH); conteniendo en mM: NaCl 119, KCI
4,7, KH,PO, 1,18, MgSO, 7H20 1,17, CaCl, 2,5, NaHCO3; 25, D-
glucosa 5,5y EDTA 0,026).

2. METODOS.-

2.1. Técnica de obtencion de los anillos adrticos de ratas.-
Para la obtencion de los anillos, se sacrificaron los animales mediante contusion
cervical, por ser su muerte sUbita y por consiguiente menos traumatica. Un
segmento de aorta tordcica fue rapidamente removido y cuidadosamente
disecado en una capsula petri conteniendo solucion Krebs-Henseleit (KH) a
4°C. Se procedio luego a su limpieza cuidadosa, eliminando la adventicia y el
tejido conectivo periadrtico para proceder a seccionarla en anillos de 4,0 £
0,05mm de longitud, mediante una guillotina maltiple disefiada para tal fin,

extrayéndose al final 4 anillos de cada segmento.

2.2. Insercidn de los anillos aislados en la camara de érganos aislados.-

Uno a uno, los anillos fueron insertados dentro del pozo de la camara de 6rganos
aislados para su estudio, sujetandolos entre dos ganchos de acero inoxidable.
Uno de ellos, fijo a manera de poste en el borde interno de la camara y el otro,
constituido por el extremo terminal de un transductor de tension conectado a un
poligrafo Grass con su aguja inscriptora. Se llen6 el pozo de la cdmara con 30ml
de KH mantenida con burbujeo continuo de una mezcla carbogena de gases
(95% de O, mas 5% de CO,). La temperatura de la solucion en la camara fue de
37,0 £ 0,5°C, gracias al empleo de un termociclador con circulaciéon de agua
continua. A continuacién se dejo reposar la preparacion durante 40 minutos
aproximadamente, esperando su estabilizacion para lo cual se cambi6 hasta en 3
oportunidades la solucion Krebs-Henseleit (KH).
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Una vez estabilizada la preparacion, lo cual se conoce porque deja de oscilar la
aguja registradora del poligrafo, se procedié a administrar al bafio de la cAmara

de o6rganos aislados, las drogas en estudio tal y como se resefia en el protocolo.

Tanto las contracciones como las relajaciones inducidas en los anillos adrticos,
se expresan en porcentaje con respecto a la maxima contraccion obtenida con la
solucion de norepinefrina (100%), La relajacion obtenida con la mayor dosis de

acetilcolina servira de patron comparativo.

2.3. Protocolo de administracion de los farmacos en estudio.-

A.  Para obtener la respuesta patron de vasoconstriccion, se afiadio al bafio
una solucion de norepinefrina 5uM obteniéndose en cada anillo
normoglucémico, su maxima respuesta considerandola arbitrariamente
como del 100%.

B. Seguidamente, una vez que Se mantiene estable la maxima
contraccion, se administrd al bafio tres dosis crecientes de acetilcolina
para evaluar el efecto dosis respuesta. Las tres soluciones (107, 10°y
10° M) de ACh se administraron una a continuacién de la otra

manteniendo un intervalo de 5 min entre ellas.

C. A los porcentajes de relajacion obtenidos con cada dosis de ACh
respecto a la maxima contraccion (100%), se los considerd para

efectos comparativos, como las respuestas patron.

D.  Terminado el protocolo, se extrae el anillo de los soportes de la
camara, previo lavado por 15 minutos con solucion KH, se procedi6 a
incubarlo ya sea en una solucion con glucosa normal (5,5mM) o en
una solucién suprafisioldgica de glucosa (45mM). Esta ultima con la
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finalidad de conseguir anillos con hiperglucemia aguda que simula un
estado de diabetes mellitus.

2.4. Obtencion de la respuesta con dosis suprafisiolégica de glucosa.-
Obtenidos los patrones de relajacion, se procedio a repetir todo el procedimiento
anterior con los anillos de aorta torécica incubados durante 4 horas en ambas
soluciones de glucosa (5,5mM y 45mM). Para lo cual, se extrajo el anillo del
medio de incubacion y se lo insertd en la cdmara de dérgano repitiendose los

pasos 1y 2 anteriores.

