*

A Universidad

Ny deValparaiso
CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS
INSTITUTO DE FISIOLOGIA
LABORATORIO DE NEUROQUIMICA Y NEUROFARMACOLOGIA

FACULTAD DE FARMACIA
ESCUELA DE QUIMICA Y FARMACIA

EVALUACION FARMACOLOGICA DE LA ADMINISTRACION DE DERIVADOS
ANFETAMINICOS 4-TIO-SUSTITUIDOS IN VIVO SOBRE EL SISTEMA
CARDIOVASCULAR.

Tesis para optar al titulo de Quimico Farmacéutico

DANIELA CAMILA RABY IBACACHE

Director de Tesis: Dr. Ramén Sotomayor-Zarate
(Universidad de Valparaiso)
Co-director de Tesis: Dr. Miguel Reyes-Parada
(Universidad de Santiago de Chile)

2018



AGRADECIMIENTOS

El desarrollo de esta tesis fue posible gracias al financiamiento de los proyectos

FONDECYT N°116-0398 del Dr. Ramén Sotomayor-Zarate y N°117-0662 del Dr. Miguel

Reyes-Parada.



DEDICATORIA

Dedicado a mis papas Fernando y Marcela, quienes me han guiado e impulsado a lograr
todos mis suefios, a través de la constancia y esfuerzo, a mis hermanos Barbara,
Marcela, Fernando y Paulina, por ser el mejor equipo de apoyo. Ademads, este trabajo

esta dedicado a la memoria de mi abuelo Rainer J. Puvogel Hirsch.



INDICE

INDICE DE IMAGENES Y TABLAS ........cooovvuieiieeeieeeiesseses s sesss s 1
RESUMEN. ..ottt bbb bbb 2
ABSTRACT ...ttt bbbttt bbb bbb bbb bttt ettt 4
1. INTRODUGCCION ......ooomiiiiimriiiesiiiesssiisessessseesessses st 6
1.1 Adiccion y Sistema de 1a RECOMPENSA. .....c.ccueuiiiiiiiiiiiiitss e 6
1.2 Anfetaminay sus derivados SiNtEtiCOS.......cocovriririeieicieiciicii e 8
1.2.1 ANTEEAMINAL ..ottt 8
1.2.2 Derivados ANfetaminiCoS: ..o 10

1.3  Efectos Adversos de Anfetamina y sus Derivados: Efectos Cardiovasculares.. 11

1.4  Efectos Adversos de Derivados Anfetaminicos: Efectos en la temperatura

COMPOTAL ettt bbbttt 12
1.5 Metiltioanfetaming (MTA).....coeieienrereee et 13
3. OBJETIVOS ..ot e e e s e s s s ee e senees 16
3.1 ODbjJetivo GENEIAl.....ooucuiiiiiicie e 16
3.2 ODbjetivos ESPCIfiCOS. ....ciiiiiiirirrirr e 16
4. MATERIALES Y METODOS ........oooiiieieeieeceeeie e sse s sesses s ssesss s sssss s ssssssssassesssnns 17
4.1 F N o110 a1 11T 17
4.2 R Y=T= L f Y70 LR 17
4.3  Procedimientos EXperimentales ...t 18
0 T N 0 11y <1y - PRSP TR 18
4.3.2 Protocolo de Medicion de Presidn Arterial y Frecuencia Cardiaca:.................... 18
4.3.3 SeleCCiOnN de DAtOs: ...ccoveeieiieeseteee ettt 21

4.4  Calculos y Analisis EStadiStiCOS ....coviriririeinieieee e 22
5. RESULTADOS ...ttt ettt et e et et e saeene e bt e st e te e st eneesteentesesaeentaseeneensenne 23

5.1 Frecuencia Cardiaca basal e inducida por MTA, ETA, PTA, MT-But, Anfetamina,
Adrenaling € ISOProterenOl. .....c.cooiiiiiicc e 23



5.2 Presién Arterial Sistdlica y Diastdlica Pre-Salino, Post- Salino, Pre-Droga e
inducida por MTA y derivados 4 y alquil sustituidos, Anfetamina, Adrenalina e
[SOPIOLEIENOL. ..ottt 25

5.3  Presidn Arterial Media (PAM) Pre-Salino, Post- Salino, Pre-Droga e inducida por
MTA, ETA, PTA, MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoproterenol. ..........cccccceeeeeunnnes 28

5.4  Temperatura Corporal Pre-Salino, Post- Salino, Pre-Droga e inducida por MTA,
ETA, PTA, MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoproterenol...........c.ccccoeeinnreeninnnnen. 30

5.5 Comparacién de frecuencia cardiaca inducida por Anfetamina, versus la
administracion de MTA, ETA, PTAy MT-But, en ratas hembras y machos. ................... 32

5.6  Comparacion de la presién arterial sistdlica inducida por Anfetamina versus la
administracion de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But en ratas hembras y
0 T 1 L. 7

5.7  Comparacidn de la presidn arterial diastdlica inducida por Anfetamina versus la
administracion de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But en ratas hembras vy
TNACIOS. c+ ettt e ettt etk ks ettt et 36

5.8  Comparacion de la presion arterial media inducida por Anfetamina versus la
administracion de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But en ratas hembras y

MNACNOS. ¢+ ettt ettt ekt e e bkttt e 38
6. DISCUSION ........coouiiiiimiiiimcreeisee e seses e sess b 40
6.1 Consideraciones metodoldgicas: Temperatura de la cola del animal................. 40

6.2  Consideraciones metodoldgicas: Hidrato de «cloral, depresor del
SiISteMACArdiOVASCUIAN. ..ot e 41

6.3 Efectos sobre la frecuencia cardiaca por la administracion de MTA, ETA, PTA,
MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoprenalina en ratas hembras y machos. ............. 41

6.4 Efectos sobre la presion arterial por la administracion de MTA, ETA, PTA, MT-
But, Anfetamina, Adrenalina e Isoprenalina en ratas hembras y machos. .................... 43

6.5 Relacidon Estructura Actividad de los derivados Anfetaminicos..........ccccccove..... 44

6.6  Efectos sobre la temperatura corporal por la administracion de MTA, ETA, PTA,
MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoprenalina en ratas hembras y machos.
Posible sindrome serotoninérgico. ... 46

7- CONCLUSIONES ...t 48
8. REFERENUCIAS ...ttt ettt st 49



INDICE DE IMAGENES Y TABLAS

Figura 1. Circuito de laRecompensa...............ccccooiiviiiiiiiicnc s 7
Figura 2. Estructuras Derivadas de la Feniletilamina.............c.cccccoonniie, 8
Figura 3. Mecanismo de accién de Anfetamina. ..., 9
Figura 4. Estructuras Derivadas de MTA.................cccooiiiincc 14
Figura 5. Tensidmetro no invasivo CODA™ ... 19
Figura 6. Protocolo y seleccion de datos................ccoooiiiiiiccccc 22

Figura 7. Frecuencia cardiaca basal e inducida por MTA, ETA, PTA, MT-But,
Anfetamina, Adrenalina e isoproterenol. ... 24

Figura 8. Presion arterial Sistélica y Diastélica Pre-Salino, Post- Salino, Pre- Droga e
inducida por MTA y derivados 4 y alquil sustituidos, Anfetamina, Adrenalina e
ISOPFOLEI@NOL. ...ttt 26

Figura 9. Presion Arterial Media (PAM) Pre- Salino, Post- Salino, Pre-Droga e inducida
por MTA, ETA, PTA, MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoprotereno.l............................ 29

Figura 10. Temperatura Corporal Pre- Salino, Post- Salino, Pre- Droga e inducida por
MTA, ETA, PTA, MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoproterenol..................c.c.ccovunne. 31

Figura 11. Comparacién de Frecuencia cardiaca inducida por Anfetamina, versus la
administracion de MTA, ETA, PTA y MT-But, en ratas hembras y machos. ..................... 32

