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RESUMEN

Efectivamente, se sabe que el tejido aislado puede ser usado
para cbiener informacion acerca del posible mecanismo de agcion de
los fdrmacos asi como de sus receptores as. Esta informacidn puede
s#r valiosa en la definicidn de la accién de los farmaces y en la
designacidn de mids agentes terapeéuticos efectivos en el hombre iz

En este estudio se propone manifestar la utilidad del modelo de
anilleo de aorta para estudiar el efectoc de tres farmacos
vasodilatadores con diferente mecahisme de aceidén sobre la
rezpuesta contrdctil a la adrenalina.

Se establecid la viabilidad y sensibilidad del anillo de acrta a
la adrenalina al obtener respuestas similares en la misma
preparacidn cada var que se esxponia a una concentracidén igual. En
otra parte del protecolo se realizaron curvas dosis respuesta a la
adrenalina, encontrandose una relacidn entre la dosis y el efecto.
Al grificar estos resultados se observa que la respuesta infcial
nos da un efecto muy significative, por lo que se decidid repetir
el experimento adicionandc tres dosis menores a las que se tenian.

Para comprobar la utilidad de este modelo sobre los efectos
vascdilatadores de los firmacos antihipertensivos. se probaron tres
fdrmacos que actuan por diferente mecanismo de accidn a saber el
propranclol, la nifedipina y la nitroglicerina. Los resultados
obtenidos muestran gque el propranol ol la nifedipina y 1la
nitroglicerina presentaron relajacién en las preparaciones aisladas

de misculo liso Canillo de aortad.



1) INTRODUCCION

En la actualidad, 1la hipertenstén arterial es uno de los
padecimientos cardiovasculares que ha adquiride mayer importanczia
3,41, Se sabe que influye importantemente en el desarrollo de las
infecciones aterosclerosas, ¢ se2 acclidentes cerebrovasculares,
Infarto del miocardic y muerte subita no traumatica .

Como faclor de riesgo, la hipertensidn arterial ec uno de los
elementos que tLiene mayor relacidn causal con el procaso
aterosclerose. Hay numerosas prusbas on favor de que la disminucidn
de las cifras tensionales puede disninuir las ccmplic‘acicnes
comunes, c¢omo s& ha vizto en la - insuficiencia renal y los
accidentes cerebrovasculares .

Segun las estadisticas de vida promedio en Mexico, entre 19089 y
1974 el nimero de defunciones anuales por enfermedad hipertensiva
ha sido de 2000 a 2500 per 100,000 habitantes w.

Debido a la alta mortalidad que se obgerva en esta enfermedad,
se hace necesaria la busqueda de nuevos farmacos antihipertensivos,
Los medelos experimentales que se utilizan con este fin son: el
modelo de rata desmedulada y descerebrada, el modelo de
hipertensidn mineralocorticoirde. al moder) o experimental de
hipertensidn renal de Goldblatt de uno y dos rifcnes y el modelo de

anillo de aerta.



2) GENERALIDADES.

Cuando el ventriculo izquierdo se contrae, expulsa sangre hacia
las arterias de la circulacidn general, crea presion que lo impulsa
.por todo el arbol arterial. La regulacion de la presion arterial es
une de los temas mis importantes de la fisiologia de 1la
circulacidn, y la hipertension uno de los transtornos mas comunes

del cuerpo .

Presidn arterial pulsdtil. La presion sanguinea es la fuerza
ojercida por la sangre contra la pared de [0S vases Sanguineos .
En lugar de impulsar un torrente continue, el corazén expulsa un
pequeflo volumen de sangre con cada ldtide. En consecuencia la
presidn se eleva durante la sistole pero disminuye durante la
didstale @,

Hemodinamicamente, la presidn sanguinea refleja la cantidad de
Tangre bombeada. por el corazén (  gasto cardiaco D y 1la

distentibilidad del arbol arterial w.

Regulacidn de la presidn arterial. Bisi te se r dos
Ltipos de mecanismos mutuamente relacionados, para la regulacion de
la presidn arterial: 1) Control nervicoso, &2) Factores humorales,

3> Otros factores.

Control nervioso. Las alteraciones en frecusncia y

contrdctilidad cardiaca. v en el grado de contraccidn de las



celulas de los vastos de resistencla y capacitancia estan gobernados
por l1a actividad de nervios gue conectan el fitstema nervieso
central con la periferica cardiovascular temn.

El flujo simpatico € nervios adrenérgicos 2 a los vasos
sanguineos perifericos se origina en neurcnas localizadas en el
cenlro  vascmotor, L. mayeria de las fibras postganglionares
simpaticas liberan norepinefrina de sus terminales. Dependiendo del
téjido, 12 unidn de norepinefrina a su receptor tiene diferentes
caracteristicas farmacoldgicas. los recept.ores adrenergicos se
dividen en a y f3. En el corazon la norepirefrina liberada se une
principalmente a los receptores adrénergicos, causando un
incremento en la frecuencia cardiaca, velocidad de conduccidn y
contrdctilidad, como consecuencia. el gastio cardiaco se incrementa.
En los vasos sanguihecs arteriales, la estimulacidn simpitica da
como resultado vasoconstriccidn y por le tanto una resistehcia
vascular. Tambien causa constriccion venosa y por o tanto un
incrementeo en la resistencia, Las respuestas constrictoras
arteriolares y <venosas a la estimulac:dn simpiatica y a 1la
norepinefrina ton meciadas predominantemente por la activacidén de

receptores @, @900,

Los barorreceptores. Son terminaciones nerviosas que se
encuentran en las paredes de las arterias cardtidas internas (senos
corotideos) y en las paredes del arco aortico, y =on estimuladasxs

por la distensidn. Los receplores transmiten sus impulsos hasta el



sistema nearvioso central. Cuando la presidn sSanguinhea se
incrementa. los ln.lpulsos barorreceptores inhiben el centro
simpitico del bulbo y excilan el centro vagal. El efecto neta es:
1) wvasodilatacidn en toda la circulaciodn geriferica vy 2>
disminucidn de la frecuenzia cardiaca y la fuerza de contraccicn.
Por lo tanto la excitacidn de los barorreceptores origina por via

refleja aumento de la presidn arterial hacia los valores normales

6.8,

Los quimiorreceptores son células quimicsensibles que se han
descrito en la aorta, las arterias cardtidas, el corazén y los
pulmones., Se estimulan los quimlorreceptores cuande se reduce la
disponibilidad de oxigeno y por el exceso de bidxido de zarbono y
de lones hidrogence que no sSe eliminan per la lentitud del flujo de
la sangre. Las sefiales de los quintorreceptores son transmitidas al
ceniro vasomotor para excitarlo, y este aumenia en forma refleja la

presidn arterial para regresarla a valores normales 3.0,7,00.

Barorreceptor cardiopulmonar. Estos receptares sensibles al
estiramiento ostan localizados en las arterias pulmonares y en las
auriculas. A causa de que la presién sanguinea due prevalece en
®stas partes del sistema circulatorio es baja, estos receptores se
llaman '' receoptores de presidn baja *'. La informacidn aferente de
estos receptores viaja tanto con las fibras vagales como con las

fibras simpiaticas. Ya que ostlos receptores se localizan en la parte



de capacituncia de '‘presidn baja'’ del sistema circulatorio, se
sugiere que estos receptores perciben el grado <de llenade de la
eirculacidn. Algunos estudiox indican que las alteraciones en 1a
actividad del reflejo cardiopulmonar afectan la resistencia renal
vascular y el flu)o sanguineo renal via cambios en la actividad
nerviosa simpati<a renal., Estudios recientes apoyan una influencia
direzta a bajas freczuencias de acstividad del nervio simpatico renal
aferente sobre el proceso de reabsorcion tubular. por lo tanto se
sugiere que el reflejo zardiopulmonar contribuye a la homeostasis

de velumen y a mantener el balance Acido base .o,

Control por factores humorales.