2.5. Efecto del tratamiento antioxidante del alopurinol sobre el deterioro de la
vasodilatacion de anillos de aorta aislados con hiperglucemia aguda.-
Una vez obtenida las respuestas de cada anillo a las tres dosis de ACh, se extrajo
el anillo de los soportes y se los somete a una segunda incubacién
sumergiéndolos en un medio conteniendo alopurinol 10*M durante 20 minutos.
Cumplido el tiempo, se vuelve a instalar el anillo en la camara de 6rganos

repitiéndose nuevamente los pasos 1y 2 del protocolo.

Era de esperar que con cada anillo se lograra llevar a cabo todos los pasos
anteriores. Sin embargo, ello no fue posible completamente por lo que algunos

anillos solo permitieron realizar algunos pasos.

Tanto la NA como la ACh fueron disueltas en agua destilada. Las soluciones se
prepararon con la molalidad adecuada, considerando su dilucién en la solucion
presente en la cdmara de tal manera, que por cada 100pul que se agreg6 al bafio
al disolverse en los 750l de KH, se obtenga la concentracion molar sefialada en

el protocolo.
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2.6. Efecto sobre el incremento de radicales libres (accion antioxidante) del
alopurinol observada a través de la vasocontraccion inducida con NA.-
Un grupo de anillos una vez obtenida su contraccién patron y su relajacion con
las tres dosis de ACh, fueron expuestos (incubados) en un medio donde se
estaban generando radicales libres de oxigeno resultado de la oxidacion
enzimaética del sustrato hypoxantina convirtiéndose a acido urico por accién de

la xantina oxidasa ambos presentes en el medio de incubacion.

Para tal fin, se instalé en los soportes de la cdmara de 6rganos aislados, anillos
preincubados con hypoxantina y xantina oxidasa procediéndose luego a
inducirles vasocontraccién con  NA 10-°M. Una vez obtenida la maxima
respuesta, se los extrajo de la camara y se los incub6é en una solucion de
alopurinol 10*M durante 20 minutos. Procediéndose al cabo del tiempo a repetir

la induccién de vasocontraccion con NA.

Para el procedimiento anterior, primero se incuba los anillos con la solucién de
hypoxantina 10™*M, luego de transcurridos 10 min se afiade al medio 0,1U/ml de

xantina oxidasa.

Las soluciones de hypoxantina y de alopurinol son previamente alcalinizadas

para su conservacion con una solucion 0,5N de NaCl.

2.7. Andlisis Estadistico.-
Para la evaluacion de los efectos se realizaron empleando el paquete estadistico
SigmatStat para Windows version 2.03 (SPSS Inc.)

Se calcularon los siguientes estadigrafos:
- T de Students para hallar la diferencia entre dos medias independientes
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- Para el efecto del tratamiento se realizard el Analisis de Varianza
Simple (ANDEVA).
- La Prueba de Tukey permitira determinar la efectividad del tratamiento

en el tiempo.

Las diferencias se consideraron como:
- No significativas p>0,05
- Significativas p<0,05

- Altamente significativas p<0,01
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CAPITULO I

RESULTADOS

La presente seccidn presenta los resultados experimentales de los diferentes grupos de
trabajo bajo las diversas condiciones estudiadas. Tanto las tablas cono los gréficos se
estructuraron en base a las frecuencias individuales encontradas para cada dosis de

acetilcolina.

Cada una de las tablas presenta para cada tiempo, el valor en porcentaje, después de
haber promediado tres (3) respuestas, el efecto vasoconstrictor o vasodilatador. Asi
mismo, se incluye el analisis estadistico respectivo con el grado de significancia
encontrada, resultado del test de especificidad de Tukey modificado, ajustandose todos
los datos a un valor de probabilidad igual o mayor del 99%.