Figura 12. Comparacién de la Presién arterial Sistdlica inducida por Anfetamina versus
la administracion de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But, en ratas hembras y
MACKOS. ... 34

Figura 13. Comparacion de la presion arterial diastélica inducida por Anfetamina
versus la administracién de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But en ratas hembras y

Figura 14. Comparacion de la presién arterial media inducida por Anfetamina versus la
administracién de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But en ratas hembras y machos
............................................................................................................................................. .38



RESUMEN

Farmacos derivados de anfetamina han sido utilizados para el tratamiento de
patologias como la narcolepsia, el déficit atencional con hiperactividad y la obesidad.
Estos farmacos han demostrado ser muy efectivos. Sin embargo, los efectos adversos
que producen, especialmente a nivel cardiovascular, hacen que se descontinde su uso.
Actualmente no se han desarrollado nuevos farmacos derivados anfetaminicos para las
patologias antes mencionadas con un mejor perfil de seguridad, lo que plantea para la
quimica médica un desafio farmacoldgico y terapéutico muy interesante. En este
contexto, nuestro grupo de investigacion se ha propuesto evaluar la actividad
cardiovascular in vivo de una serie homologa de derivados anfetaminicos 4-tio
sustituidos (MTA, ETA y PTA) y de un derivado 4-metiltio sustituido en la cadena
alquilica (Mt-But), utilizando un tensiémetro no invasivo CODA™ para el registro de
parametros cardiovasculares. Nuestros resultados demostraron que la administracion
intraperitoneal de los derivados 4-tio sustituidos producen una activacion cardiaca,
evidenciada como un aumento en frecuencia cardiaca y presidn arterial. Sin embargo,
estos aumentos fueron significativamente menores a los observados con la
administracion de anfetamina y fdrmacos adrenérgicos como adrenalina e isoprenalina.
Cabe sefialar, que MT-But no afectd los pardmetros cardiovasculares antes sefialados.
Nuestros resultados demuestran que derivados anfetaminicos pueden ser disefiados
con un mejor perfil de seguridad cardiovascular. Sin embargo, estudios posteriores

deben ser realizados para demostrar su eficacia a nivel del Sistema Nervioso Central,



especialmente para evaluar si las sustituciones afectan la liberacién de
neurotransmisores dependiente de transportadores de monoaminas o a través de la

inhibicion de rutas metabdlicas de neurotransmisores monoaminérgicos.



ABSTRACT

Amphetamine derivative drugs have been used for the treatment of pathologies like
narcolepsy, attentional deficit with hyperactivity and obesity. These drugs have
demonstrated to be very effective. Nevertheless, the adverse effects that they
produce, especially on the cardiovascular level, make their used to be terminated.
Actually, new drugs amphetaminic derivatives haven’t been developed to treat the
pathologies mentioned with a great safety profile, which is a very big pharmacological
and therapeutic challenge for the medical chemistry and also very interesting. In this
context, our investigation group have proposed to evaluate the cardiovascular activity
in vivo of the homologue series of amphetaminic derivatives 4-thio substituted (MTA,
ETA y PTA) and one derivative 4-methyl thio substituted in the alkylic chain (MT-but),
using a non-invasive tensiometer CODA™ for the recording of the cardiovascular
parameters. Our results showed that the intraperitoneal administration of
the amphetaminic derivatives 4-thio substituted produced a cardiac activation,
evidenced as an increase in cardiac frequency and arterial pressure. However, this
increases were significantly minor to the ones observed with the administration of
amphetamine and adrenergic drugs like adrenaline and isoprelin. MT-But did not affect
the cardiovascular parameters mentioned before. Our results demonstrate that
amphetaminic derivatives can be designed with a better cardiovascular safety profile.
Nonetheless, posterior studies should be made to demonstrate its efficacy at central

nervous system level, especially to evaluate if this substitutions affect the



neurotransmitter release depending on the monoamine transporters or through the

inhibition of metabolic pathways of monoaminergic neurotransmitters.



1. INTRODUCCION

1.1 Adiccion y Sistema de la Recompensa.

La adiccion o dependencia es un cuadro clinico patoldgico, caracterizado por una
compulsidn por buscar y tomar la sustancia adictiva, perdiendo el limite en la ingesta de
la droga, y donde se presenta un estado emocional negativo (disforia, ansiedad e
irritabilidad), durante periodos de abstinencia [1-3]. Las drogas de abuso producen
refuerzos positivos o negativos. Los primeros se manifiestan por una sensacidon de
tension o excitacion antes de cometer el acto impulsivo (consumir la sustancia adictiva)
y obtener placer, mientras que los refuerzos negativos se presentan como un estado
de estrés y ansiedad, por no tener la droga a disposicion, provocando trastornos
compulsivos [2, 4] . La transicién a la adiccién desde el uso recreacional de drogas de
abuso, implica cambios en la neuroplasticidad cerebral, producto de un consumo
repetitivo de la droga, determinando asi la tolerancia y el sindrome de abstinencia.
Dicho sindrome consiste en elementos motivacionales claves como la irritabilidad
cronica, el dolor emocional, el malestar general, la pérdida de la motivacion, entre
otros sintomas [1, 4, 5] . En este contexto, el “craving” o avidez corresponde a los
deseos urgentes por buscar y obtener la droga, llevando asi a una recaida en el
consumo [2].

A nivel neurofisiolégico esta plasticidad observada en el proceso adictivo involucra
varias dreas cerebrales, en donde neurotransmisores como la dopamina (DA) y el

glutamato (GLU), participan en el fortalecimiento o debilitamiento de las sinapsis del



circuito de la recompensa [6]. El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico o circuito
de la recompensa, es el circuito neuroanatédmino responsable de la percepcidn final del
placer [7] frente a diversos estimulos, tales como la ingesta de alimentos, liquidos y el
sexo, entre otros [8-10]. Neuroquimicamente los recompensantes naturales y las
drogas de abuso producen liberacién de DA en el Nicleo Accumbens (NAcc) y en la
corteza prefrontal [1, 5]. La liberacién de DA en estas dreas estd regulada por
interneuronas GABAérgicas del area tegmental ventral (VTA), que en ausencia de
estimulos recompensantes inhiben la liberacién de DA. Por otro lado, el fortalecimiento
sinaptico inducido por las drogas de abuso en NAcc se ha asociado a la insercion de
receptores AMPA y NMDA para GLU, a través de la activacion de receptores

dopaminérgicos que llevan a la activacion del factor transcripcional CREB [11].

Figura 1. Circuito de la Recompensa. Figura tomada de Morikawa y cols. [12]

@®=¢ Dopamine @ GABA

@~¢ Glutamate Norepinephrine



1.2 Anfetamina y sus derivados sintéticos.

1.2.1 Anfetamina: Su nombre IUPAC corresponde a 1-fenilpropan-2-amina, pero su D.C.I.
de anfetamina deriva del acrénimo en inglés “a-methyl-phenethyl-amine”. Los
derivados anfetaminicos pertenece a un conjunto de compuestos que comparten como
estructura base un anillo fenilo, unido mediante una cadena lateral de 2 carbonos a un

grupo amino (Fig.2).

Figura 2. Estructuras Derivadas de la Feniletilamina [13].

NH, HaC
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La anfetamina como tal es considerada una droga psicoestimulante, que produce la
liberacion de monoaminas, como DA, Noradrenalina (NA) y Serotonina (5-HT),
favoreciendo una estimulacion generalizada del Sistema Nervioso Central (SNC), que se
caracteriza por euforia, aumento de la actividad locomotora y supresion del apetito
[13]- Gran parte de estos efectos se producen a través del aumento de los niveles de

DA en el espacio extracelular, mediante los posibles 3 mecanismos siguientes [14]:



e Sustrato del transportador de DA (DAT), por lo que inhibe de manera
competitiva la recaptura presinaptica de este neurotransmisor.

e Facilita el movimiento de DA hacia el citoplasma axonal mediante el
transportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT-2).

e Promueve el transporte reverso mediado por DAT de DA en la hendidura
sinaptica, independiente de la liberacién vesicular inducida por el potencial de

accion.