Gldndulas adrenales. La estimulacidn del sistema nervioso
simpatico ¢ SNS 2 provoca no sole la activacieon nerviosa directa
de vasos sanguineos y del corazon; tambien causa la liberaci:on de
spinefrina y norepinefrira por la medula suprarrenal. estas
provocan en el sistema circulatorio escencialmente los mismos

efectos que una estimulacidn simpitica directa =,

Sistema renina angliotensina. E! principal sitio de sintesis y
liberacicn de renina es el aparate yuxtaglomerular en el rindn. En
el plasma la rentna circula primariamente en rorma inactiva,
Algunas enzimas protecliticas tales comoe la tripsina, kalicreina o
pepsina pueden ser capaces de activar a la renina e, La

liberacion de la renina esta gobernada por la actividad nerviosa



simpitica eferente renal via una actividad estimulatoria de
receptorex (»m. La presion transmural en las arterioclas aferentes a
nivel de celulazs vuxtaglomerulares y los guimiorreceptores de la
micul; densa que perciben cambios en la frecuencia, liberacion y
contenide de fluido tubutar. Despues de su liberacion y conversion
4 forma activa. la renina actua sobre la globulina a; del plasma.
el angiotensinsgeno, para producir angiotensina I, la cual
interactua con una enzima convertidora de angicltensina para
proporcionar la angiotensina II, esto ocurre principalmente en
pulmones Yy vasoes Sanguineos perifericos, La angiotensina II
presenta un nunwro de efectlas en el =sistema cardiovaseular y
también facilita la liberacidn de norepinefrina en la unidn
neurocefectora adrenérgica e, ademas actua sobre la corteza
suprarrenal estimulande la sintesis y liberacion de aldosterona
causande un aumento en la retencidn de sodlo vy agua, con aumenhto
del volumen del liquide extracelular ¥y de sangre circulante, lo

cdal incrementa el gasto cardiacao .

Aldosterona. Su papel en la regulacidn de la presidén sanguinea
esta relacionado con los efectos de esta hormona sobre la
reabsorcidn tubular. Los factores primarios qua influyen en la
secrecidn de aldosterona por las cdpsulas suprarenales, incluyen el
nivel de hormona adrenocorticotroépica en el plasma. la
concentracidn de angictensina I1 y la concentracidn de potacio en

ol flutdo extraceiular (.aom.



Hormona antidjurdtica., Los factores que determinan la liberacion
de esta hormona antidiuretica a partir de la neurchipdfisis son el
osmerreceptor hipotaliamee y un control no osmotico, que se sugiere
ocurre via barrorreceptores de alta y baja presion. La informacion
aferente de estas vias es transferida al sixztema nervioso central,
Los dos efectos miz prominentes de la hormona antidureética son que
incrementa la permeabilidad tubular de agua ¥ que causa

vasoconstiriccion to.10.90.

Hormona natriurdtica. La evidencia original para lz existencia
de tal hormona se baso en experimentos en los cuales el volumen del
fluido extracelular en animales fue expandido rdpidamente, en tales
animales pudo =zer aislada una suyustancia circulante contribuyente
dal control de la excresidn urinaria de sodio wae. En estudios
mas recientes algunoxz autores sugieren la ex:stencia de :inhibidores
del transporte enddgeno de =odio wue. Esta sustancia podria tener
un efecto general sobre el transporte activoe de sodio Lnéiuyendo
transporte tubular renal wua.

Otros factores. Factor de Relajacidn del Endotelio CFRDE).
Diversas substancias endégenas producen relajacién arterial
dependiente del andotelio vascular. Este tejido, cuande es
estinulado por tales substancias, libera un compuesto inestable de
corta duracidn el FRDE (factor relajante del endotelicd el cual

difunde y actua sobre el musculo li=o vascular adyacente,



relajindolo, el calcio y el ATP € adenos:intrifosfats 2 parecen
desenmpeniar un papel critice en la liberacicn de diche
factor as.azas.

No obstante que los inhibidores de 1la fosfollipasa y de la
lipoxigenasa evitan la relajacidn dependiente del endotelio
vascular, sugiriendo que el FRDE es un metabolito del AA < acidco
ariquidenico ) {a falta de especificidad de estos bloqueadores ha
dificultado el llegar a resultados concluyentes asiom,

Nunerosos resultades experimentales apoyan la sugerencia de que
el FRDE actua estimulando a la guanilato ciclara en el musculo liso
vascular, lo que conduce a un i1ncremento de GMP cieclico. Esto
provoca un cambio en el patrén de fosforilacion de proteinas,
incluyendo defosforilacidn de la cadena tigera de la miosina, lo

cual se asocla con relajacidn arterial uzae.

2.1. Hipertension arterial,

Segun los expertos de la OMS ( organizacién mundial de la salud D,
@l término de hipertension arterial designa un aumento de la
presidn de la sangre de las arterias que corresponde a una
enfermedad de etiologia muitiple y patogenia plurifactorial que se
caracteriza clinicamentes por la elevacion de la presidn arterial
minima o diastdlica por encima de los 90 mm de mercurio en personas

de menos de 4% aNos medida en condiciones basales o,



Clasificacidn de 1la hipertensidn. La hipertension se puede
eclasificar en a2  hipertensidn secundaria b hipertensidén

esencial (au,.

Hipertensidn secundaria. es cuande el aumento de presiodn
arterial es cohtecuencia de oblro ‘ransteorno o puede atribuirse a
una causa plenamente identificada yip20), <omo ejemplos de este
tips de hipertension podemcs nomprar la hiperviencion renal, el
hiperaldosteronismo primario. el Sindrome de Cushing y 1;'

coartacion de la aorta o,

Hipertensidn esencial. apreximadamente en un S0% de los
Pacientes con hipertensidn se desconcce la causa del incremento
anormal en la presi¢n sanguinea, En este Lipo de hipertensidn es
evidente que un transtorne saimple, no parece zer el responsable
@aey, La hipartension parece szer causada por una combinaciéon

de diversas ancrmalidades o,
2.2) Farmacologia de los firmacos antihtpertensivos.

2.2.12 Concepto de antihipertensivos

Con e! nombre de hipotensores se designan los agentes que
provocan descenso de la presion arterial; como se emplean en la
hipertension arterial se les denom:na tambien antihipertensives

221,



2.28.28. CLASIFICACION FARMACOLOGICA DE LOS AMTIHIPERTENSIVOS. Por
sy sitic primario o mecanismo de accidn zn.,
Ad Diuréticos
1.Tiarxidas y agentes relacicnados Chidroclorotiaz:da,
hidroflumetizida, ciclotiazida, clortalidona eted.
2., Diuréticos del asa (furosemida, bumetamida, 4cido
etacriniced
3. Diureticos ahorradores de potacio {triamtirenc
aspironolactona. amiloridal.
B> Farmacos Simpaticoltiticas
1. Agentes de accion central <metildopa,
clonidina, guanabenz, guanfacinal
2. Antagonistas, (?-adrenérgicos (propancleol ,metoprolol?
3. Antagonistas a -—adrenérgicos {prazosin,
fenovibenzamina, fentolaminad
4. Antagonistas mixtes Clabetalol)
5. Agentes blogqueadores adrenérgices C(guanetidina,
guanatrel, reserpinad
6. Agentes bloqueadores ganglicnares Ctrimetafan
C) Vasodilatadores
1. Arteriales Chidralazina, minexidil. diazéxido,
blequeadores de Loz canales de caleiad.
2. Arteriales y venosos ( nmitroglicerina, dinitrato de

lesorbide. nitrito de isorbide, nitroprusiato este D,



D> Inhibidores de la enzima de conversién & de angictensina

Ceaptopril, enalaprild

2,2 3. MODO Y MECANISMO DE ACCION DE LOS FARMACOS
ANTIHIPERTENSIVOS (21,223,
A DIURETICOS

las Tiazidas y los compuestos relacionados constituyen los
agentes antihipertensivos mas frecuentemerite usados. Probablemente.
sus efectos sSean muliiples e incluyan reduczion del velumen de
liquido intersticial ~on la consiguiente reducclidn de la rigidez de

1a pared vascular. Adémas de la saliuresis inducida por la droga.

Diurdticos que acttan a nivel del asa de Henle. CFurosemida y
dcido etacrinicod, actuan principalmente inhibiendo la reabsorcidn

de electralitos en la rama ascendente del asa de Henle eizm.

Diuréticos ahorradores de potacio, Espirolactona y compuestos
similares, se consjideran antagonistas competitivos de la Aldosterna
disminuyendo la reabsorcion de sodio y la secreciédn de potacio

@1,24).

Modo de accidn de los diureticos antihipertenzivos. puede
aceptarse que los didreticos, por la deplecidn de agua y sodio que
producen, disminuyen el volumen sanguineo <¢on la c¢onsiguiente

reduccidn del retorno venose al corazon y disminucién del gasto

11



cardiaco peor lo que la presion artarial desciende «2z. La fig.!
nos muestra la estructura de algunas farmacos pertenecientes a este
grupe.

82 AGENTES SIMPATICOLITICOS.

Agentes de accidn central, Modo de accion, La clonidina ¢ y sus
afines, guanabenz y guanfacinal) y la metildopa son utiles agentes
antihipertensivos que actuan inhibiendo la salida del transito
neural simpatico del SNC (Sistema Nervioso Centrallaea.
Algunos ejemplaos de este grupo se pueden cbservar en la fig. 2.

