Y UNIVERSIDAD NACIONAL
@ AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA
ACTIVIDAD DEL MUSCULO LISO
VASCULAR “IN SITU” E “IN VITRO”’

TESIS MANCOMUNADA
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO  FARMACEUTICO  BIOLOGO
(BIOQUIMICO- MICROBIOLOGO)
P R E § E N T A N

MARIA EUGENIAE\EEGRIA MAZON
MAR!CELA]C_ONCHA RIOS

Mexico, D. F. Verano pe 1994

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

“EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA ACTIVIDAD DEL
MUSCULO LISO VASCULAR “IN SITU” E “IN VITRO”

TESIS

Mancomunada
Que para obtener el titulo de:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
(BIOQUIMICO-MICROBIOLOGO)

PRESENTAN :
MARIA EUGENIA ALEGRIA MAZON .
MARICELA CONCHA RIOS.

ASESORES:
Dr, en C. Cruz Reyes Viazquez.
Facultad de Medicina
Dra. en C. Elia Naranjo Rodriguez.
Facuitad de Quimica.

México, D.F., 29 de Junio de 1994,

Verano, 1994

TESIS CON- -
-FALLA DE ORIGEN



A Dios por darnos la vida ,
inteligencia, salud y por
habernos permitido
terminar una de nuestras
metas.

A la facultad de Quimica
por habernos acogide en
su seno y habernos dado
una formacidn academica.

A los profesores que estuvieron
involucrados en nuestros afios
de estudio, por su tiempo,
dedicacidn, ejemplo,
motivacion, entusiasmo y
dnimo para poder seguir con
la culminacién de la carrera.

A todo nuestros compaiieros
que compartieron alegrias y
fristezas con nosotras.
Ruih Martin F.
José E. Estrada Z.
Ma. del Carmen Melgar P.
Ma. del Carmen Santamarfa
Andrea  Mungufa S.
Mdnica Gutiérrez F.
Adriana Romero C.



Por lu enseiianza, dedicacitn,
motivacion, asesoramiento de
este trabajo ¥ sobre todo la
grandiosa amistad que nas
brindan y tener siempre una
amable respuesia ¥ sincera y
constante sonrisa.sonrisa:

Dr, en C. Cruz Re yes Vazquez
Dra. en C. Elia B. Naranjo Rodriguez.

A nuestro jurado por la dedicacion
y comentari os hechos durante la
revision de este trabajo:

Profra. Andrea Gabayet M.
Prof. Homero Herndndez M.
Prof. £lia B. Naranjo R.

A los compaiieros de tesis por
sus motivaciones 'y dnimos
para lograr la culminacidn
de este trabajo.

Victor Mendoza F.
Mdénica Mendez D.
Maribel L. Herrera R.
Miguel A. Vargas.
Patricia Pérez A.
Felipe Vargas R,
Marcos Salis L.
Federico,



JURADO ASIGNADO & prOFESIDRAES

MENE
exANsA; PE QUIMIGH
Presidente  : Profra. Andrea Gabayet Martin.
Vocal : Prof. Homero Hernédndez Montes.
Secretario

: Prot. Elia Brosla Naranjo Rodriguez.
1er Suplente : Protf. Jestis Hemd&dez Falcon.

2do. Suplente : Prof. Raquet Orntega Mufoz,

Sitio donde se desarrollo la tesis :

Seccién de Neurofarmacologfa. Facultad de Medicina.
Deparlamento de Farmacologia. Facultad de Quimica

Asesores

Sustentantes :
Alegrla Mazén Masfa Eugenia.

Concha Rios Maricela.




A mis padres por brindarme cariiio,
amor, ejemplo, esfuerzo y por la
dedicacion completa, de su vida
para lograr mi formacién
academica y personal.

Jdse Marcos Concha Gémez.
Estela Rios Velazquez.

A mis hermanos por brindarme
su apoyo, cariiio, comprensidn
durante todos estos afios:

Ana Lilia Concha R.
Andrés Concha R.
José Luis Concha R.