Figura 3. Mecanismo de acciéon de Anfetamina.
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Figura 3: Figura tomada de Torres G. y cols [15]. Mecanismo de anfetamina (Amph) en neuronas
dopaminérgicas, noradrenérgicas y serotoninérgicas.

Los efectos recompensantes de esta droga estan asociados al aumento de los niveles
extracelulares de DAy la prolongacién de la sefializacion dopaminérgica en dreas como
el cuerpo estriado dorsolateral y ventral [14]. Terapéuticamente, la anfetamina fue

comercializada como descongestionante nasal en 1932, pero actualmente es utilizada
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en el tratamiento del sindrome de déficit atencional con hiperactividad (TDAH), en el
tratamiento de la narcolepsia y como coadyuvante en el tratamiento de la obesidad
[16]. Sin embargo, debido al estado de euforia excesivo y el alto potencial de
dependencia que produce, su uso se ha limitado en el dltimo tiempo, a pesar de que es

un farmaco altamente efectivo.

1.2.2 Derivados Anfetaminicos: Actualmente se ha descrito una gran cantidad de
derivados anfetaminicos sintéticos, donde sus actividades farmacoldgicas dependen de
su patrdn de sustitucidon. Por ejemplo, anfetaminas sustituidas en la posicién 4 del anillo
aromatico, poseen una potente actividad serotoninérgica (entactégena) [17, 18] y
menos actividad psicoestimulante que la anfetamina, debido principalmente a su
menor potencia dopaminérgica [19]. En este sentido, los derivados anfetaminicos han
sido clasificados en 3 grupos dependiendo de su relacién estructura actividad y sus
efectos farmacoldgicos:

e Psicoestimulantes: Derivados anfetaminicos caracterizados por una potente
liberacion de DA y en menor grado de 5-HT. Estructuralmente corresponden a
compuestos sin sustitucion del anillo aromatico y la anfetamina es el compuesto
caracteristico de este grupo.

e Entactégenos/Empatégenos: El compuesto caracteristico de este grupo es el 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA), el cual produce una mayor liberacion de 5-

HT que DA. Algunas de estas drogas entactdgenas son aquellas mono
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sustituidas en la posicion 4 del anillo aromatico, como por ejemplo 4-
metiltioanfetamina (MTA).

e Alucinégenos: Estos compuestos se caracterizan por presentar una tri-
sustitucion en el anillo aromético. Un derivado anfetaminico prototipo de este
grupo es el 2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina (DOM), el cual no produce liberacién

de 5-HT ni de DA, pero actia como agonista de los receptores 5-HT.a/c.

1.3 Efectos Adversos de Anfetamina y sus Derivados: Efectos Cardiovasculares.

El uso de anfetaminas psicoestimulantes, como la propia anfetamina, metanfetamina y
otros derivados se ha relacionado con efectos adversos a nivel del sistema
cardiovascular, siendo estos efectos dependientes de la cronicidad en su uso y de las
dosis empleadas. Estas manifestaciones sintomatoldgicas se relacionan principalmente
con la activacion del Sistema Nervioso Autondmico, especialmente de su rama
Simpatica [20, 21]. Este efecto simpaticomimético se produce principalmente por el
aumento de los niveles extracelulares de NA producidos por la inhibicion del
transportador presinaptico para este neurotransmisor (NET). Los efectos producidos
por el aumento de los niveles extracelulares de NA son el aumento de la frecuencia
cardiaca (palpitaciones y arritmias), aumento de la fuerza de contraccién cardiovascular
y vasoconstriccion, que en su conjunto llevan a un aumento del gasto cardiaco y por
ende a un aumento de la presién arterial (hipertension) [13, 22]. La hipertension

sostenida en el uso crénico de anfetaminas, llevaria a hipertrofia cardiaca, sindrome
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coronario agudo e incluso muerte stbita [22]. Se estima que el principal mecanismo del
dafio a nivel cardiovascular producido por psicoestimulantes son los cambios
vasoespdasticos e isquémicos que llevan a dafio directo sobre los miocitos por el exceso
de liberacion de catecolaminas enddgenas, especialmente de NA [17]. En este
contexto, dexfenfluramina y sibutramina, derivados anfetaminicos utilizados como
farmacos anorexigenos, fueron retirados del mercado porque en estudios de Fase 4
demostraron producir eventos cardiovasculares graves como fibrosis isquémica y
valvulopatias, que producen miocardiopatia dilatada [23, 24]. Sin embargo, a través del
disefio racional de nuevos derivados anfetaminicos que reduzcan la aparicién de este
tipo de efectos adversos, se dispondria de herramientas terapéuticas particularmente
eficaces para tratar patologias altamente prevalentes como la obesidad, la narcolepsia

y el TDAH.

1.4 Efectos Adversos de Derivados Anfetaminicos: Efectos en la temperatura

corporal.

Se ha determinado que drogas entactdgenas, como MTA y MDMA producen un
aumento de la temperatura corporal (hipertermia) en ratones, lo que se ha asociado
principalmente a su componente serotoninérgico e interaccidon con receptores 5-HT,, y
secundariamente a través de un aumento de dopamina [25]. Ademads, se ha observado
que a dosis bajas, MTA genera un efecto opuesto al antes mencionado, es decir
produce una disminucion de la temperatura corporal, al igual que lo observado luego

de inyecciones intraperitoneales de dextroanfetamina en ratas [26].
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1.5 Metiltioanfetamina (MTA).

MTA o “flatliner” es un derivado anfetaminico entactégeno (considerada la droga del
abrazo), que posee en su estructura quimica una sustitucién metil-tio en la posicién 4
del anillo aromdtico. MTA cuenta con una potencia serotoninérgica significativamente
mayor que anfetamina, no presentando caracteristicas neurotdxicas como 4-
cloroanfetamina (PCA) o MDMA [17, 18]. Su mecanismo de accién serotoninérgico se
basa en el bloqueo selectivo del trasportador de 5-HT (SERT), junto a una potente
inhibicién de la monoaminooxidasa-A (MAOa) [27]. Sin embargo, también ha sido
caracterizado un efecto dopaminérgico significativo, mediado principalmente por el
bloqueo de DAT [28]. Farmacoldgicamente, el MTA tiene un potencial terapéutico
como antidepresivo. Sin embargo, genera reacciones adversas importantes como la
aparicion del Sindrome Serotoninérgico, caracterizado por nduseas, nistagmo,
hipertermia, sed, temblores, confusién y perdida de la conciencia, entre otros [18]. Por
otro lado, como se menciond anteriormente, la activacion del sistema dopaminérgico
por MTA produce conductas tipo adictivas en animales [28, 29]. A nivel cardiovascular,
se ha demostrado ex-vivo que MTA produce contraccion aortica, mediante un
componente noradrenérgico [29, 30]. Sin embargo, el derivado N,N-dimetilado de MTA
(N,N-dimetil-metiltioanfetamina) no produce contractibilidad adrtica, pero mantiene su
potencial dopaminérgico [28] y serotoninérgico [31]. En este contexto, la bisqueda de
nuevos derivados de MTA que mantengan las propiedades psicoestimulantes y/o

entactdgenas, pero con un mejor perfil de seguridad cardiovascular ha sido el objetivo
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de investigacion de los Drs. Sotomayor-Zarate y Reyes-Parada, durante los ultimos 8
anos. En este sentido, el desarrollo de esta tesis se basé en la evaluacidon de efectos
cardiovasculares in-vivo de una serie homdloga de derivados 4 sustituidos de MTA,
como etil-tioanfetamina (ETA), propil-tioanfetamina (PTA), y del derivado alquil
sustituido de MTA, p-Metiltio-fenil-2-butanamina (MT-But) (ver figura 4). Para cumplir
con este objetivo se utilizé el tensidmetro no invasivo CODA™, el cual permite medir
presion arterial sistdlica, diastdlica, presidn arterial media, frecuencia cardiaca y

temperatura en animales.