El CUADRO N° 3.1 con su respectiva figura (FIGURA N° 3.1), nos muestra los
patrones obtenidos tanto para la contraccién (100%) con la solucion de noradrenalina
5uM vy los patrones normales de relajacion con 3 dosis crecientes de acetilcolina sobre

los anillos de aorta aislada de rata a traves del tiempo.

Haciendo el analisis del CUADRO N° 3.1Y FIGURA 3.1, observamos que la
contraccion méaxima se alcanz6 a partir del minuto 3,5 por lo que 30 segundos después,
se afiadio al bafio de 6rganos la 1ra dosis de ACh (0,1uM) observandose una relajacion
aproximadamente del 15%. Con la 2da dosis aplicada al minuto 5,5 con 30 seg, se
obtuvo una relajacion del orden del 33% mientras, con la 3ra dosis (10uM de ACh) la

relajacion fue del 81%.

Estos valores de relajacion serviran de patron para compararlos con los resultados
obtenidos con la incubacion con alopurinol en las FIGURAS: 3.2, 3.3y 3.4.
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CUADRO N° 3.1.-

Obtencion del patrén de contraccion y relajacion fisioldgicos de anillos adrticos
de ratas normales (Grupo Control) en respuesta a la administracion de

noradrenalina (1uM) y acetilcolina (0,1uM, 1uM, 10uM) respectivamente.

Tiempo(min) 0 05 1 15 2 25 3 35 55 85 10 12 135

Noradrenalina 0 52,2 79,4 83,6 94,3 98,7 98,0 100.0 98.5 99.9 99,7 99.8 99.5
+ ES 0O 54 47 65 68 59 56 61 64 58 72 67 64

Dosis de
1,0uM
acetilcolina
10uM ANDEVA

Acetilcolina |100* 88,6 88,2 85,0 68,9 66,3 652 51,3 24,3 18,7 19,5| P<0,01*
+ ES 61 72 66 75 68 59 47 38 31 18|11

- Los resultados se expresan como porcentaje (Media + error estandar, ES).

- Se consider6 como del 100% a la maxima contraccion desarrollada por el
masculo liso de los anillos adrticos normotensos en respuesta a la solucion de
noradrenalina.

- Las flechas indican el momento de la administracion de cada dosis de acetilcolina.

- Se aplicé analisis de varianza (ANDEVA) y el test de especificidad de Tukey
modificado para determinar las diferencias significativas con una exigencia del
99%.

- n, tamafio de la muestra (6 anillos).
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FIGURA 3.1

Obtencion del patron de contraccion y relajacion fisioldgicos de anillos adrticos
de ratas normales (Grupo Control) en respuesta a la administracion de

noradrenalina (1uM) y acetilcolina (0,1uM, 1uM, 10uM) respectivamente.
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CUADRO N° 3.2.-

Respuesta vasoactiva de anillos aislados de aorta toracica de ratas
normoglicémicas preincubadas con 5,5y 45mM de glucosa a dosis crecientes de

acetilcolina (0,1 pM, 1,0 uM y 10puM).

Concentracion de
5,5mM 45mM Prueba t
ACh
0,1uM 16.7 11,7
P<0,05
X+ ES +15 +1,7
1,0uM 38.4 32,8
P<0,05
X+ ES +272 + 3,6
10uM 82,3 394
P<0,01
X+ ES +4 % +3,9
N 5 5

Los promedios se expresan en porcentaje de relajacion + el error estandar (ES).
Las concentraciones de acetilcolina (ACh) se afiadieron a los anillos previamente
contraidos al 100% con noradrenalina.

Se compararon las medias con la prueba t de Student para datos pareados, con una
exigencia del 99%

n, tamarfio de la muestra

ns, no significativo
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FIGURA 3.2

Respuesta vasoactiva de anillos aislados de aorta toracica de ratas normoglicémicas
preincubadas con 5,5 y 45mM de glucosa a dosis crecientes de acetilcolina (0,1 puM,
1,0 uM y 10pM.