A mi tla por su apoyo, consejos,
palabras de dnimo y su
maravilloso ejemplo que me da:

Ma. Angelica Concha Gémez.

A mis abuelitos por darme su
ejemplo de como poder resolver
problemas y no darme porvencida.

Hermelinda Gdmez Argumedo.
Andrés Concha Alvarez.



A mis primos {as) por hacerme
gratos los momentos de mi
vida y por inyectarme dnimos
y esperanzas.

Maribel, Norma, Miriam, Karina
Juan Manuel, Salomdn.

A mis compaiieros de Promeco por
brindarme su amistad, alegria y
consejos durante mi estancia y por
ayudarme en mi formacién profesional.

A todo mis amigos por brindarme
st agradable presencia, alegria,
dnimos 'y consejos.

A mis cuatachas que siempre
recordare toda mi vida por
darme carifio, apoyo, consejos

y sobre todo su compaiiia en mis
momento felices y tristes:

Ma. Eugenia Alegria Mdzén
Ana Marfa Lara A.



CONTENIDO

Capitulo Pdgina
‘ Introduccién 3
Antecedentes 8
I. Melatonina . 8
i) Historia rmsois 8
i) Biosintesis . .
ili} Efectos Fislolégicos PN 12
Il. Sistema Vascular o 19
Iil. Noradrenaiina 22
IV. Propranolol 24
Objetivos 26
Hipétesis 27
Material y Métodos 27
i) Estudios n vivo" 29
i) Estudios ‘in vitro” 31
Resultados .34
) Estudios “in vivo” i 34
i) Estudios “in vitro" . . o 47
Discusién y Conclusionss i 7
Concluslones _ . ‘ ‘ ., . 67

Referencias o ’ 68



INTRODUCCION

En un lapso de cincuenta afios, la informacién relacionada con el estudlé de la
Glanduta Pineal (GP) o Eplfisis cerebri ha provocado una transicién de una etapa de
esceptismo y perplejidad a otra en la que esta gléndula es objeto de mtiltiples
estudios cientificos, y como consecuencia surge un verdadero interés en dascifrar su
actividad fisiolégica (17). La descripcidn anatémica de la gldndula pineal precedid a
la de casi todos los érganos endocrinos; asi en el siglo Il A. C., el griego Herdfilo le
atribuyé funciones valvulares, las cuales regulaban el flujo de la memoria. Esta idea
persistié hasta el siglo XIX, en que Matendie, aunque también consideré a la pineal
como una vélvula, estim6 que su funcién residia en regular e! fiujo del liquido cefalo
rraqufdeo. Entretanto, Galeno, en el siglo II, al describir la anatomia de la pineal en
detalle, la denominé Konarium (pifia, en griego); este autor sugirié que ademds de su
accloén sobre el flujo de memoria, la pineal daba sostén a la masa de venas cersbrales
que recorren la cara posterior y dorsal del diencéfalo; tal idea fue apoyada también
por Vesalio algunos siglos més tarde (fig.1).

Algunas de las concepciones mas difundidas sobre la glandula pineal se originaron
en la India y fueron popularizadas en el occidente por cientificos de la talla de
Descartes (1596 - 1650). Este autor en su doctrina de los arcos reflejos, consideré a
la pineal como parte del sistema que transporta a los esplritus animales desde la
sangre hacia los ventriculos cerebrales. De esta premisa surgid la Idea

de que el alma se ubicaba en la gldndula pineal (37). Los mamiferos, poseen und GP



Gnica y parenquimatosa, la cual se deriva ontogénicamente del techo de la porcién
posterior del diencéfalo y se sitla en un lugar profundo del cersbro como parte del

epitdlamo fig. 1.

cuerp, B
calloso glandula
pineal
/' colfculos
receso del superiores
3er. ventriculo
Fig. 1. Ubicacid: omica de la gléndula pineal en los seres humanos.