Figura 4. Estructuras Derivadas de MTA

NH>
R1
Rz
' Compuesto | Ry | Rz |
(#)-MTA | CHs | CHsS |
C(#)-ETA | CHs | CH:CH,S |
() -PTA | CHs | CH3CHaCH,S |
| |

() -MT-But | CH,CHs | CHsS

Figura 4: Estructuras de derivados de 4-MTA, ETA, PTA y MT-But.
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2. HIPOTESIS

Con los antecedentes antes mencionados la hipdtesis planteada en esta tesis fue
siguiente: “MTA y sus derivados 4 y alquil sustituidos producen una menor activacion
cardiovascular in vivo (presion arterial sistélica, diastélica, presién media y frecuencia
cardiaca), que anfetamina y agonistas adrenérgicos no selectivos (adrenalina e
isoprenalina)”. La racional de esta hipdtesis se basa en estudios previos publicados por
nuestro laboratorio donde se demostrd ex-vivo, que N,N-Dimetil-metiltioanfetamina no

produce contractibilidad aortica en anillos arteriales sin endotelio [29].
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Estudiar los efectos cardiovasculares y sobre la temperatura corporal in vivo
producidos por la administracion aguda de MTA, derivados 4 y alquil sustituidos de

MTA, anfetamina, adrenalina e isoprenalina.

3.2  Objetivos Especificos

e Estudiar los efectos de la administracidn intraperitoneal de MTA, derivados 4 y
alquil sustituidos de MTA, anfetamina, adrenalina e isoprenalina sobre la presion
sistdlica, diastdlica, presidon arterial media y frecuencia cardiaca en ratas
anestesiadas usando el tensiometro no invasivo CODA™ para roedores.

e Estudiar los efectos de la administracidn intraperitoneal de MTA, derivados 4 y
alquil sustituidos de MTA, anfetamina, adrenalina e isoprenalina sobre la
temperatura corporal en ratas anestesiadas usando el tensidmetro no invasivo
CODA™ para roedores con termémetros integrados anal y ambiental.

Cabe senalar que se utilizaron ratas anestesiadas para evitar la activacion enddégena del

Sistema Nervioso Simpdtico (liberacién de NA en érgano efector) que afectaria las

mediciones de presidn arterial y frecuencia cardiaca cada vez que se insufle aire dentro del

manguito puesto en la cola del animal.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley adultas (65 a 70 dias de edad) de ambos sexos que
fueron mantenidas desde la fecha del destete (dia postnatal 21) en una sala de
mantencién para animales del Instituto de Fisiologia con temperatura (22 + 2 °C) y
humedad ambiental (55 + 5 %) controladas, bajo ciclos de luz-oscuridad (12: 12 horas), y
agua y comida ad libitum. Los animales destetados fueron agrupados por sexo y
mantenidos en las condiciones anteriormente sefialadas hasta la fecha del
experimento. Una vez terminado el experimento los animales fueron eutanasiados con
una guillotina para animales menores y los cuerpos almacenados en un refrigerador a -
20°C hasta que la empresa responsable retirara los desechos bioldgicos para
incineracion. En esta investigacidon se hicieron todos los esfuerzos para reducir al
minimo el nimero de animales utilizados y su sufrimiento.

4.2 Reactivos

4-metil-tioanfetamina (MTA), 4-etil-tioanfetamina (ETA), 4-propil-tioanfetamina (PTA),
4-metil-tio-fenil-2-butanamina (Mt-But) todas como clorhidrato fueron sintetizadas por
el Dr. Patricio Iturriaga-Vasquez (Laboratorio de Farmacoquimica, Universidad de la
Frontera) de acuerdo a ruta de sintesis publicada previamente [32]. Anfetamina sulfato
fue adquirida a Laboratorio Chile S.A. (Registro Sanitario ISPCH F-1386/13). Adrenalina e
Isoprenalina (Isoproterenol) clorhidrato fueron adquiridos a Laboratorio Biosano S.A.

(Registros Sanitarios ISPCH F-5477/15 y F-7661/16, respectivamente).
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4.3  Procedimientos Experimentales

4.3.1 Anestesia: Los animales fueron anestesiados de manera profunda, utilizando
Hidrato de cloral (320 mg/kg, i.p.), luego fueron ubicados sobre una manta calefactora,
que se encontraba previamente programada para mantener la temperatura corporal
del animal en 37 + 1°C. Un cuarto de la dosis inicial de Hidrato de Cloral fue administrada
como mantencidon cada 40 minutos para asi mantenerlo anestesiado durante el
transcurso de todo el procedimiento.

4.3.2 Protocolo de Medicidon de Presidn Arterial y Frecuencia Cardiaca: A los animales
previamente anestesiados, se les colocd en la cola 2 cuff de tensidmetro no invasivo
CODA™ (Figura 4), el cual permite medir signos vitales como presion arterial,
frecuencia cardiaca, temperatura corporal, flujo y volumen sanguineo en la cola de
ratas, ratones, jerbos y otros animales pequefos. Utilizando el principio de registro de
presién volumétrica (VPR), el equipo CODA™ realiza de manera automdtica mediciones
multiples y simultaneas de los 6 parametros fisioldgicos antes mencionados. Ademas,
el equipo posee un sistema de registro de temperatura mediante el uso de un
termdmetro rectal y un termdémetro en la manta calefactora que permite regular la
temperatura dptima del animal, para asi evitar una vasoconstriccion a nivel de la cola, lo
cual impide obtener resultados. El equipo CODA™ fue programado para entregar
resultados cada 60 segundos durante todo el procedimiento.

El protocolo de medicidn consistid en registrar datos basales del animal anestesiado

durante 25 minutos; luego se inyectd solucidon salina fisiolégica (1 mL/kg, i.p.) para
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luego tomar registro durante los siguientes 15 minutos. Posteriormente se inyecté por
via i.p. la dosis de mantencidn de la anestesia registrando los parametros vitales
durante 10 minutos. Después de esto, se inyectaron grupos de animales distintos con
las drogas a estudiar en una dosis de 3 mg/kg i.p. para anfetamina, MTA, ETA, PTAy MT-
But, para continuar con el registro de parametros cardiovasculares durante otros 30
minutos. Ademas, se utilizaron como controles positivos adrenalina (un agonista
adrenérgico no selectivo) e isoprenalina (un agonista f adrenérgico) que aumentan la
presidn arterial y frecuencia cardiaca en los animales. Una vez finalizado el protocolo

experimental, el animal fue eutanasiado con una guillotina para animales menores.

Figura 5. Tensiémetro no invasivo CODA™
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Figura 5: Figura de Equipo CODA. A) Animal sobre manta incluida por el equipo, debajo de esta se encuentra
la manta para mantener la temperatura de la cola, ademds se observan ambos CUFFs insertados en la cola
del amina y termdmetro ldser utilizado de forma aleatoria durante el experimento, para evaluar
temperatura de la cola del animal. B) Termémetro rectal ubicado en su posicién adecuada para registrar
temperatura corporal durante todo el procedimiento. C) Animal sobre ambas mantas con amos CUFFs
insertados y termémetro rectal ubicado. D) Se observa animal conectado por ambos CUFFs, termémetro
rectal con comunicacién al equipo, el cual estd programado para entregar registros cada 1 minuto.
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4.3.3 Seleccién de Datos: Fueron considerados para el andlisis estadistico los datos
que se obtuvieron durante los 5 minutos previos a la inyeccidn de la solucién salina
fisiolégica como valores basales pre-salinos. Los valores post-salinos fueron registrados
durante 5 minutos posterior a la inyeccién de solucidn salina fisioldgica. De igual
manera 5 minutos antes de la inyeccion de cada una de las drogas se registraron los
parametros basales pre-droga. Diez minutos post inyeccidn de la droga, se registré
durante 5 minutos los parametros cardiovasculares antes mencionados. Cabe sefalar,
que se decidid esperar 10 minutos antes de registrar los efectos cardiovasculares de las
drogas, ya que considerando la absorcidn y distribucion de las mismas podemos
suponer que se alcanzaron concentraciones plasmaticas efectivas. Esta suposicion se
basd en experimentos donde inyectando por via i.p. MTA y N,N-Dimetil-MTA se observé
un aumento de los niveles extracelulares de DAy 5-HT en SNC (a través de la inhibicién
del DAT) a los 10 min post-inyeccién [28, 31]. Este efecto neuroquimico reflejaria
concentraciones cerebrales activas de las drogas, que se asociarian a concentraciones

plasmaticas efectivas.
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Figura 6. Protocolo y seleccién de datos