[Glucosa] en el medio de incubacién

5,omM 45mM

% de Relajacion

-100
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CUADRO N° 3.3.-

Efecto del tratamiento con alopurinol sobre la respuesta vasoactiva de ratas con
hiperglucemia aguda (preincubadas con 5,5y 45mM de glucosa) a tres dosis

crecientes de acetilcolina (0,1 pM, 1,0 uM y 10pM).

Concentracion
5,5Mm 45mM Prueba t
de ACh
0,1uM 19.4 11,9
P<0,05
X+ ES +1.2 +0,9
1,0uM 41.6 38,5
P<0,05
X+ ES +3,0 +2,3
10uM 83,7 69,7
P<0,01
X+ ES +3,6 +4.8
N 5 5

Los promedios se expresan en porcentaje de relajacion + el error estandar (ES).
Las concentraciones de acetilcolina (ACh) se afiadieron a los anillos previamente
contraidos al 100% con noradrenalina.

Se compararon las medias con la prueba t de Student para datos pareados, con una
exigencia del 99%

n, tamafo de la muestra

ns, no significativo
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FIGURA 3.3

Efecto del tratamiento con alopurinol sobre la respuesta vasoactiva de ratas con
hiperglucemia aguda (preincubadas con 5,5 y 45mM de glucosa) a tres dosis
crecientes de acetilcolina (0,1 uM, 1,0 uM y 10uM).

[Glucosa ] en el medio de incubacion

5,5mM 45mM

1,0uM

% de Relajacion

-100
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CUADRO N° 3.4.-
Efecto de la administracion de xantina oxidasa en presencia de hipoxantina

sobre la actividad de la musculatura lisa de anillos aislados de aorta toracica de

ratas preincubadas con 5,5y 45mM de glucosa.

5,5mM 45mM Prueba t
Xantina oxidasa
20,8 29,6
0,1U/ml P<0,05
e +19
Xt ES
Xantina oxidasa
) 11,7 24.5
+ alopurinol P=0,05
+1,1 +3,2
Xzt ES
N 5 5

Los promedios se expresan en porcentaje de contraccion con respecto a la
noradrenalina (100%) =+ el error estandar (ES).

Tanto la concentracion de hypoxantina como de alopurinol fueron de 10™M

Se compararon las medias con la prueba t de Student para datos pareados, con una
exigencia del 99%

n, tamafo de la muestra

ns, no significativo
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FIGURA 3.4.

Efecto de la administracion de xantina oxidasa en presencia de hipoxantina
sobre la actividad de la musculatura lisa de anillos aislados de aorta toracica de

ratas preincubadas con 5,5 y 45mM de glucosa.
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Por su parte, el CUADRO 3.2 y la FIGURA 3.2 nos muestran los resultados de incubar
previamente los anillos adrticos con una solucion fisioldgica de glucosa (5,5mM) y
luego con una hiperglucémica (45mM) durante 20 minutos. El cuadro con su respectiva
figura demuestran que resultado de la incubacion con la solucién normal de glucosa, los
porcentajes de relajacion obtenida son similares a los encontrados en la figura anterior,

no encontrdndose en consecuencia diferencias significativas entre las dosis.

Pero cuando se incubaron los anillos en la solucién hiperglucemiante, al afiadir al bafio
de o6rganos las soluciones crecientes de acetilcolina, si se manifestd un detrimento en la
relajacion vascular. Las 2 primeras dosis de ACh no lograron relajar la musculatura lisa
de los anillos aérticos en la magnitud que lo hicieron con anillos normales. El porcentaje
de relajacion para las dos primeras dosis descendié significativamente (p<0,05) mientras
que con la dosis mayor de 10uM de ACh afhadida al bafio, la inhibicion de la relajacion
resultado de la incubacion de los anillos en la solucién hiperglicémica fue altamente

significativa con respecto al patrén normal. De 82.3 descendio a 39.4.