Metildopa. Actualmente se cree gque la metildopa ejerce su
efecto hipotensor dentro del SNC en vwirtud de su conversion a
a-metilnoradrenalina, un potente agonista ap-adrenergico. Por
analogla con las acciones de la clonidina, esto llevarta a una
dismihucidn del flujo simpatico desde el SNC 2m.

Clonidina. Sus acciones principales son las de un agonista
a,-adrenérgice de accien central, la clonidina es claramente sdlo
un agonista parcial y ast sus efectos en un Sitioc dado depende de
la concentracidén enddgena de noradrenalina. St la concentracidn
Ces decir la tasa de liberacion) de noradrenalina es alta, 1la
clonidina parece estar actuando comoe un antagonista. otros
agonisztas cz-adrenérgicosde accidon central scn el guanabenz y la
guanficina, por lo que actuan de manera s:imilar @i2e.

Antagonistas fi~adrenergicos. Propranolol. Es un agente bloqueador
M-adrenergico no selectivo muy potente, sin actividad

simpaticomimeétiza intrinseca. se sabe que los agonistas
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despues de la estimulacion herviosa simpatica podria contrabuir a
los efectos antihipertensives qel farmaco. Ex:sten agemas
bloqueadores fl~adrenergicos selectivos come es el caso de
mttcprolol._ acebutol ., atenolol etc, .21,

Antagonistas a‘-zdrenérqxcos. Les agentes blogqueadores
a~adrenergicos se unen selectivamente a la clase de receptores ’
adrenergicos y asi interri:eren en la capac:dad de las aminas
simpaticomimeticas para 1ni<iar acclcnNes 2N eSLEZ 511105, La
fenoxibenzamina ¢ y su congenere la dibenanuina ) se unen en forma
covalente al receptor alfa y producen un tipo de bloqueo
irreversible & insuperables. La fentolamina, la talazowina y el
prazosin se unen de modo reversible v antagonizan las acciones de
las aminas simpaticomimeticas compe’liivanente 21,237, La
.ln'.eracit;n entre estos [Armaces y tu £it1O receptor e mostrada en
la fig. 3

Prazosin. El prazosin es el primer miembro de una <lase de
antagonistas Qg -adrenergicos perifericos que derivan de la
quinazclina, El mecanitsmo de accidn del prazesin es el bloquec
compelitive de les receptores @, -adrenerglces vascul ares
postsinapticos. La selectividad permite Jue el prasosin blogue la
r;espues!.a contractil del musculo liss wascular a 1la noradrenalznav

sin interferir con su actividad en los sitios oy @zn, Vvease su

estructura en la fig.2

14
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mixta de actividad bloqueadera (3 adrenergics no selectiva y
bloqueadora o, selectiva. tambien 1inhibe la recaptacidn ' de
norepinefrina en terminacicnes nerviosas., Su formuia estructural
aparece en la fig.4

Agentes bloqueadores (I~adrenergicos. Todos los f-blcqueantes
Lienen capacidades para reducir la presion arterial. Sin embargo,
el mecanismo exac'c por el cual tal bloquec reduce la presidn
arterial durante su administracion crenlca no se ha establecido,
los mas plausibles parecen ser una combinacién de reduccién de
volumen minute e inhiblciédn de la secrecicn de renina. Ambos
efeactos son resultado del blequeo de receptores
{,-adrenérgicos. 2. En la fig.3 s muestra la interacidn
de estcs farmacos con su receptor.
Peserpina. La reserpina antagoniza la eaptacidén de norepinefrina
por lcs granulos cromafinicos aislados, aparentemente al inhibir el
maecanismo de ~Zaptacion de la membrana de los granules que depende
de ATP-Mg”. Esto puede ser irreversible pues al parecer la
restauracién de las reservas intraneurcnales normales de
norepinefrina depende del transporte de nuevas vesiculas de
almacenamiento por el axon., Su formula  estrustural e puede
apreciar en la fig.4

CGuanadrel y Guanetidina. tienen propiedades farmacologicas
semejantes y parecen ejercer su accion antihipertensiva blogueando
la liveracidn de norepLnelrina de terminacicnes nerviesas

adrenergicas ‘29,241,
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Fig ¢ 3 ) Esquema que mues’ra las interacciones de los receptores
adrenergicos alfa y beta y la generacidon de segundss mensajeros
para la transduccidn de la serial en el musculo liso vascular. La
interaccion del agonista con el rezeptor adrenergico beta forma
un complejo hormena-receptorde baja afinidad CHR), este complejo
interactua con la proteina reguladora de nucledtidos CNud unida a
GbP para formar el complejo de alta afinidad ¢ HFNoor) El GDP es
remplazadoc por el GIP del complejo de alta afinidad el cual
activa la parte catalitica ¢ € D de la adenilato ciclasa y como
consecuencia la formacidn de AMPc, Este desencadena una serie de
desfaosforilaciones de proteihas gque conduce a la relajacidén del
musculo Jiso vascular. tomado de la ref.¢ 27 1
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Agentez bloqueadores ganglionares. Hexametonlio y Trimetafan.
Cvease la f1g.4) Estos agente deterioran la transms:0n compitiendo
con ACh € acetilcolina ) por sitios receptores colinergicos
ganglionares o© bloqueande el canal cuande esta abierto. El
trimetafan actua por competencia con ACh analoga al mecanismo de
accidn del curare en la unidn neuromuscular. EL bloguec del canal
con hexametonic parece producirse despues que aquel se abre. Esto
acerta la duracion del flujo de corriente, porque el canal abierto
se ocluye o cierra. El potencial postsiniptico excitator:io inicial
CEPSP) se blogquea y la transmicion ganglionar se inhibe czizm.

modo de accion. El bloquec de los ganglios simpaticos i1nterrumpe
el control adrenergico de las arteriolas y preduce vasodilatacion,
me jor circulacidn sanguinea periferica en algunos lechos

vasculares, ¥ un descenso en la presion arterial @z,

T3 VASODILATADCRES.

Arteriales. Hidralazina. tLa hidralazina causa una relajacidn
directa del musculo lisc vascular arteriolar. El mecanismo de este
efecto puede ser simuilar al de los nitratos organicos ya que parece
invelucrar la activacidén de la guanilato cizclasa v acumulacidn de
guanesina 3°.8'-monefosfato (GMP ciclicol.

Minidoxil,es un potente vasodilatador actua direztamente socbre
las celulas del musculo liso vascular Y Su mecanismo de accion

probablemente sea sim:lar al de la hidratazina,
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bloqueadores del canal de calcio. Fleckenstein sugirio que el
mecanismo de accion de estos agentes estaba relacicnade con la
inhibicion de 1la entrada de <calcieo en las celulas © su
movilizacidn desde depositos intracelulares, cotros sugieren que
estimula la expulsion del calcioc ya sea expulsande el calcio
activamente a expensas de energia metabolico a traves de la
hidrolisis de ATP ¢ por intercambic 22l calcio con alguna otra
particula que se mueve para bajar su gradiente electregquimico.
Qtros proponen que algunos antagonistas del calcio interactuan con
la calmodulina o inhiben la entrada de calcio a traves de los
canales operados por receptor como es el caso del verapamil, Les
posibles sitios do accion de los antagonistas de calcio aparecen

en la f1g. 8

Arteriales y venosos. Nitrovasodilatadores. Existe fuerte
evidencla experimental de que los nitrovasodilataderes actuan
estimulando a la guanilato ciclasa en el mu=sculo liso vascular, lc
que conduce a incrementos el GMP ciclico y en la actividad de la
proteincinasa dependiente de GMP ciclice. que provecan cambios en
la fesforilacién de proteinas incluyende defosforilacion de la
cadena ligera de la miosina proceso que se relaciona con la
vasodilatacion, el efecto relajante parece asociarse a disminucidn
en la disponibtlidad del Calcio intracelular. Los

nitrovasodilatadores parecen actuar a traves del radical 1llbre
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Fig., <982 Regulacion de la actividad contract:l del musculo liso
vascular dependiente del calcie. Los niveles de zalcio citoplasmitico
se incrementan por la entrada de calcic a trave:s de canales operados
por potencial (1, COP) una via de °'‘goteo’’pasivw de calcie 2. CGPD
entrada de calcie qQue ocurre en condiciones de reposo) y canales de
calcio accionades por el receptor (3, COR). La ocupacion del receptor
por un agonizta especifico ¢ . > tambien puede inducir liberacidn de
calcic apartir de 2lmacenes intracelulares o puede despolarizar C 2
la membrana celular y activar los canales accionados por el
potencial. El calcio activa la cinasa de la cadena liviana de la
miosina CCCLM) al unirse a la calmoludina, La cinasa de la cadena

liviana de la miosina activada . cataliza la fosforilazion de la
miosina, 1o cual incrementa las i1nteraccicnes entre la actina y la
miosina dando como resultado la contraccicn . Los niveles de calcio

citoplasmitico disminuyven por la cperacion de bombax en la membrana
celular, incluyendg una ATPasa de calecio € a la i1Zquierdad) y un
cotransportador Ha /Ca Ca la derechad que promueve la salida del
<alcio. = jinhibido por los bloqueadcres de la entrada de calcio.