HIDRATO DE SALING HIDRATO DE DROGA 0,5 mgKg
F CLORAL 320 mglKg wmglkg CLORAL 120 mg'Kg & ampKE
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Figura 6: Figura de protocolo llevado a cabo con cada animal, junto a la seleccién de datos, siendo esta 5 min
antes de la inyeccién del vehiculo de las drogas (salino), luego 5 min post inyeccion de salino, para luego
seleccionar 5 min previo a la inyeccién de la droga y finalmente contar con 5 registros luego de 10 minutos
posteriores a la inyeccién de la droga, ya que se considera el tiempo de absorcién de la droga en cuestion.

4.4  Calculos y Andlisis Estadisticos

Los resultados fueron expresados como valor promedio * error estandar medio (eem).
La comparacion entre los valores de presidn arterial y frecuencia cardiaca fueron
analizadas por andlisis de varianza de una cola (One-way ANOVA) seguido por un post-
test Fisher’s LSD. Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron con
un intervalo de confianza del 95% (P<0.05). Todos los andlisis estadisticos fueron
realizados con el programa GraphPad Prism® v6.01 (GraphPad Software, San Diego,

CA).
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5. RESULTADOS

5.1 Frecuencia Cardiaca basal e inducida por MTA, ETA, PTA, MT-But, Anfetamina,
Adrenalina e Isoproterenol.
La frecuencia cardiaca pre-salino, post-salino, pre-droga y post-droga fueron
registradas cada 1 minuto durante el protocolo experimental comenzando una vez
anestesiado el animal con la dosis de ataque de Hidrato de Cloral. La figura 7 nos
muestra A) Frecuencia Cardiaca Hembras y B) Frecuencia Cardiaca Machos. Los
resultados demuestran un aumento significativo de este pardmetro con la
administracion de MTA, Anfetamina, Adrenalina e Isoproterenol en ratas hembras, no
observandose cambios significativos sobre la frecuencia cardiaca bajo la administracion
de ETA y MT-But. En ratas machos, se observé un aumento significativo de la frecuencia
cardiaca con la administracién MTA, ETA, PTA, Anfetamina, Adrenalina e Isoproterenol,

sin cambios significativos en la frecuencia cardiaca con la administracion de MT-But.
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Figura 7.
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Figura 7: Frecuencia Cardiaca Hembras (A) y Frecuencia Cardiaca Machos (B). Los valores representan el
promedio de la Frecuencia Cardiaca obtenida de todos los grupos previo a la administracién de salino,
posterior a la administracién de este, previo a la administracién de cada droga y posterior a la
administracion de ellas, en cada grupo experimental. El andlisis estadistico fue realizado por un One-way
ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales. ( (A) Grupo Pre-salino n = 37,
Grupo Post-Salino n= 37, Grupo Pre-Droga n= 37, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 5,
Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 8, Grupo Adrenadlina (0,5 mg/Kg) n= 5, Grupo
Isoproterenol (0,5 mg/Kg) n= 6, Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Pre
Droga con los Grupos MTA ( [P=0,0404]), Anfetamina ( [P=< 0,0001]), Adrendlina ([P=< 0,0001]), e
Isoproterenol ( [P=< 0,0001] ). (B) Grupo Pre-salino n = 38, Grupo Post-Salino n= 38, Grupo Pre-Droga n= 38,
Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n=6,Grupo PTA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n=
6, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 6, Grupo Adrendlina (0,5 mg/Kg) n= 6, Grupo Isoproterenol (0,5 mg/Kg)
n= 3, Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Pre Droga con los Grupos MTA
([P=< 0,0001]), ETA ([P=0,0462]), PTA ([P=0,0405]), Anfetamina ([P=< 0,0001]), Adrenalina ([P=< 0,0001]) e
Isoproterenol ([P=< 0,0001])).
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5.2 Presion Arterial Sistdlica y Diastdlica Pre-Salino, Post- Salino, Pre-Droga e
inducida por MTA y derivados 4 y alquil sustituidos, Anfetamina, Adrenalina e
Isoproterenol.

La presidn arterial sistdlica y diastdlica pre salino, post- salino, pre-droga y los efectos

inducidos por los derivados de MTA, anfetamina, adrenalina e isoproterenol, fueron

registradas cada 1 minuto durante todo el transcurso del experimento. La figura 8 nos
muestra en los paneles A) Presién Arterial Sistdlica Hembras, B) Presidon Arterial

Diastdlica Hembras, C) Presidn Arterial Sistélica Machos y D) Presidn Arterial Diastdlica

Machos. Los resultados demuestran un aumento significativo en la presion arterial

tanto sistdlica como diastdlica de hembras, producido por la administracion de

anfetamina y adrenalina. Por otro lado, la administracion de MT-But produjo una
disminucion significativa de la presidn arterial diastdlica en hembras. La presidon arterial
sistdlica en ratas machos aumentd significativamente con la administracion de MTA,

ETA, PTA, Anfetamina y Adrenalina, mientras que la administracion de isoproterenol

produjo una disminucién significativa en este parametro. Respecto a la presidon

diastdlica se observé un aumento significativo post-administraciéon de MTA, ETA, PTA,

Anfetamina y Adrenalina en ratas machos. Cabe sefialar que también se observé una

disminucién significativa en la presién diastdlica en ratas machos post-administracion

de Isoproterenol.
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Figura 8.
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Figura 8: Presion Sistélica Hembras (A), Presién Diastdlica Hembras (B), Presion Sistélica Machos (C) y
Presion Diastdlica Machos (D). Los valores representan el promedio de la Presién Sistélica y Presion
Diastdlica de Hembras o Machos obtenidos de todos los grupos previo a la administracién de salino,
posterior a la administracién de este, ademds del promedio obtenido previo a la administracién de cada
droga, considerando asi la dosis de mantencién de anestesia, para finalmente representar el promedio
posterior a la administracién de cada droga, en cada grupo experimental. El andlisis estadistico fue realizado
por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales. (A) Grupo
Pre-salino n = 33, Grupo Post-Salino n= 33, Grupo Pre-Droga n= 33, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3
mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 7, Grupo Adrenalina (0,5 mg/Kg)
n= 5. Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Pre-Droga con los Grupos
Anfetamina ([P=< 0,0001]) y Adrenalina ([P=< 0,0001]). (B) Grupo Pre-salino n = 33, Grupo Post-Salino n= 33,
Grupo Pre-Droga n= 33, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n=5,
Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 7, Grupo Adrendlina (0,5 mg/Kg) n= 5. Observdndose diferencias
estadisticamente significativas entre el Grupo Pre- Droga con los Grupos MT-But ([P=0,0032]), Anfetamina
([P< 0,0001]) y Adrenalina ([P=0,0004]). (C) Grupo Pre-salino n =38, Grupo Post-Salino n= 38, Grupo Pre-
Droga n= 38, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo PTA (3 mg/Kg ) n=5, Grupo MT-But
(3 mg/ Kg) n= 6, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 6, Grupo Adrenalina (0,5 mg/Kg) n= 6, Grupo Isoproterenol
(0,5 mg/Kg) n= 3. Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Pre- Droga con los
Grupos MTA ([P=0,0015]), ETA ([P=0,0013]), PTA ([P=0,0296]), Anfetamina ([P=0,0005]), Adrenalina ([P<
0,0001]) e Isoproterenol ([P< 0,0001]). (D) Grupo Pre-salino n =38, Grupo Post-Salino n= 38, Grupo Pre-
Droga n= 38, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo PTA (3 mg/Kg ) n=5, Grupo MT-But
(3 mg/ Kg) n= 6, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 6, Grupo Adrenalina (0,5 mg/Kg) n= 6, Grupo Isoproterenol
(0,5 mg/Kg) n= 3. Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Pre- Droga con los
Grupos MTA([P=0,0004]), ETA ([P=0,0001]), PTA ([P=0,0195]), Anfetamina([P=0,0052]), Adrendlina ([P<
0,0001]) e Isoproterenol ([P< 0,0001]).
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5.3  Presién Arterial Media (PAM) Pre-Salino, Post- Salino, Pre-Droga e inducida por
MTA, ETA, PTA, MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoproterenol.
La presidn arterial media (PAM) pre-salino, post-salino, pre-droga e inducida por los
derivados de MTA, anfetamina, adrenalina e isoproterenol, fue registrada cada 1
minuto durante el transcurso de todo el experimento. La figura 9 muestra A) Presion
Arterial Media Hembras y B) Presidon Arterial Media Machos. Al respecto se observd un
aumento significativo en la PAM en hembras post-administracion de anfetamina y
adrenalina. De igual manera, se observé un aumento significativo de la PAM en ratas
machos post-administracion de MTA, ETA, PTA, Anfetamina y Adrenalina, y solo se
observé una disminucion significativa en la PAM post-administracion de Isoproterenol