El tratamiento con alopurinol como antioxidante, sobre los anillos preincubados con la
solucion  hiperglucémica incrementd la vasodilatacion significativamente en

comparacion con los anillos no tratados con alopurinol.
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DISCUSION

La diabetes mellitus disminuye la relajacion de los vasos sanguineos al ser expuestos a
acetilcolina. De la misma manera, en el presente trabajo hemos demostrado que la
exposicion a elevadas concentraciones de glucosa in vitro, causan en forma selectiva
disminucion de la relajacion dependiente del endotelio. Estos resultados nos llevan a
proponer que la elevada glucosa per se, seria la causa primaria responsable de la
disfuncion endotelial observada en la diabetes mellitus.

El alopurinol, un inhibidor especifico de la xantina oxidasa y a la vez barredor de
radicales libres previno el efecto de la exposicion de los anillos adrticos a altos niveles
de glucosa. Por lo que consideramos que la presencia de radicales libres es la

responsable de la disfuncién inducida por la glucosa.

Varios estudios sefialan que la presencia de radicales libres estarian involucrados en la
patogénesis de la diabetes ya que empleando antioxidantes como la Vit. E, SOD,

catalasa y acido ascérbico, mejora el cuadro diabético. (31)

De otro lado, nuestros resultados también sefialan que los EROs generados por la
xantina oxidasa en presencia de hipoxantina, provocaron vasoconstriccion siendo esta
aun mayor en presencia de altos niveles de glucosa. El hecho que el alopurinol inhiba las
contracciones inducidas por la xantina oxidasa sugiere la participacion de algun
metabolito producto de la reaccion en la contraccion.

El incremento de la vasocontraccion debida al anion superdxido en la condicién de
glucosa elevada podria significar una alteracion de los mecanismos protectores presentes

en las célula que estarian incrementando la susceptibilidad a la injuria oxidativa.

De otro lado, se sabe que la autooxidacion de la glucosa produce radicales libres que
podrian producir una contraccion similar a la observada en el presente trabajo por la

xantina oxidasa.
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De manera similar a la condicién de hiperglucemia aguda, los radicales libres derivados
del oxigeno producidos por la xantina oxidasa causaron inhibicion de la relajacion

inducida por ACh cuando los anillos fueron incubados con glucosa control.

Estos resultados estan de acuerdo con reportes previos que sefialan que los EROs
inactivan a los factores relajantes del endotelio y selectivamente atentan la relajacion

dependiente del endotelio.

Este trabajo también reporta que la relajacion dependiente del endotelio en los vasos

sanguineos diabéticos es mas sensible a la injuria inducida por radicales libre.

Finalmente, sefialaremos que los resultados obtenidos sugieren que la generacion de
radicales libres durante la exposicion a hiperglicemia aguda participan en la alteracion
de la capacidad vasoactiva del endotelio y que por tanto, el estrés oxidativo resultante
puede ser la base por la cual la hiperglicemia induce las complicaciones vasculares

conocidas que ocurren en la diabetes mellitus.

Otros trabajos sefialan incremento de radicales libres en células rojas, plasma y retina de
animales diabéticos asi como en humanos. Lo cual sugiere el empleo de antioxidantes en
el tratamiento de la diabetes mellitus que contrarresten el efecto del alto nivel de glucosa

circulante.

Este estudio confirma que la incubacion de los anillos aodrticos en una solucion
hiperglicémica se manifiesta una disfuncion endotelial persistente similar a los pacientes
diabéticos tipo 1. Al mismo tiempo, la posibilidad de mejorar la funcién endotelial en la
diabetes tipo 1 usando antioxidantes, en particular vitamina C, ha sido confirmada. Sin
embargo, por primera vez, somos capaces de demostrar que el alopurinol normaliza la

glucemia, mejorando la funcién endotelial.

El papel del estrés oxidativo parece ser crucial. Cuando funcién endotelial es aun
alterada después de 12 h de normalizacion de glicemia debido al tratamiento con

alopurinol.
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Nuestros datos confirman que la hiperglicemia induce disfuncién endotelial a través de
la generacion de estrés oxidativo y que la administracion de alopurinol restaura la
funcién endotelial y reduce los radicales libres en plasma normalizando los niveles de
glucosa. Sin embargo, recientemente, han demostrado, en un modelo animal, que es la
reduccion de la glucosa méas importante (por su efecto toxico) que la accion de la
insulina para mejorar la funcidon endotelial. Sugiriendo que una larga exposicion a
niveles altos de glucosa induce una permanente alteracion de las células endoteliales

conduciendo a una disfuncién endotelial permanente.