En los vertebrados infericres la GP estd constituida por varias estructuras que

en su conjunto forman los sistemas pineales; por ejemplo, en los reptiles se encuentra
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Fig.2 Esquema que representa un corte logintudinal del cersbro de la rata que muestra Ia
gldndula pineal de la rata.



estructura en el drgano parapineal el cual es una estruclura altamente diferenciada
que forma un pequefio érgano semsjante a un ojo, con cristalino y retina, localizado
por debajo de un adelgazamiento 6seo del crdneo que recibe el nombre de *tercer
ojo*. Este érgano parapineal es sensible a la luz, pero no esta implicado en la visidn
discriminativa (13),

En fa pineal, de todos los animales incluyendo al hombre se encuentran células
similares a los receptores de la retina (19) con polos receptores y polos emisores. Sin
embargo estas células son funcionales solo en los reptiles y animales inferiores. La
respuesta de estos fotorreceptores esta en funcién de la intensidad, composicién
espactral y de accién de la luz (71). Aungue los pinealocitos de los mamiferos no
responden en forma directa a la luz; éstos reciben informacién luminosa a través de
un circuito neuronal, que implica a la retina, el hipotdlamo, y el simpdtico cervical. De
tal manera que la informacién luminosa regula la actividad de la GP en todas las
especies de animales hasta ahora estudiadas. Debido a esta relacién esta glandula
se considera un érgano neuroendocrino, la cual ejerce un papel esencial en fa
sincronizacion fotoperiddica de los ritmos bioldgicos (13).

Quizé la caracteristica fundamental en las funciones de fa GP, sea su variabilidad
funcional, es decir, sus acciones dependen de la especie animal, de la épaca del afio y
de la hora del dfa. Por ejemplo, en los vertebrados inferiores actia sobre la respuesta
cromatica dérmica a los cambios de la luz amblental; en los roedores, interviene en la

regulacién de fa funcién gonadal {58), mientras que en animalgs superiores, incluyendo



al hombre, la gldndula estd vinculada con ;'nocesus de conducta (20,24,26),
consecuencia de algunos cambios en {a actividad eléctrica del sistema nervioso
central (SNC) que son provocados por hormonas. Asi en los mamiferos, las
hormonas provocan efectos anticonvulsivos {12,57), hipnogénicos {10,20), sedativos
(62), ansioliticos (29); ademds de que también modulan la produccion y liberacidn de
varias hormonas {42,47).

La relacion existente entre el fotoperfodo y la GP constituye una ventaja evolutiva
que permits a fos Individuos adaptarse en una forma mas eficiente a su entorno
amblental (71). Entonces, no es de extrafiarse que |as especles con pineales
voluminosas y complejas, sean aquellas que habltan las zonas templadas y polares;
donde las condiciones ambientales son muy variables y extremosas, mientras que las
especies con pineales pequefias y de organizacién simplificada, habitan regiones
circutropicales. Ademds, en los animales polares la pineal p;rtlclpa en la
termorregulacion, en la entrada y salida del estado letargico dél suefio y también en
ta hibernacién (27).

Quizd la funcibn més estudiada de la pineal sea su participacién en fa reproduccién,
sobre todo de tipo estacional, la cual estd subordinada a la duracién diaria de la
fluminacién. Los mejores estudios sisteméticos sobre aste tépico han sido efectuados
en el hamster y en el carnero (26). En estos animales la pinealectomia conduce a
una desincronizacién de la actividad reproductora en relacién al ciclo anual dei

entorno. Como resultado de eilo, la sobrevivencia de las crfas se compromate,



puesto que las crfas nacen en una época del aiio desfavorable para su superviviencia.
La administracidon de melatonina (MEL) en estos animales restaura el ciclo estacional
de la reproduccion (33).

En términos generales, es posible que las variaciones diarias y estacionales de
la secrecién de melatonina en todas las especies constituya un mensaje que sincroniza
las funciones propias de ia estacién, incluyendo la sexual. Los efectos sobre la
reproduccién ejercidos por la MEL parecen ser consecuencia de una reduccién en la
sacracion de las hormonas hipolfisiarias (gonadotropinas) implicadas en el control de
1a reproduccién. Esto explica la regresién gonadal que se observa en animales que son
mantenidos en oscuridad total o bajo tratamiento con MEL exégena (58).