en ratas machos.
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Figura 9.
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Figura 9: Presion Arterial Media Hembras (A) y Presién Arterial Machos(B). Los valores representan el
promedio de la Frecuencia Cardiaca obtenida de todos los grupos previo a la administracién de salino,
posterior a la administracién de este, ademds del promedio obtenido previo a la administracién de cada
droga, considerando asi la dosis de mantencién de anestesia, para finalmente representar el promedio
posterior a la administracién de cada droga, en cada grupo experimental. El andlisis estadistico fue realizado
por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales. ( (A) Grupo
Pre-salino n = 28, Grupo Post-Salino n=28, Grupo Pre-Droga n= 28, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3
mg/Kg) n=5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n=7, Grupo Adrenalina (0,5 mg/Kg)
n= 5, Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Pre Droga con los Anfetamina
( [P< 0,0001]) y Adrenalina ([P=0,0002]). (B) Grupo Pre-salino n = 38, Grupo Post-Salino n= 38, Grupo Pre-
Droga n= 38, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n=6,Grupo PTA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But
(3 mg/ Kg) n= 6, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 6, Grupo Adrenalina (0,5 mg/Kg) n= 6, Grupo Isoproterenol
(0,5 mg/Kg) n= 3, Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Pre Droga con los
Grupos MTA ( [P=0,0005]), ETA ([P=0,0002]), PTA ([P=0,0196]), Anfetamina ([P=0,0017]), Adrenalina ([P<
0,0001]) e Isoproterenol ([P< 0,0001)).
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5.4  Temperatura Corporal Pre-Salino, Post- Salino, Pre-Droga e inducida por MTA,
ETA, PTA, MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoproterenol.
La temperatura corporal pre-salino, post-salino, pre-droga e inducida por los derivados
de MTA, anfetamina, adrenalina e isoproterenol, fue registrada mediante un
termdmetro rectal cada 1 minuto durante el transcurso de todo el experimento. En la
figura 10 se muestra A) Temperatura Corporal en ratas Hembras y B) Temperatura
Corporal en ratas Machos. Al respecto, se observd un aumento significativo en la
temperatura corporal de ratas hembras con la administracion de MTA, MT-But,
Adrenalina e Isoproterenol, y una disminucion significativa con Anfetamina. Por otro
lado, la temperatura corporal en ratas machos aumentd significativamente bajo los
efectos de ETA, Adrenalina e Isoproterenol. Mientras que la administracion de MT-But

produjo una disminucion significativa en este parametro fisiolégico.
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Figura 10.
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Figura 10: Temperatura Corporal Hembras (A) y Temperatura Corporal Machos (B). Los valores representan
el promedio de la Temperatura Corporal obtenida de todos los grupos previo a la administracién de salino,
posterior a la administracién de este, ademds del promedio obtenido previo a la administracién de cada
droga, considerando asi la dosis de mantencién de anestesia, para finalmente representar el promedio
posterior a la administracion de cada droga, en cada grupo experimental. El andlisis estadistico fue realizado
por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales. ( (A) Grupo
Pre-salino n =35, Grupo Post-Salino n=35, Grupo Pre-Droga n= 35, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3
mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n=8, Grupo Adrenalina (0,5 mg/Kg)
n= 5, Isoproterenol (0,5 mg/Kg) n= 6. Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el
Grupo Pre-Droga con los Grupos MTA ([P=< 0,0001]), MT-But ([P=0,0090]), Anfetamina ([P=0,0049]),
Adrenadlina ([P=0,0074]) e Isoproterenol ([P=< 0,0001]). (B) Grupo Pre-salino n = 38, Grupo Post-Salino n=
38, Grupo Pre-Droga n= 38, Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n=6,Grupo PTA (3 mg/Kg) n= 5,
Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 6, Grupo Adrendalina (0,5 mg/Kg) n= 6, Grupo
Isoproterenol (0,5 mg/Kg) n= 2, Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Pre

Droga con los Grupos MTA ( [P=0,0380]), ETA ([P=< 0,0001]), MT-But([P=0,0020]), Adrenalina ([P=<
0,0001]) e Isoproterenol ([P=< 0,0001)).
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5.5 Comparaciéon de frecuencia cardiaca inducida por Anfetamina, versus la
administracion de MTA, ETA, PTA y MT-But, en ratas hembras y machos.

La figura 11. Representa una comparacién tanto de hembras (A) como machos (B) de

los valores promedios obtenidos de frecuencia cardiaca bajo los efectos de la

administracion de Anfetamina versus sus derivados. En esta podemos observar en

hembras (A) y en machos (B) que anfetamina incrementa significativamente la

frecuencia cardiaca respecto a los derivados 4 tio-sustituidos (MTA, ETA y MT-But).

Adicionalmente, en ratas machos se adiciond a la comparacidn la droga PTA.

Figura 11.
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Figura 11: Frecuencia cardiaca hembras (A). Frecuencia cardiaca Machos (B). Los valores representan el
promedio de la frecuencia cardiaca obtenida en todos los grupos experimentales post administracién de las
drogas, para luego realizar una comparacién de Anfetamina, con sus derivados. El andlisis estadistico fue
realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales. (A)
Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3
mg/kg) n= 7. Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Anfetamina con los
Grupos MTA ([P=< 0,0001)), ETA([P=< 0,0001)) y MT-But ([P=< 0,0001)). (B) Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6,
Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 7. Observdndose
diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Anfetamina con los Grupos MTA ([P=< 0,0001)),
ETA ([P=< 0,0001)), PTA ([P=< 0,0001)), MT-But ([P=< 0,0001)).
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5.6  Comparacion de la presion arterial sistélica inducida por Anfetamina versus la
administracion de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But en ratas hembras y
machos.

Se compard los efectos sobre la presidn sistdlica producidos por la administraciéon de

anfetamina versus los derivados 4-tio sustituidos. Como se puede observar en la figura

12 (A) la administracién de anfetamina en ratas hembras aumenta significativamente la

presion sistdlica respecto a MTA, ETA y MT-But. Por otro lado, en la figura 12 (B) solo se

observd en ratas machos un aumento significativo en la presidn arterial sistdlica

inducida por anfetamina respecto a la administracion de MT-But.