Nuestros datos sugieren que esta alteracion permanente induce una disfuncion endotelial
a través de la generacién de estres oxidativo la cual se normaliza con la administracion

de vitamina C y con insulina.

Estas evidencias sugieren la existencia de dos diferentes vias para la generacion de
disfuncion endotelial en la diabetes tipo 1: uno directamente relacionado con la
hiperglicemia y otro no. La explicacion de este segundo camino puede ser, por el
momento, s6lo especulativa apuntado recientemente el rol de la hiperglicemia en la
sobre produccion de anién superoxido durante la fosfotilacion oxidativa en la

mitocondria.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

1. Primera.-
La administracion al bafio de las dosis crecientes de acetilcolina producen una

respuesta vasodilatadora que es dependiente de la dosis.

2. Segunda.-
Los anillos aodrticos incubados en la solucion hiperglicémica mostraron un
deterioro en su relajacién en respuesta a las tres dosis de acetilcolina, mostrando

un efecto altamente significativo con la dosis de 10uM.
3. Tercera.-

Son los anillos aorticos tratados con alopurinol, expuestos a hiperglicemia aguda

que recuperan su efecto vasodilatador a las tres dosis de acetilcolina.
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SUGERENCIAS
1. Desarrollar el presente estudio en humanos al confirmar los resultados, de tal
manera recomendar el empleo de antioxidantes como terapia complementaria al

manejo de una Diabetes.

2. Durante el tratamiento de la Diabetes se recomienda que aparte de utilizar un

hipoglucemico, simultdneamente utilizar un antioxidante.
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ANEXOS

Anexo 1

£33 pery | Ministerio Direccion General
"~ [ de Salud de Medicamentos, Insumos y Drogas

CENTRO DE ATENCION FARMACEUTICA
(CAF DIGEMID)

Alopurinol
Tablata 100mg

Rresgo en o sMBArazo equIvalents 3 [a caregoria FOA: C
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(BRrundara 3 dscrasias sanguingas o ISk o2 TUMOIEs [FOWOCRA0E DOr qUIMIcieEa) ¥ nefrooatia
INchciia por acino Onco. {2) Profizs o8 IMass renal por 3cii0 Oico y oeatatn de e,

Doala
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maxmo oo S00mgidla Manisnimisndo, 200 3 300mg {goda lewe) ¢ 400 3 600MYQ VO jgot
mogeradaments severa), 1 vezidia,

Profiizds de hiperuricemia por ferspia anEneoplésica: Inkiliments, 500 3 B00mg/dia WO, comenzar 2 3
3 dias artes de Inidar 13 quiminiamgia o EdoteEpla

Mantenimientn, da acuerdn a determinaciones serioas da 3nido (rica.

Litiasis por acido Orico: 100 3:200mg ©5 3 24 h 6 300mgidla.

Litasis por coslato ciicien: 200 3 300mgidia WO, en UnS © varas tomas. En nsfigensa renal: de
acuano 3 la depuracion de cratining

[mpuracion de
erantining Duosls
{mil/min]
1020 200 mgd
3-10 [100 mgd
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sipsrares & 24 h
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Farmacocingtica

Luago de 3 aominisacon por via oral, alededor de un B0 3 S0%: 58 absorbe 3 nhwel del TEL
Distrimucion amplia en 3 mayona de fuidos y t=idos del organisma; 52 excreta en (3 leche matema Bl
acpuringl v su metstolto {oxipurngi) no 52 unen 3 Proteinas plasmidticas. E5 metabalzadn por 3
¥anina mddasa pringpaiments an & higano 3 si metaboilin acivo copurinol. Su £ es de 1 a3 hcomo
Alopuringl y o 12 3 30 N como oMpunngl, Excrecion principalments rergl, un 10% o 13 oo 58
exncrels COMo alopuringl ¥ aproximadaments o 709 52 eXCfela oMo Cxipunnoi; & Fesin 52 puede
excretar en |as heces. B slopurnel y codpurngl son dalizabies,