Desde un punto de vista econdmico, los conocimientos adquiridos de la pineal y
en particular de la melatonina en los mamiferos han permitido proyectar importantes
aplicaciones. En dias largos, la administracién vespertina de MEL, tiene un efecto
estimutante sobre la Iniciacién de la actividad sexual de la oveja; lo que incrementa la
biodisponibllidad de carne de cordero, la produccién ds leche e incluso el alargamiento
del tiempo de crecimiento antes del sacrificio (5).

Debido a estas acciones relaclonadas con la iluminacién ambiental: la pineal ha
sido considerada como un transductor capaz de convertir los estimulos neurales

provenientes de la retina en una respuesta endécrina, productora de hormonas (6).



ANTECEDENTES
l- MELATONINA

) HISTORIA : Las acciones provocadas por la gldndula pineal son

mediadas por hormonas, que desde un punto de vista quimico, son indoles o
péptidos (55). Todos los indoles pineales se derivan del aminoécido “esencial
triptéfano. La hormona indélica més importante, tanto por su produccién como por
sus efectos, es la melatonina (MEL) (5-metoxi-N-acetiltriptamina), esta hormona fue
alslada de la pineal de bovinos en 1958 por Lerer y cols (45). Debido a que esta
hormona provoca un aclaramiento de la piel de los renacuajos, lo cual implica una
accién sobre los melanoforos y melanina cutdnea, estos autores la denominaron MEL.
Esta accién sobre la piel de anfibios fue utilizada como un bioensayo
extremadamente sensible para la determinacién de MEL hasta el advenimiento del
radioinmunoandlisis (8). La MEL pertenace a un grupo de compuestos biolégicamente
activos y denominados 5-metoxi-indoles. Los cuales son producto de secrecién de fa
gldndula pineal en los veriebrados hasta ahora estudiados, incluyendo al hombre
{7). Entre los compuestos mds estudiados se encuentran los §-metoxi-triptofoles y,
los 5 metoxi-indoles asoclados al &cido acético, todos ellos con actividad fisioldgica
importante (72). La MEL es altamente liposoluble y muy poco hidrosoluble, por lo que
se disuelve en propllen glicol o0 en etanol. Posee un enorms margen de seguridad ya
que para ejercer efectos téxicos se requiere de dosis mayores a 800 mg/Kg,

cuando las dosis fistolégicas oscilan en picogramos.



ii) BIOSINTESIS: La sintesis de MEL se inicia con la captacién de tripotétano por los
pinealocitos {35). Una vez en el retfculo endopldsmico, se produce una hidroxilacién del
triptétano para transformarlo en S-hidroxitriptofano (5-HTP). Esla reaccién ocurre en
presencia de la enzima triptéfano - hidroxilaxa; y requiere de oxigeno, hierro 2+ y
pteridina reducida (63} (fig. 3).

Posteriormente e! 5-HT es descarboxilado y transformarlo en 5-hidroxitriptamina
(5-HT), mejor conocida como serotonina, por accién de la S-hidroxitriptéfano
descarboxilasa (63) (fig. 3). La serotonina es un neurotrasmisor que se localiza en allas
concentraciones en los tejidos periféricos como el intestino (16), el sistema vascular, el
fifon (41) y el higado (65) entre otros. En el SNC, la serctonina intervienen en funciones
como el sueiio, la regulacién motora, el dolor y algunos procesos psicolégicos elevados
como los sentimientos, el razonamiento y sus motivaciones. Existen receptores
especificos a la serotonina en maltiples tejidos, los cuales aparentemente median todos
los efactos de este neurotransmisor.