A 150~ B 150
%’100- : *l* | | gmo— /




35

Figura 12: Presién sistélica Hembras (A). Presidn sistélica Machos (B). Los valores representan el promedio
de la presidn sistélica obtenida en todos los grupos experimentales post administracién de las drogas, para
luego realizar una comparacién de Anfetamina, con sus derivados. El andlisis estadistico fue realizado por un
One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales. (A) Grupo MTA (3
mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 7.
Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Anfetamina con los Grupos MTA
([P=0,0046]), ETA([P=0,0011]) y MT-But ([P=0,0010]). (B) Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg)
n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 7. Observdndose diferencias
estadisticamente significativas entre el Grupo Anfetamina con el Grupo MT-But ([P=0,0013]).
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5.7  Comparacién de la presion arterial diastdlica inducida por Anfetamina versus la
administracion de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But en ratas hembras y
machos.

Se compard los efectos sobre la presidn diastdlica producidos por la administracion de

anfetamina versus los derivados 4-tio sustituidos. Como se puede observar en la figura

13 (A) la administracién de anfetamina en ratas hembras aumenta significativamente la

presion sistdlica respecto a MTA, ETA y MT-But. Por otro lado y al igual que la figura 12

(B) en ratas machos solo se observd un aumento significativo en la presién arterial

sistdlica inducida por anfetamina respecto a la administraciéon de MT-But (figura 13 (B)).

Figura 13.
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Figura 13: Presién diastdlica Hembras (A). Presion diastélica Machos (B). Los valores representan el
promedio de la presion diastdlica obtenida en todos los grupos experimentales post administracién de las
drogas, para luego realizar una comparacién de Anfetamina, con sus derivados. El andlisis estadistico fue
realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales. (A)
Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3
mg/kg) n= 7. Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Anfetamina con los
Grupos MTA ([P=0,006]), ETA ([P=0,0014]), y MT-But ([P=<0,0001]). (B) Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo
ETA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 7. Observdndose
diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Anfetamina con el Grupo MT-But ([P=0,0004]).
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5.8 Comparacion de la presién arterial media inducida por Anfetamina versus la
administracion de los derivados MTA, ETA, PTA y MT-But en ratas hembras y
machos.

La figura 14 muestra los efectos producidos por la administracion de anfetamina y los

derivados 4 tio sustituidos sobre la presién arterial media (PAM) en ratas hembras y

machos adultas. La figura 14 (A) muestra en ratas hembras que la administracién de

anfetamina aumentd la PAM significativamente respecto a la administracion de MTA,

ETA y MT-But. Mientras que la figura 14 (B) solo mostré un aumento estadisticamente

significativo de anfetamina en ratas machos respecto a MT-But.

Figura 14.
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Figura 13: Presién arterial media (PAM) Hembras (A). Presién arterial media Machos (B). Los valores
representan el promedio de la PAM obtenida en todos los grupos experimentales post administracién de las
drogas, para luego realizar una comparacién de Anfetamina, con sus derivados. El andlisis estadistico fue
realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales. (A)
Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo ETA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3
mg/kg) n= 7. Observdndose diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Anfetamina con los
Grupos MTA ([P=0,0025]), ETA ([P=0,0021]) y MT-But ([P= <0,0001]). (B) Grupo MTA (3 mg/Kg) n= 6, Grupo
ETA (3 mg/Kg) n= 5, Grupo MT-But (3 mg/ Kg) n= 5, Grupo Anfetamina (3 mg/kg) n= 7. Observdndose
diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Anfetamina con el Grupo MT-But ([P=0,0005]).
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6. DISCUSION

6.1  Consideraciones metodolégicas: Temperatura de la cola del animal.

Durante las etapas iniciales de implementacion de la técnica no fue posible obtener
registros constantes, ya que los animales al encontrarse anestesiados tenian una baja
de la temperatura corporal, mediada por la pérdida de calor producida por la ausencia
de actividad del mdusculo esquelético [33]. Por otro lado, la termogénesis no
temblorosa, llevada a cabo por el sistema adrenérgico mediante la activacion de
receptores (3 en grasa parda, estd disminuida por el hidrato de cloral [34]. Como la
temperatura corporal decayd por debajo del limite de sensibilidad del sensor térmico se
colocaron los animales sobre una manta calefactora para mantener una temperatura
corporal adecuada en cada animal. Sin embargo y no menos importante, la cola de los
animales quedaba excluida del area establecida por la manta eléctrica, lo que favorecia
una vasoconstriccion en la cola, dificultando que el equipo lograra hacer los registros
correctamente. Para subsanar este inconveniente, se agregd una segunda manta
calefactora mas grande para cubrir el drea de la cola. Se establecié que la temperatura
dptima para la cola de los animales debia estar dentro de los 30 * 2°C para un adecuado

registro de los parametros cardiovasculares.



41

6.2  Consideraciones metodolégicas: Hidrato de cloral, depresor del sistema
cardiovascular.

El hidrato de cloral es un sedante/anestésico cuyo mecanismo de accién no ha sido
dilucidado. Dentro de sus efectos produce depresion del SNC, del sistema respiratorio y
del sistema cardiovascular, produciéndose en este Ultimo sistema una disminucién de la
frecuencia cardiaca y de la presién arterial del individuo [35] . En nuestros resultados
podemos observar en las figuras 7, 8 y 9 que posterior a la dosis de mantencién de
hidrato de cloral hubo una disminuciéon en los valores de los parametros
cardiovasculares. Por este motivo, para evaluar los efectos de las drogas se considerd
usar los valores de parametros cardiovasculares pre y post-administracion de la dosis
de la droga (ver seccién de metodologia).

6.3 Efectos sobre la frecuencia cardiaca por la administracion de MTA, ETA, PTA,

MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoprenalina en ratas hembras y machos.

Como se pudo observar en la figura 7, hubo una diferencia sexual en los efectos de los
derivados anfetaminicos sobre la frecuencia cardiaca en ratas hembras y machos. En
hembras se observéd una menor reactividad cardiovascular inducida por las drogas,
respecto a ratas machos donde la administracion de MTA, ETA o PTA indujo un
incremento significativo de la frecuencia cardiaca. En cambio, cuando comparamos los
efectos de anfetamina versus los derivados 4 tio sustituidos (Ver figura 11.),
observamos tanto en hembras como en machos cambios significativos en la frecuencia

cardiaca inducida por anfetamina respecto a sus derivados 4 tio sustituidos.
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En la Figura 7 observamos diferencias significativas en los parametros cardiovasculares
producidos por anfetamina, adrenalina e isoproterenol. El uso de estas drogas se basé
en tener controles positivos con drogas conocidas por generar activacion
cardiovascular. En este sentido, adrenalina e isoproterenol generaron efectos
cardiovasculares tanto en ratas hembras como en machos, a través de la activacién del
sistema simpdtico de manera directa (agonismo producido por adrenalina e
isoproterenol) o indirecta (inhibidor de NET por parte de anfetamina). Adrenalina, un
agonista adrenérgico no selectivo, activa receptores [B: que producen un efecto
cronotrépico e inotrépico (+), y receptores o; que favorecen vasoconstriccion
periférica y por ende un aumento de la presion arterial. Mientras que la accidn agonista
B. en musculo esquelético favorece una accidn vasodilatadora que lleva a una baja en la
presion arterial compensatoria a los efectos PBi.. En el caso de isoproterenol, un
agonista B no selectivo, activa al receptor (3; que aumentan la presion arterial y (3, que
favorecen una vasodilatacion arteriolar que disminuye la resistencia vascular, baja la
presion arterial y de manera compensatoria puede llevar a taquicardia [36-40]. Cabe
destacar que las dosis utilizadas entre adrenalina e isoproterenol fueron iguales, pero
esta ultima droga fue mds potente que adrenalina. Discutiremos mds adelante las
diferencias significativas en la presién arterial producidas por la administracion de

adrenalina en los grupos de ratas hembras y machos [37, 41].
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6.4  Efectos sobre la presion arterial por la administracién de MTA, ETA, PTA, MT-
But, Anfetamina, Adrenalina e Isoprenalina en ratas hembras y machos.