Precaucionss

{1) Embarazo; no s¢ han realzacd esUM0S SUECLAN0E QUE JEMUSSTEN prodicmas. Caiegoria oe
Mesgo para & embarazo; C. (2) Lackansia: se excreta en @ leche maleda, sin embango, no 52 han
determinado efectos adversns en & lactame. (3) Pedlalra eshudos realzados no han demosiado
probiemas, su uso debe limitarse a nifios con destrdenss congéniiog del metahodsmo oe 135 purinas o
hipernuricemia secundana a neoplasias o quimioterspla de cancer. (4] Geslalria: no s han demesirado
probiemas, este grupo es mas senslble a los efopins de esle TANTECH, Sa recomienda Justar |3 dosis en
cam0s de Insufickencla renal (5) Insufidiencia renal comegr 35 doss, segin @ depuracin oe
creatining (E) Insuliciencla hepatica: no se han redlzato eshados que demussten |3 necesided de
A\EEr 13 doEls. [7) InsUScencla cardlaca, congesiva, dabetes melis e hiperersion aeria
PrOGUGEN acumulacion ol MElEDoISTO OEpUAND], INCTEMETIandD & Nesg0 ParE ocaSonar SEVERES
reacoiones alengicas, olnos efecine adversos e Insuflcienda renal.
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Hipemsensibiidad d aopuring

Reacclonss advarsas

Frecuentes: dammatits aérgica (rash, ictiosls).

Poco ecusntes: diamea, indigestion, ndusea o wamiin, dolor abdominal, somnolencia, cefaiea,

Far3s: MaSed, WOmMiD, SCAONIS, O0INSS MUSCWEES Y MEDe neuntls pemferca; necrolsis
egidémica bixica (enmjecmicnio, sensibiidad, prurto, escozor, plel e5CaMOG3 o IMEcon ooular),
dematis echilaiva, erfema muliforme, sindome de Stevens-Johnson, discraslas sanguineas,

Incluyengo agramiociosls, anemia, anemia apliska, keucopenis, panciopenia o FombocHopenia:
IRi3sis renal por xanting, Insumdencia rznal aguda.

Tratamlento de sobradosls y de sfecios adversos graves
Meaddas genardes.

Intsraccionss

Medicamentos

Innhiddones ge |3 ECAC Incremento dal fesgo de toxiddad de los IECA, espadamente en Insuflcenda
renal.

Ampiding y amodding. & uso Simuanes con Jopunngl pueds aumentar signifcahamen:s i3
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Clorpropamida: Incrementn del fesgo de hipaglicemia
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Almentos

L3 absorion disminwye con ios almanios. S recomiends administrar despuss o2 las comidas pan
evitar (3 Iniacion gastmintesinal Allemsiones en prushas de laboratnnio Actividad sarca oe fsfatasa
aicaling, corcentracionss séncas de blmubing v actvidad serka de bareaminasa; pusden aumentar
Ios valores fiskingicos/analiicns. Concentracionss de niNtgenn WECo &n sangre § concentradonas
Bericas o2 oreafning: pUSdEn Sumentar os valores Teloitgieos’ analfics.

Almacenamisnto y satablidad
Marntenar por debao de 40°C prefanbiemants enire 15 y 3°C
CONSErVar en envases hemétcos.

Informacion baslca para el paclents

&l primer signo de @sh, SangrE &N 1 onna, Intacion ocular, hinchazon de lablos o boca, discontnuar
medcacion y consuitar Inmedataments 3 50 madica. Maniener una Ingesta adecuada de Niquidos
{minimo 2 Lid) durante [a ferspla para prevenir (3 iiasis renal. Puede ocaslonar somnoienda, en este
360 N0 ealZar aciidades QUe MeqUISTan LN S5Eann oS Sama, oMo Mansjar veniouics.
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