= inhibido por compuestos hidrofébicos incluyende la pimozida y la
trifluoperazina. (Tomado de la Ref.2 2.
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Fig.C ® 2. Formula estructural de algunos farmacos vasodilatadores.
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reactive oxido nitrico (NOY que lireran de los s-nitrosoles
feormados 3l interactuar diche radical con grupos SH tisulares o
por medio de amboz mecantemos. Se ha sugeride la existencia de
receptores intracelulares especificos para estos compuestos, los
cuales tendrian un grupo ZH © hemo enh su sitiz active u2zm. Dentro
de este grupo de farmacos se incluyen nitratos organicos como la
nitroglicerina ¥ el dinitrate 1csorpide, nitrates coms ol de scdio
< NaNC5; 2 » 2l de amilo, nttreprusiats de sodis NP, nitroso

compuesto etc. s, vease la {ig.©

DOINHIBIDCRES DEL SIZTEMA RENLNA~ANGLOTENSINA.

Antagonistas de la anglotensina 1I. Los antagenistas utiles de
la angiotensina Il son congeneres levemente modificados en los
cuales la actividad agonista esta prorundamente atenuada por el
remplazs de fenilananina en posicion 8 con algun otro aminoicido

1,23,

Saralasina. La saralasina y drogas relacionadas compiten con la
angiotensina Il por sus receptores. Dado que su actividad agonista
residual es de salo aproxamadamente 1% de la angi=tensina II, se
cemportan come inhibidores competitivos en presencia de esta

ultima. En ausencia del peptido acstuan comc esta <zi1.ze
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Inhitbidores de la ECA CEnzima de conversion). Captopril, Bloquea
la convereion de angret.ensina I relativamen'.e tnpactiva en
angiotensina (I, no bloquee las respuestas a la angiotensina I y
carece de actividad agonista. Su efecto antihipertensivo lo eJerce_
al blogquear la dipeptidiidipeptidasa, enzima encargada de la
formacidén de angiotensina Il, iniciada por la renina circulante,
adicionalmente dicha enzima tambien actua inhibiendo la bradicina,
por lo gue al bkloguear x la enzima =z=nvertidora, se produce un
aumento del autacoide, lo cual tamb:en puede contriburr al efecto
antihipertensivo del captotril. Entre loz firmacos en investigacion
de este tipo podemcs mencieonar al enalapril 2aza. La estructura

de estcs fdrmacos <e aprecia en la rig.8
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inhibidores de la ECA <enzima de conversicn de angiotensinad.
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2.3 Modelos experimentales en la hipertenzidn arterial., Al

tener dil'erentes hipertencion sr:i:ginadas por diferentes
zausas un solz modzlo para el estudio de la hipertension no es
suficiente. per 12 que se ofrece a continuacidn una breve revisidn

de los modeler experimentales mar c2nocideos.

2.23.1 ' 1n '1e ' Medelos en rata.

Modelo experimental de rata desmedulada. Tambien llamade de
‘‘hipertensidn neurcgenica’® es producido por seccidn de los
nervios amortiguadcres., los cuale: transmiten por tmpulso de los
barcrreceptores arteriales a la medula zblonga 2o, Este modelo es
ideal para estudiar las respuestas presoras inducidas por lox
agenistas adrenergicos alfa, ademas de que permite eliminar gran
parte de la influencia que tiene el SNC (sicstema nerviose centrald

sobre la regula

de la presicn artsrial. » asy: tener la
seguridad de que leos cambros de ral Far ameLra se deben
principalmente a la activacicn de los receptores adrenergicos a
previo bloques de los receptores (3 ) (27.20.20,31.

Resumiendc este modelo consiste en lo siguiente. Las ratas son
desmeduladas y descerebradas ut:lizando un estilete de acero el
cual es insertado en la fisura infraerbital preduciendo destrucicon
inicial del encefalo y a continuacion de la medula espinal por
introduccion del estilete a traves del canal medular 27,3
despues se seccionan los nervios vages a nivel zervical. la presidn

arter:al es medida mediante e! modelc de rata anestes:ada sz,
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Modelo oxperimental de hipertensidn encefalica. Este modelc se
consigue med:ante una inyvecgcion de caolin en Lla cisterpa magna.
mismo que se prodt;co por el bloquec que ocacziona el caolin en las
vias linfaticas de reabksorcion del liquidce cefalorraquideo,
produciéndole entonces un aumentc de la presion endocraneana )y por
consiguiente de la presicn arterial 2w, este modelo puede ser
aplicable a rata. raten y coneje, Una vex producida la hipertensicon
se pueden hacer estudios zon farmacos antithipertens:wos, en los que
cse mide la pres:ion arterial ya se esfingomanometricamente (3%, o

con el metodo de rala anestesiada Jue se dessribe mas adelante.,

Modelo experimental de un rifidn y de dos rifiones tipo Goldblatt.
al buscar un compohente renal para la hipertensidon escencial
Goldblat’ y <ol en 1234 pusiercn plnzas en ambas arterias renales
de perros, Mas tarde las pinzas Se 1nsertaron en varias <casiones,
de tal manera gue se pudiera observar el efesto de la aobstruccicon
unilateral. Sin embargo. segun el grado de constriccidn aplicada,
la oclucidn untlateral producita solo hipertens:on transitoria., para
obtener hipertension permanente, era necesar:io Pinzar ambas
arterias renales o poner una pinza en una y extirpar =2l olro rifdn
‘58,34,

Desde la publicacidén del trabajo de Goldblat la hipertensian
renovascular ha sido inducida en ratas. conejeos. borreges y monos.
Aunque se han observado algunas diferencias en la duracion de la
hipertensidn . se han pedide establecer las siguientes

¢oncluciones: el analogs experimental de la nipertensidn
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renovasaitlar en el homdbre es el pinrzamiente umilateral de 1la
arteria renal s=in ex.irpar el otrs rifdén. es decir, ‘r la
hipertension de Galdblat con dos rifiones y una pinza ’‘. Guando una
arteria renal se ocluye con una grapa y el otro rifidn se extirps,
es decir la hipertensicn de Coldblat de un rinon se introduce otra
cadsa importante de retensidcn de sodio. =encillamente debide a
carencia relativa de masa renal funcicnal., Asi puef esto tepresenta
un medels de hipetensicon renovascuiar, junt< c2n entermedad crénica
del parenquima renal (.33

Un incremento en la liberacion de renina es la causa de la
elevacien inicial en la pres:idén arterial en ambos modelos. Pero
cuando alguno de los rifiones no ha sido pinzado , la retensidn de
sodio causada por la sintesis de aldosterona , que a su vez se debe
a la estimulacion de la angiotensina se vuelve mas imporiante y se

presenta mas rapids en el model<s de una pinza ¥y un riadn 1i,3s,36,

Madel o experimental de hipertensidn mineralocorticoide., Es
ocacionada por la excesiva produccidn y liberazidn de esteroides
endcgenos ‘cnn actividad mineralocorticoide ( deoxicorticosterona o
aldosterona o ambosd).

En experimentos con animales la administracidn de
deoxicorticosterona ( [EOCA 2 provee un almacen de for;r\a que
costiene la accion. produce una elevacidn de la presidn sanguinea y
acelera grandemente <l desarrollo de otras formas de hipertensidn.
El tratamiento con DOCA incrementa la frecuencia de hipertension,

en las ratas en lugar de agua se dan s L{pesa - volumend de



solucién de NaCl. Por seleccion sSe pueden produclr cepas de
ratas que difieren en su sencibilidad a la hipertenzion. Una
variante a este modelo es el modelo SAL-DOCA. Que consiste en lo
siguiente: a los animales previamente anestesiados les es removido
un rificn, despues de la operacion los animales se manlienen con una
solucion 1% de NacCl come  agua para beber e inyegcion
subcutaneamente con una solucion de DOCA  para seleccionar

finalmente de esta cepa las ratas hipertensas 0,0,83,3¢.