Como podemos observar en las figuras 8 y 9 los grupos de ratas hembras fueron menos
susceptibles a la accion de los derivados anfetaminicos sobre Ila activacion
cardiovascular, especificamente sobre el aumento de la presidn arterial sistdlica,
diastdlica y presidn arterial media, las cuales si fueron afectadas significativamente en
ratas machos. Sin embargo, la administracién de anfetamina (droga patrén para este
estudio) si afectd los pardmetros cardiovasculares antes descritos en ratas hembras,
posiblemente por una mayor potencia en la inhibicion de la recaptacion de
monoaminas en el sistema cardiovascular que la producida por los derivados 4 tio
sustituidos. Interesantemente, en machos la administracion de anfetamina y de sus
derivados MTA, ETA y PTA, no fue diferente entre si, y todas indujeron un aumento de
la presidn arterial. En este sentido, en ratas machos la hipdtesis de esta tesis no se
cumple y es interesante evaluar en otros estudios las diferencias sexuales observadas

en respuesta a este tipo de drogas.
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6.5 Relacion  Estructura Actividad de los derivados Anfetaminicos.
Con respecto a los derivados anfetaminicos estudiados en esta tesis, en investigaciones
anteriores se logrd establecer una relacidn estructura-actividad basada en la sustitucion
en posicion 4 o para del anillo aromatico en la estructura feniletilamina [42]. La
sustitucion en esta posicidon otorga a la molécula una mayor selectividad y potencia
inhibitoria contra la enzima mono-aminooxidasa A (MAQO-A), la cual es responsable del
catabolismo de monoaminas como la dopamina, serotonina y noradrenalina.
Farmacoldgicamente, la inhibicion de [a MAO-A, es una propiedad que comparte una
serie de farmacos conocidos como IMAOs, que favorecen el aumento de
neurotransmisores monoaminérgicos, que en drganos periféricos como el corazén
puede llevar al aumento de la frecuencia cardiaca. El aumento de la noradrenalina
inducido por la inhibicién de la MAO, favorece en el corazdn la activacidn de receptores
B: adrenérgicos [38, 39] [36], cuya via de sefializacidn esta asociada a la activacion de la
proteina Gs. Esta activacion lleva a la formacion de AMPc (Adenosin monofosfato
ciclico) por accién de la adenilato ciclasa, a la posterior activacién de PKA (Proteina
quinasa dependiente de AMPc¢), que en miocardio aumenta la fuerza contractil cardiaca
(accion inotrépica) y a cambios en la actividad de los nddulos sinusal y atrio ventricular,
lo que induce un aumento en la frecuencia cardiaca por un efecto cronotrdpico
positivo. A nivel celular, PKA fosforila los canales de Ca* sensibles a voltaje,
incrementando asi la permeabilidad a Ca** que lleva a acelerar la despolarizacién en

fase 0 y en fase 4 del potencial cardiaco [36-38]. En este contexto, parte de los efectos
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sobre los pardmetros cardiovasculares observados con MTA, ETA y PTA, podria estar
dado no solo por su potencial efecto IMAO sino también por un efecto inhibidor de
NET. Sin embargo, otros estudios podrian ser desarrollados para evaluar estos
componentes farmacoldgicos en MTA, ETA'y PTA. MTA es una droga entactégena cuya
actividad IMAO-A ha sido demostrada en investigaciones anteriores y que ademas
genera contraccién aortica in vitro [29, 32]. Por otro lado, la sustitucidn 4-metiltio del
MTA provoca una liberaciéon dual de monoaminas, favoreciendo la liberacion de
dopamina y serotonina [28, 29, 31]. Esto es muy interesante, ya que al incrementar el
tamafo de la sustitucion afectaria la actividad IMAO de la molécula, pero también
podria afectar la liberacion de neurotransmisores. En este sentido ETA, un derivado
anfetaminico etil-tio sustituido, posee una mayor actividad IMAO-A, que MTA [42].
Respecto a PTA, un derivado anfetaminico propil-tio sustituido, podemos observar que
ha sido descrita una gran potencia IMAO, pero aun faltan estudios neuroquimicos para
evaluar su actividad sobre transportadores de neurotransmisores. Por otro lado, MT-
But, mantendria su actividad IMAO, pero dado el etil que posee en el carbono a de la
cadena lateral, es que pierde drasticamente su capacidad liberadora de dopamina, al

compararlo con MTA (Tesis Fabrizzio Guajardo, Datos no publicados).
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6.6 Efectos sobre la temperatura corporal por la administracion de MTA, ETA, PTA,
MT-But, Anfetamina, Adrenalina e Isoprenalina en ratas hembras y machos.
Posible sindrome serotoninérgico.

Como se observa en la figura 10 hubo un efecto dispar sobre la temperatura corporal

producido por las drogas en estudio. Por ejemplo, anfetamina en hembras produjo una

baja significativa en la temperatura corporal. Es posible que este efecto se relacione a

mecanismos inespecificos de la droga o por su interaccidon con receptores para

monoaminas [43]. En este contexto, podemos proponer que anfetamina a través de
sus efectos centrales puede liberar neurotransmisores en hipotalamo anterior, que

activarian esta drea cerebral y generarian de una respuesta termolitica asociada a

vasodilatacién periférica y sudoracion como mecanismos para bajar la temperatura

corporal. Por otro lado, en la figura 10 se observa un aumento significativo de la
temperatura corporal producto de la administracion de isoprenalina y adrenalina. De
acuerdo a la literatura, estos efectos podrian producirse por la accién agonista de
ambos farmacos sobre receptores B3 [38]. Este receptor se encuentra expresado en el
tejido adiposo pardo “grasa parda”, favoreciendo un efecto termogénico no
tembloroso en animales endotermos [33], mediante la activacion de vias de
sefializacion rio abajo del receptor B3 que llevan a un aumento de la actividad de la

adenilato ciclasa, aumento de AMPc, activacidon de PKA, activacion de MAP quinasas y

de P38 [34]. Estas ultimas sefalizaciones favorecen la transcripcién de UCP1 (proteina

desacoplante 1), que produce energia en forma de calor mediante el desacoplamiento
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de la cadena transportadora respiratoria en la sintesis de ATP, ya que al desaparecer el
gradiente de protones genera liberacién de calor [34, 44]. Por medio de este
mecanismo tanto adrenalina e isoproterenol podrian elevar la temperatura corporal
[45].

En el caso de los derivados anfetaminicos como MTA, estos producen un aumento en la
liberacién de serotonina a través de inhibir la recaptura de este neurotransmisor y
consecuente acumulacién extracelular por su actividad IMAO-A [42, 46]. Este aumento
del tono serotoninérgico que seria un mecanismo comun para MTA, ETA y PTA podria
desencadenar un sindrome serotoninérgico caracterizado por hiperreactividad
neuromuscular y autonémica, e hipertermia maligna [47]. Cabe sefalar, que los niveles
plasmaticos de serotonina, no son directamente proporcionales a los sintomas
presentados en la clinica [47], por lo cual solo algunas drogas clasificadas como

entactdgenas pueden provocar este sindrome.
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CONCLUSIONES
La administracidn intraperitoneal de MTA y de sus derivados 4-alquil tio sustituidos
provocan un menor aumento en la frecuencia cardiaca tanto de hembras como de
machos versus la administracién de la droga patrén anfetamina. Por otro lado,
adrenalina e isoproterenol produjeron como era de esperar un aumento de la
frecuencia cardiaca en ratas hembras y machos.
La administracion intraperitoneal de MTA y de sus derivados 4-alquil tio sustituidos
provocan un menor incremento en la presidn arterial sistdlica, diastdlica y presion
arterial media, que la droga patrén anfetamina en ratas hembras y de similar
magnitud en ratas machos. El control positivo adrenalina produjo un aumento de la
presion arterial sistdlica, diastdlica y presion arterial media, mientras que la
administracidon de isoproterenol provocd una disminucion de todos los parametros
antes mencionados.
La administracion intraperitoneal de MTA y derivados 4 alquil tio sustituidos
producen cambios en la temperatura corporal. De igual manera ambas drogas
controles, adrenalina e isoprenalina provocaron un aumento en la temperatura

corporal.
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