Modelo de presidn arterial en ratas anestesiadas. Se utilizan
ratas macho (180 a 3%0g>, a las que previa anestesia general con
pentobarbital sddico, se les coloca una cinula en la traquea para
factlitar la ventilacidn pulmonar. La presion arterial es
registrada continuamente por medie de un cateter f{este contiene
heparina para evatar la coagulacidon J insertado en la arteria
femoral derecha para el registro de la presicon arterial, se utiliza
un Transcductor de presidn P-1000B acoplado a un Fisiografo, La
administracidn de los farmacos se realiza a travées de yna canula
colocada en la vena femcral izquierda. [4 Este modela es
complementario y se utiliza Jjunte con alguno de los antericres
para la medicidn de la presién arterial) Un esquema representativo

de este modelo es presentado an la flg. 9 azase.
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Fig ¢ @ 2 Esquema representative del modela experimental de

hiperjtensidn en rata anestesiada, utilizando el transductor de

presion PLQOOB de la marca Narco Biosystem tomade de la ref, 32,
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2.3.1. '‘in vitre '* Modelos en rata.

Modelo experimental de anillo de aorta sin endotelio. Desde el
trabajo inicial de la acetilcolina sobre acrta de conejo CFurchgot
¥y Zawadski; 1980). la accion inhibiteria de varios agentex en una
variedad de tejido vascular son  explicados parcialmente o

completamente dependiente de la presencia del endotelio vascular.

Este efecto inhibitorio resulta de la estimulacidn de la liberacidn
de una sustancia inhibitoria FDRE ( Facter de Relajacidn Derivado
del Endotelic D (23,1my,

La remocidn del endotelio del anille de aorta, ya sea mecanica
Cpor frotacidn de la capa intima de la arteriad & enzimitica Cpor
pretratamiento con colagenasa) conduce a la desaparicidn de la
relajacidn 13y, El procedimiento consiste en lo siguiente: una
rata normal es descerebrada con posterior extraccion de la aorta
tordxica, 3@ limpia esta de tejido conectivo y grasa, obtenidndose
dos anillos de aproximadamente 4mm de longitud, se elimina el
endotelico de uno de ellos ya sSea Pper remecion mecanica o
enzimitica, teniendo sl otro anille come control cada uno es
colocado en camaras de organc aislade con solucion Krebs para
finalmente realizar pruebas con los diferentes farmaces
t22,10,17,18),

El modelo anterior es una variante del modelo ** in vitro '’ de
anillo de aorta, que s el modelo utilizado en la elaboracidn de

este trabajo.
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3) OBJETIVO:

1D Comprobar el efecto de la nifedipina, propranol el

y nitroglicerina en anillo de aorta de rata.

33



4) MATERIAL Y HETODOS
4.1 Curvas de viabilidad a la adrenalina en anillos de aorta de
rata. Se emplearon ratas Wistar macho entre 200-380 g de peso, a
las que se sacrificaron por descerebramiento y se les extirpo la
acrta tordxica, la cual se colocd en una caja petri que éontenxa
solucion de Krebs 37 °C, se limpid de grasa y de tejido conectiva
para posteriormente cortarla en forma de an:llos de aproximadamenie
4mm de ancho., uno de los cuales se colocd entre dos ganchos de
alambre inoxidable Cpikrond en una cimara de organoc aislado con
capacidad de 20 ml, perfundida constantemente con solucidn de Krebs
de la siguiente composicidn gri: MgSO4. 7.HZO. 0.29; CaCla.EHaO.
0.37: KHZPO,, 0.18; NaCl, 6.9; Dextresa, 2.1; KCl, 0.35: NaHCO,,
2.1; 1la cual es termorregulaca a 37% y burbujeada constantemente
con un oxigenador. Con un hilc se fijo un extremo de uno de los
ganchos que sostienen el anillo al fondo de la camara, y por @l
otro ladec se fijan a un tansductor micgrafico B-33 (Narco
Biosystem) el cual se acopld a un fisiografe modelc DMP-4D de la
misSma marca, para el registro de la tension ¢ la fig.10Q0 nos
muesira un esquema de este sistemal. Una vez colocado el anillc de
aorta en la cimara de tejido aislade se le somete a una tensidn de
reposo de 3.0g ¥y se deja estabilizar durante un promedio de media
hora, después del periodo de estabilizacidn y con la finalidad de
establecer la sensibilidad y viabilidad de esta preparacidén se
adiciono a la camira de organo aislado O0.1ml de adrenalina a una
concentraciéon de 3tug/2ml o1, que es dejada en contacto durante 30

segundos, se lava y se repite la aplicacidn, con intervalos cde 1S
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cdmara de drgano ampliacidn
agislado anilio de oorta

Fig € 10 2> Esquema representativo de una camara para tejido aislado,
el Transductor y la preparacidn biocldgica utilizada en el

desarrollc del protocolo experimental '‘in vitro '’
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segundos, cbteniendo § respuesias consecutsvas.

4.2 Curvax dosis respuesta a la adrenalina. Se emplearon arillos
de acrta de rata ¢ el procedimiento de obtens:cn asiy como las
caracteristicas de los animales de lcs cuales tueron obtenidor los
anilles son similares a las deseritac para curvas de viabilidag a
la adrenalina >, que fueron colocades en una camara de 3Irgane
aislado, a los gque se les aplico una una tensicn 1nicial de 3.0g ¥
30 minutos de estabilizacion, despues de lo cual =e procede a
correr una curva dosis-efectc 3 la adrenalina usandc las siguientes
concentraciones: O.0lug-2ml: 0. ¢31ug 2ml ; i.gremi 2. 1pg 2ml;
10ugseml s 3iugs2ml; 10Qugs2ml; 210ugrseml; 100Qug 2ml; 3100ug - 2ml;
cada concentracicon fue dejada en contacto con la preparacieén

aproximadamente 30 segundos, despues de los cuales o

siguiente concentrac:cn. El velumen de adi-:icn a la

©.1 mi para tovas las concentraciones.

4.3. Efecto de la nifedipina en anillox de aorta precontraidos con
adrenalina. Se emplearon anillos de acrta obtenides de ratas
Wistar macho de 200-3%0g de peso. que rfuercon coleocados en camaras
de organo aislado come lo muestra la fig. 10 ¢ el procedimiento
empleado en la preparacidn de los amllos de aorta y las
condiciones a las que se mantuvieron estes fueron va descritas en
las curvas de viabilidad a la adrenalina .. despues se aplico a
esta preparacion una tensidn de repose de 3.0g y s2 dejo

estabilizar durante un per:iodo ae 30 min, para la precontracion dei
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anillo se adiciono O.lml de adrenalina de una concentracion de
31ué/2m1. se dejo en contacto con la preparacien un tiempo Innime
de 2 min. antes de adicionar O.iml de nifedipina de concentracion
de Smg-ml, despues de observar el efectc del farmico se lavd la

preparacién con solucion Krebs.

4.4. Efecto del propranclol en anilles de aorta precontraidos con
adrenalina. Se emplearon anillos de aorta abtenidos de ratas
Wixtar macho de 200-380g de peso. que fueron colocados en camaras
de organo aislade como lo muestra la fig. 10 C el precedimento
empleade en la preparacien de los anillos de aorta y las
condiciones a las que se mantuvieron estos, fueron ya descritas en
las curvas de viabilidad a la adrenalina D. despues se aplico a
®=sta preparacién una tension de repcs> de 3.0g y se dejo
estabilizar durante un periodo de 30 min, Para la precontracion del
ani1llo se adiciono 2.iml de adrenalina de una concentracion de
dugs2ml, xe dejo en contacto con la preparacidn un tiempo minimo
de 2 min. antes de adicicnar 0.iml de propranciol de una
cencentracion de O.img-ml. despues de observar el efecto del

farmace se lavo la preparacidn con solucidén Krebs.

4.8. Efecto de la nitroglicerina en anillos de aorta precontraidos
con adrenalina. Se emplearon anilleos de aorta obtenidos de ratas
Wistar macho de 200-3%0g de peso., que fuercn colocadezs en camaras
de organo aislade .ccmo lo muestra la fig. 10 ¢ el procedimiento
empleado en la preparacion de los anilleos de aorta vy las

condiciones a las que se mantuvieron estos fueron ya descritas en
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las curvas de viabilidad a la adrenalina ). despues se aplico a
esta praparac.\én una tensidn de reposc de 3.0g y se dejo
estabilizar durante un periodo de 30 min. para la precontracidén del
anillo se adiciono O.iml de adrenalina de una concentracidn de
3lug2ml, se dejo en contacto con la preparacidn un tiempo minimo
de 2 min. antes de adicionar O.1ml de nitroglicerina de una
concentracion de 1lmg/iml |, después de observar el efecto del

farmaco se lavé la preparacidn con solucion Krebs,

Farmacos utilizados. Los compuestos usados en la preparacicn de
la solucicn Krebs se pesaron con anterior:idad a excepcidn del CjCq
.2H=oy MgSO, 7H,0 que se pesaron diariamente y se diluyerdn con
agua destilada.

Pel clorhidrato de adrenalina se prepararen dos soluciones
madre, una con una ccncentracion de 1lpug-2ml y otra con otra
concentracien 3.1 p3-8ml  empleando para su disolucidn agua
destilada, las soluciones madre se preparan para su uso diariamente
Y a partir de estas se tomardn las alicuotas para preparar las
diluciones necesarias; De la nitroglicerina se preparo una solucidn
de cecncentracidn imgsiml, utilizando para su preparacidn solucidn
salina; De la nifedipina se preparc una solucidn de concentracidn
Smgr2ml disol viendo la nifedipina en una mezcla 1:1 de
propllenglicol, solucidn salina a bafo maria; De el propranclol se
preparo una solucion de concentracidn igual a iOmg-lml, utilizando

para st preparacidn solucidn salina,
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5> RESULTADOS.

9.1 Curvas de viabilidad a la adrenalina en anillos de aorta de
rata‘. Se realizaron 7 experimentos con 8 respuestas cada uno, la
figura 21 muestra el registro obtenido para uno de estos
experimenlos, en cada uno de estos registros se midio la amplitud
de respuesta. medida apartir de la basal. los datos de amplitud son
transformados a tensidn muscular en 3. considerands la calibracién
del fisiografo, en la que Bcm de amplitud corresponden a un toeno
muscular de 8. 73. Los cuadros 1 al 7 muestran los valores numéricoes
de la contraccicn obtenida en esta preparacidén. Los valores se dan
por experimento cbteniendo el valor promedio C;O. el Error standar
Con=12 ¥y el Coficiente de Variacidn (C.de V.2. Los valores de tono
muscular fueron analizados mediante el metodo @ stadistico ANOVA ¢
Analisis de Varianza 2 y los resultados de los calculos del mismo

%e resumen en una tabla ANDEVA en la pig. 4%,
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respmesia |’ resp. 2

—

basal adronalina edrenalina
resp.3 rosp. 4 resp. 5
sdrencline sdrensling adreneling

Fig No 11 registro fisiografico para un experimente de curvas de
viabilidad a la adrenalina en anillo de acrta de rata, en el se
aprecian 5 respuostas a la exposicién a adrenatina 3iugr/ml.
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Cuadro 1.

Prueba de Viabilidad en aAnillo
de Aorta de Rata.

Experimento 1 Ampli tud Tone Muscular
Cem <

Respuesta 1 1.1 1.680

Respuesta 2 1.4 2.03

Respuesta 2 1.8 2,32

Respuesta 4 1.8 2.32

Raspuesta S 1.3 .89

;rcn\edsa B b 2,03

on-t - 0.3

G, de V., 15,04%

Cuadro 2. Prueba de Viabilidad en Anillo

de Acorta de Rata

Experimento 2 Amplitud Tono muscular
Cemd [$-7)

Respuesta 1 1.9 2.18

Respuesta & 1.8 2.61

Respuesta 3 2.2 3.1¢0

Respuesta 4 a.0 2.9

Respuesta S 2.0 2.9

Promedio '2. 75

on-3 -0. 38

C. de V. 13.88%

a1




Cuadro 3, Prueba de Viabilidad en anillo
de Aorta de Rata. .

Experimentoc 3 Anmplitud Tono muscular
Cemd -3

Respuesta 1 6.8 0.87

Respuesta 2 0.65 0.94

Respuesta 3 0.65 0.94

Respuesta 4 Q.65 0.94

Respuesta S 0.60 0. 87

Promedio 0.932 2

on-1 b, o037 v
% C. de V. z.07% 7

Cuadro 4. Prueba de Viabilidad en Anillo
de Aoria de Rata.

Experimenta 4 Amplitud Tono Muscular
Cem [3:3)
Respuesta 1 2.2 3.19
Respuesta & 2.2 3.19
Respuesta 3 2.2 3.19
Respuesta 4 2.8 3.77
Respuesta S » ”*
Promedio 3,34
on-1 -8.20
C. de V. 8. 68% .

1o respuesta cinca no se afectio par interrupcidn
en la corrients electrica.
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Cuadro 5. Prueba de Viabilidad en Anillo
de Aarta de Rata.

Experimento S Amplitud Tono Muscular
Cemd [2-7}

Respuesta 1 4.1 5. 98

Respuesta 2 4.1 5. 85

Respuesta 3 3.7 35. 37

Respuesta 4 3.7 D, 98

Respuesta 5 4.1 3,99

Promedio , S5.83

on-1 - 0.26

C. de V. 4.45% 2

Cuadro 6. Prueba de Viabilidad en Anillo
de Aorta de Rata.

Experimento 8 Amplitud Tone Muscular
Ccemd < 3>

Respuesta 1 2.3 3.34

Respuesta 2 2.4 3.40

Respuesta 3 2.2 3.19

Respuesta 4 2.3 3.34

Respuesta S 2.3 3.34

Promedio . 3.33

on-t - 0.003

C. de V. 2, 79%
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Cuadro 7. Prueba de Viabllidad en anillo
de Acorta de rata.

Experimento 7 Amplitud Tono Muscular
Cemd 53

E.spu.sta”l b "3. 5 h b 5.08 e

Respuesta 2 3.8 5.851

Respuesta 3 3.8 §.51

Respuesta 4 a.s 5, 51

Respuesta S L *

Promedio 5. 40

on- 4 0.218

C de V 3.98%

la respuesia 39 no se tlevé a cabo debide

a4 interrupcidn en la corriénts eldctrica.

44



ANALISIS DE VARIANZA

Grupo Media N
1 2.032 S
2 2.736 5
3 .e12 3
4 3.338 4
S S. 718 S
-} 3.338 S
7 3. 403 4 -~
gran media 3.295 33
varjable: tono muscular.
Fuente de suma de grados de cuadrado razdén de
variaciodn cuadrados libertad medio variacidn
Entre
los 84. 958 -] 14.180 204,733
grupos
Dentro -
de los 1.798 26 0.089
grupos
Total 88,737 32

valor critico de F con 8 y 26 grados de libertad y a= 0.05

F= 2.47.

Desicidn: como la razdn de varianzas calculada es de 204,733 y este
valor es mayor a el valor critico de F ¢ 2.47 3 se rechaza la

hipotesis de igualdad entre medtas.
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9,2 Curvas dosis respuesta - la adrenalina. Después de haber
determinade la viabilidad del tejido de aorta en la serie
exparimental anterior, se realizaron 8 experimentos de curvas
dosis respuesta a la adrenalina para establecer cuantitativamente
la relacidn entre la dosis y la magnitud de la respuesta obtenida.
El registro para uno de estos aparece en la figura 12, en el que se
puede apreciar un incrementc en la respuesta al adicionar
concentraciones crecientes de adrenalina. Al igual que para curvas
de viabilidad, en cada registro se midio la amplitud de respuesta,
una vez obtenidos estos datos la amplitud se transforme a porciento
de respuesta, considerando al miximo de contraccidn de ese anillo
como 100% de respuesta. los valores nimericos de la serie uno de
curvas dosis respuesta a la adrenalina son mostrados en el cuadro
B8, estos se dan por experimento obteniendo el valor promedioc y el
error #standar, griaficando los valores de la dosis en el oje de las
abecisas vs les valores promedio en el eje de las ordenadas se
obtuvo la grdfica 1, en donde cada punto corresponde al promedio
del porciento de respuesta para cada concentracidn y la linea
vertical representa el error estandar, en esta grifica se observa
que para la dosis inicial de i1ug/eml de adrenalina, se obtiene un
porciento de contraccidn del 20%, que es un valor muy alto para ser
el iniclal de una curva dosis respuesta, por lo gue se realizo una
segunda serie experimental de curvas dosis respuesta a la
adrenalina, en la qQue se adicionaron 4 dosis de adrenalina de

concentracidén menor a lugrs2ml €CO.0l, 0.031, 0.1, O.3lug/2ml). Los
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resullados de esia serie experimental se obtienen de igual manera
que para la serioc uno, estos valores numericos se muestran en el
cuadre 9 y la grafica de los mismos es la grafica 2, en la cual se

observa una respuesta inicial menor.
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Flg. No 12 ragistro fislogrifico para un experimento de curva

dosis respuesta a la adrenalina wen anilio de aocrta de rata.
Cconcentraciones de adrenalina empleadas: lugreml, 3.lpugreml,

10pg 2ml .32 pgseml . 100ug 2ml, 310ugs2ml, 1000ug 2ml.D
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Cuadro No 8 Resultados de la serie experimental uno para

curvas

dozis respuesta gradual a la adrenalina dados en * de respuesta

gDcsi sCugrmid 1.0 3.1 10 31 100 310 1000 31 00!
Log dosis o 0.8 1.0 1.5 2.0 2.8 3.0 3.8
Exp. 1 o] 14.70 44,12 B82.38 ©88.24 91.12 0©04.72 100
BExp. 2 [e] S2.61 B83.13 73.86 73.66 64.18 04.10 100
Exp. 3 27.27 45.458 54.55 ©68.19 72.73 81.82 80.81 100
Exp. 4 37.850 75.00 71.43 83.33 87.80 100 100 100
Exp. B 17.85 72.73 63.64 B83.84 72.73 961.60 61.80 100
Exp. © 28.97 88.57 71.43 71.43 ©91.43 @7.14 100 100
Exp. 7 22.22 S55.56 72.22 72.22 77.78 83.33 100 100
Exp. 8 20.17 41.88 50.00 B0O.00 70.83 70.17 83.03 100
Promedios 27.04 58,80 61.31 74.05 79.36 87.33 93.10 100
on-1 8.78 13.37 10.70 9.03 8.32 7.78 7.18 o] X
C. de V., 23,06% 22.74% 17.45% 13.41% 10.5% 8,9% 7.70% 0 :
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CURVA DOSIS RESPUESTA GRADUAL
AORTA DE RATA

100

80
8o
40+ /
20+

0 H 1 ] 1 : .

0 5 1 1.6 2. 26 3.0 3.5

log dosls
—— ADRENALINA
Grar. C 1 2. Curva dosis Respuesta a la adrenalina. En esta

grifica se muestiran el efecto do concentracidn ¢ X ) provocado por
la adici®n de diferentes dosis de adrenalina on anillos de aorta de

rata. Serlie experimental 1.
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Cuadro No @ Resultado de las curvas dosis respuesta gradual
2 la adrenalina dados en % de respuesta
: ) g
¥ Log Dosis Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp. 4 Exp. S x omes %
HDosis Cpgoml>
-2 0.01 a8 21.43 0.0 8.67 10.53 12.72 5.7
-1.8 ©.03 31.9 21.43 8,01 16. 67 19.79 18,88 Ia.9
-1 0.1 41.67 50.0 7a.12  20.0 36.84 44,12 ‘0.5
e
% -5 0.3t 50.0 S0.0 58. 0 26.87 47.37 48.01 5.0
0 1.0 §8.23 53.70 64.09 38.78 73.88 57.30 8.1
0.8 3.1 68.87 ©64.29 76.24 $93.33 73.e8 66.84 lz.2
1.0 i0 70.80 78.02 76.21 66. 67 84.21 s8a. 72 la.9
1.8 <28 83.33 85.71 80.11 80.0 89, 47 88.50 1.8
a.0 100 83.33 89.186 88. 40 86. 80 94.74 94.43 21,0
2.8 310 91.67 93.10 98,13 296. 55 94.74 g4.43 20.9
- 3.0 1000 e1.687 93.10 100 100 100 6. 95 :1.87
v +
:-: 3.8 3100 100 100 100 106 100 100 o -]
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CURVA DOSIS RESPUESTA GRADUAL
AORTA DE RATA

100
80+
o}
40 -+ /
Vi
/
20 -
0 N — 1 1. — L 1. — 1 1 1 L
=20 -15 -0 -05 00 056 10 15 20 25 3.0 35 40
log doslis
~—— ADRENALINA

Gekf. € 2 3. Curva dosis respuesta a la adrenalina. En esta grifica
se muestran el efecto de concentracidén ¢ % ) provocado por la
adicion ce diferontes dosis de adrenalina en anillos de aorta de
rata, Serie experimental 2.
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60
a0k
201 1
° e ————
20 -1 -0 -0§ 0.0 0s 1.0 15
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~— ADRENALINA

b~37
m~208
£ 09948

Grif. € 3 2,
adrenalina.

de adrenalina

log 0.3 € 3.1ug-2mld. cada punte

2.0

Linearizacldn de la Curva dosis rospuesta a 1la
mediante la regresidn se obtuvo la dosis efectiva madia

representa la

respussta promedio de U experimentos y las lineas verticales el

error estanpdar de los mismos.
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5,3 Efecto de la nifedipina en anillos de sorta precontraidos
con adrenalina. Para estudiar el efecto de la nifedipina en esta
preparacidn se realizaron 8 experimentos, en la fig., 13 iniciso A
se presenta el registro fisiogrifico de uno de los experimentos, en
el que se cbserva., primero la precontraccidn con adrepalina comoe un
incremento en la amplitud y por tante en el tono muscular, y la
relajacidn producida por nifedipina como una disminucién del tono,
la relajacidn se reporta en % de respuesta. tomando el 100% de
relajacidén cuando se elimina totalmente la precontraccicén con
adrenalina, en el cuadre 10 aparecen los resultados por
experimente, el valor promadio. la desviacidén estandar y el

coeficiente de variacidn.
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nifedipina
s

adrenalina
(A}

propramnclol
y

1
adrenalina

(B)

nitroglicerina

adrenalina

(c)

Fig. No 13 Registro fisiograficec para un experimento, en el que se
aprecian el efecto vasodilatador de 1la nitroglicerina CAJ,
propranolol (B) y nifedipina (C) sobre la contraccidn inducida por

adrenalina en anillog de aorta de rata.
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Cuadro No,10 Resultados del efecto de la nifedipina

en

anillos de aorta precontraida con adrenalina 3lug-ml.

Expeartmento

porcienta de
vasodilatacion
Nifedipina

< Smg-2ml2

o o - w -

-~

87.5%

100%

100%

100%

100%

Promedio

98, 44%

an-g
C. de V.

4,42
4.40%

EILX,

t4 3




5.4 Efecto de el propranolsol en anillos de aorta precontraidos
con adrsnalins. Para estudiar el efecto de el propranolol, en
esta preparacion, se realizaron B8 experimentos. en la fig.13
iniciso B se presenta el registro fisiogridfico de unc de estos
experimentos, en el que se observa, primero la precontraccidn con
adrenalina come un incremento en la amplitud y por tante en el tono
muscular, y la relajacién producida por el propranolol come una
disminucion del tono. la relajacién se reporta en % de respuesta,
tomando el 100% de relajacién cuando se elimina totalmente la
precontraccion con adrenalina, en el cuadro 11 aparecen los
resultados por experimento, el valor promedio, la desviacidn

estandar y el coeficiente de variaciodn.
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Cuadro No.10 Resultados del efecto del propranclol

en anillos de aorta precontraidos con adrenalina 3lug/mi.

Experimento

Porciento de
vasodilatacidén

Propranoclol
¢ 10mgs/ml>

[~

@ N O O & w Wb

33.33%
77.78%
100.0%
133.3%
100.0%
100.0%
100.0%

100. 0%

Promedio

93, 05%

on-1
C. de

v.

28. 44
30. 56%




5.8 Efecto de la nitroglicerina en anillos de aorta
precontraides con adrenalina. Para estudiar el efecto de la
nitroglicerina en esta preparacidn, se realizaron B8 experimentos,
en la fig. 13 iniciso C se presenta el registrc fisiografico de unc
de les experimentos, en el que se observa, primerc la
precontraccion con adrenalina como un incremento en la amplitud y
por tanto en el tono muscular, y la relajacicn preducida por
nitroglicerina como una dismnucidn del tone, la relajacién se
reporta en % de respuesta, tomande el 100% de relajacioén cuando se
elimina totalmente la precontraccidn con adrenalina, en el cuadro
12 aparecen los resultados por experimento, el valor promedio, la

desviacldn estandar y e! coeficlente de variacidn.



Cuadro No.)ll Resuliados del efecto de la nitroglicerina en

anillos de acrta precontraidos con adrenalina

Experimento porciento de
No vasodilatacion
Nitroglicerina
¢ 1mgr/mid

1 100%

2 100%

3 100%

4 100%

=] 100%

-] 100%

7 100%

8 100%
Promedio 100%
on-1 [+
C. de V, o
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Analisis estadistice ANOVA, para los resultados de porciento de
vasodilatacidn, el grupo 1 corresponde a los valores obtenidos para
la vasodilatacidn con nifedipina, el grupe 2 perteneace a los
resultados de porcentaje de vasodilatacidn con propranolol y el

grupe 3 a los valores de vasodilatacidén producida por

nitreglicerina.
ANALISIS DE VARIANZA
Grupo Media N

1 Q8. 438 a

2 93.0%1 -]

3 100, 00 8

gran media 97.163 24 |

variable: porciente de vasodilatacidn
Fuente de suma de grados de cuadrado razén de
variacién cuadrados libertad medio variacidn
Entre
los 212, 833 =3 108,218 0.383
grupos
Dentro
de los 9767, 948 a1 276.0W3
grupos
Total G8010. 880 a3

valor critico de F con 2 y 21 grados de libertad y a= O.03 wm.

F= 3,47,

Desicidn: como la razon de variacidn 0.385 es menor a el valor
critico de F ¢ 3.47 »O. se deduce que no hay. diferencia
significativa entre el porcentaje de vasodilatacidn producida por

estos firmacos a las concentraciones con las que se trabajo.
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B8) DISCUSION

Durante la Jdltima década. s=a ha producido una asombrosa
evolucidn en el tratamiento de la hipertensidn arterial wa. El
enfoqua actual acerca del tratamiento inicial con un solo firmaco
refleja la mayor concientizacion del medico, porque con ello se
disminuyen los factores de riesgo cardiovascular. De hecho, en la
actualidad un tratamiento antihipertensivo es considerado
depondiendo de la presencia y las caracteristicas de la enfermadad
Cedad avanzada, deterioro renal, insuficiencia cardiaca congestiva,
etc wum.

En 1998 el ‘‘'Joint National Committee’’ agregd los antagonistas
del calcio y los inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina CECA) en sus recomendaciones para el tratamiento de
primera linea e

[.a experiencia clinica ha mostrado que tante los inhibidores de
la ECA como los antagonistas del calcio son equivalentes o
superiores en eficacia a los medicamentos tradicionales de primera
linea. Esto estd basadoc sobre los indicex fisiologizcos y
bioquimicos, ademis de la calidad de vida we.

Por otro lado, es importante e interesante. la busqueda y
desarrollo de nuevos firmacos que sean utiles en este padecimiento
cardiovascular. Para ello, es necesario de primera instancia contar
can uno & varios modelos experimentalexs ( "‘in vive'' e '‘in
vitro®* D que resulten aproplados para probar la actividad

antihipertensiva de ellos.
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Durante la realizacidn de este trabajo se penso en contar con un
modelo *‘in vitro®', el cual nos ayudari a comprobar el efecto de
varios farmacos prototipos en la hipertension arterial.
propranolol, nifedipina y nitroglicerina 21,2224,

El modelo experimental '‘in vitro'® que se utilizo fue el de
anillo de aorta de rata, aungque existen otros modelos come son el
modelo de rata desmedul ada., model o de hipertension
mineralacorticoida, modelo de hipertension renal de une y dos
rifiones, modelo de hipertensidn encefilica, modelo de presicn
arterial en rata anestesiada é&tc.m,ez7,32,33. La finalidad de
ocupar esta preparacisén fue que en <@l laboratoric de farmacologia
se contaba con el equipo necesario para montar dicha preparacidén;
ademids, de ser un modelo sencillo y fdcil de realizar, ya que para
algunos modelos ‘’in vivo'' se requiere de otro equipe mis costoso
vy sofisticado en su montaje.

Debido a la manipulacion gue requiere esta preparacion para su
montaje, se sugiure por estudios previos, la prueba de viabilidad
05, ¥ para este caso, se realizaron 7 experimentos encentrando
que en cada uno de los experimentos, el registro de las B
respuasﬂ..as de contraccidén a la adicidén a adrenalina fueron casi
tdénticax € ver fig. 11 J, en ninguno de los experimentos se obtuvo
una desviacidén estandar mayor a 20.30. Para poder comparar la
diferencia existente entre un experimento y otro se determino el
coeficiente de varlacidn, de los siete experimentos realizados,

solo los experimentos 1 y 3, tiensn un coeficiente de variacidn



mayor a 10% y menor a 15% ., los § experimentos restantes tienen un
cosficiente do variacidn menor al 10% . Los valores experimentales
de tono muscular resultantes de esta prueba de viabilidad, se
trataron ademas medlante el metodo estadistico de ANOVA C Analisis
de Varianza J, encontrandoc que la variabilidad existente dentro de
grupos € cuadrado medio= 0Q.089 > es menor que la variabilidad
existente entre los grupos ( cuadrado medio= 14.180> «m». La
variacidn dentro de cada grupe se axplica por la variabilidad
bidlogica del tejido, ya que se ha observado que la respuesta a una
dosis f1ija de un fdrmaco., varia en el tejido aislado de un momento
a otro an. La variacidn entre grupos se debe principalmente a2 las
caracteristicas individuales de cada tejido aislado, ya que estos
tejidos provienen de animales distintos, por lo que debido a sus
caracteristicas propias, no tienen la misma intensidad de
respuesta. aun tratandose de la misma dosis.

Por otra parte en el laboratorio de Farmacologia no se cuenta
con equipo de uso exclusivo para investigacidn y con un
-mantenimiento adecuado, incrementando as{ la variabilidad entre
grupc y grupo. Como consecuencia la razén de varianza € 204.733 D
fue mayor que el valor critico de F ¢ 2.47 ) . por lo que se
deduce que la media de respuesta entre experimentos no es igual, es
decir que aunque en todos los experimentos se presenta una
respuesta inmadiata a la adicidn de adrenalina, la magnitud de esta

respuesta por el tejido no es la misma para todos los tejidos.
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En resumen se encontrd que la manipulgclén en la preparacidn del
anillo de acorta. s{ nos permitio uma respuesta a la adrenalina en
todos los experimentos, aunque es necesaric minimizar, la
vari;bilidad entre grupos en las siguientes etapas experimentales,
para conseguir esto, se trato de que el equipo fuese utilizado casi
exclusivamente para la realizacidén de este protocolo experimental,
-ademas de que el mantenimiento del equipo fuese mejor y se
presentaron los resultados en porcentaje de respuesta para qﬁe
pudieran compararse.

Una vez determinada la viabilidad del tejido mediante el
experimento anterior, se realizaron curvas dosis respuesta a la
adrenalina, con la finalidad de encentrar @l comportamiento de
esta preparacidn ante este agente quimico y asi poder determinar
la concentracidn adecuada de esta catecolamina para poder
pracontraer a la preparacién para probar los efectos del
propranolol, nifedipina y nitroglicerina., los resultados fuerdn
grificades C(grif. 1 J, observidndose en esta grifica una respuesta
promedio alta € 27.04% D para la concentracidn inicial, por lo que
no tenia la forma sigmoidal descrita para una curva dosis respuesta
@. Se decidid adicionar cuatro dosis mencres a la curva dosis
respussta que ya se tenia, nuevamente se grifico los resul tados de
estos experimentos C grdf. 2 D, obteniendo una grdfica como la que
se esperaba, Estos resultadeos fueron tratades con regresidn lineal

Cgrdf. 3 ) para doeterminar la dosis efectiva media de adrenalina,
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resultando de 3.1ugs2ml. una concentracion poco mayor a esta €
Blug-2ml) se utilizd en la realizacidn del siguiente protocolo
experimental .

Para comprobar el efecto antihipertensive de la nifedipine,
.propranalol ¥y nitroglicerina se realizardn 8 experimentos por cada
unc de los fdrmacos, la precontracidn del anillo de aorta C(dosis
mayor a la dosis efectiva media) se realizo para que se puediera
apreciar el efecto vasodilatador de estos fdrmacos, los resultados
se obtuvieron en porcentaje de vasodilatacidn., encontrandose para
el caso de la nifedipina un promedic de 98.4% de inhibicidn de la
precontracion con adrenalina, con un coeficiente de variacion de
4.49%, es decir que inhibe casi totalmente la contracidn praovocada
por la adrenalina. El propranclol provoca casi un 100% de
inhibicidn de la precontraccidn en 68 de los experimentos y en los
experimentos 1 y 2 valores aproximados al S50%, es probable que en
la realizacidén de estos dos experimentos se hayan tenide errores
experimentales o bien debidos a la variabilidad bidlogica. aunque
el coeficiente de variacidn fue de 30.58% podemos decir que se
confirma el efecto vasodilatador del propranolel aunque este no sea
total. Los resultados obtenidos para los 8 experiementos con
nitroglicerina, dieron wun valor promedie del porcentaje de
vasodilatacidn de 100X y un coeficiente de variacidn de =
comprobando estos valotres el efectos antihipertensivo de la

nitroglicerina. Los valores experimentales de porciento de

es



vasodilatacidn de los fdrmacos nifedipina, propranolol b4
nitroglicerina, fueron tratades mediante el metodo estadistico
ANOVA C los resultados de los calculos se presentan en la piag 67).
Encontrando que no hay diferencia significativa entre la respuesta
a los tres firmacos, ya que la razdn de varianza <0, 385) es menor

que el valor critico determinade €3.473.
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7> CONCLUSIONES

1) Se wvalord la preparacidn del anills de asrta de rata en la-

prueba de viabilidad.

20 En este modelo experimental *‘in vitre'’ se realizaron curvas
dosis respuesta a la adrenalina, con la fipalidad de estudiar el
comportamiento de esta preparacign ante la presencia de diferentes

dosis de esta catecolamina.

N Se comprobd el afecto vasodilatador de la nifedipina,
propranclol Yy nitroglicerina en aniilos precontraldos con

adrenalina.
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