Actualmente se describen mas de ocho receptores para esta sustancia (36). A
pesar de la similitud estructural entre la serotonina y la melatonina, no existe algin
receptor a la serotonina que muestre algin grado de afinidad por la melatonina (24).
Las concentraciones de serotonina en la GP son las mas elevadas del organismo y
muestran un ritmo circadiano Inverso al de la melatonina, con valores maximos durante
la fotofase y menores en 1a escotofase (59) (fig4). Una vez sintetizada, la serotonina es
transformada en N-acetil-5-hidroxitriptamina (N-Ac-5-HT) & N-acetilserotonina (63), por
accién de la enzima N-acetiliransferasa (NAT). Este este Gltimo compuesto carece de
actividad bioldgica, y su Importancia fislolégica consiste en ser el precursor de la
melatonina (63).

Finalmente, otra enzima la hidroxindol-o-metiltransferasa (HIOMT), at transferir un
grupo metilo, donado por la S-adenosilmetionina, en la posicién orto para dar como
resultado el 5-hidroxi-indol-acético a varlos derivados metilados, puede dar como
productos finales a la 5-metoxi-N-acetil-triptamina (MEL); el 5-metoxitriptéfol (5-MLT) o
al ac-5-metoxi-indolacético (5-MIAA), dependiendo del substrato sobre el que actue la
enzima (fig. 3). Todos estos compuestos poseen actividad hormonal (63).
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Flg. 4, Diagrama esquematico representalivo de las variaciones en las concentracionas de los sustratos
involucrados en fa sfntesis de la mefatonina, y sus enzimas con respecto.al {otoperiodo. En A} se
muesttan Jas varlaciones de serotonina {pmoles/mg), en B) N-acetlitransferasa
{nmoles/produc/mg/hr), ©) N-acetilserotonina (umoles produc/mg/tr}, D) Hidroxindolo-
metiltranstarasa (nmoles produc/mgthr), E) melatonina (pmolas/ma).
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EFECTOS FISIOLOGICOS.

La MEL alcanza a sus 6rganos blancos por 1a via sanguinea, siendo el cerebro el
érgano blanco principal. La administracién de MEL provoca cambios importantes en la
sintesis y liberacién de varics neurotransmisores cerebrales {(25). Como resultado
de esta accion la aplicacién de MEL induce el suefio en gatos (21), gallinas jovenes y
en humanos {21). Ademds de poseer una accién potenciadora sobre el sueiio
provocado por hexcbarbital, en el ratén (10) y por pentobarbital en la rata macho
(11). Tamblén inducen sueno los metoxi-indoles como el 5-metoxitriptéfano, cuya
aplicacién, en ratas pretratadas con barbitaricos, provoca un estado hipnético
caracterfstico(21).

Por otro lado los estudios realizados por Veme sugieren que la MEL ejerce una
acclén sedante en ratas (66). Kovacs y cols. mostraron que la MEL en dosis de 100
ug/rata deprime la respuesta simpdtica a un agente estresor y atin en ausencia de
éste, las ralas disminuyen su actividad (43). Por su parte Datta y King (18) en
estudios de aprendizaje muestran que fa MEL actla como inhibidor de la memoria en
procesos de atencién lo que incrementa ! fendémeno de extincién (21). Este efecto
puede ser resultado de una secrecién de ACTH/MSH, hormonas que facilitan la
retencién de respuesta en el aprendizaje (51).

Otro efecto cerebral de la MEL, son sus acciones anticonvulsivas; asf Bindoni y

Rizzo en 1965 mostraron que los conejos con pinealectomia sufren de convulsiones



después de estimular al hipocampo, esta accién .no se observd en conejos con falsa '
pinealectomia (12).

También la actividad depresora y poder anticonvulsivo de fa difenilhidantoina,
diazepan, clorodiazepoxido y pentobarbital se reduce significativamente en ratas
pinealectomizadas (57). Finalmente la aplicacién de MEL, y de los extractos pineales
acuosos de bovinos, ejercen efectos anti-convulsivos (57). Varios estudios muestran
que la MEL moditica la respuesta de neuronas epilépticas a los estimulos sensoriales,
reduciendo como consecuencia, los efectos de los reflejos sensoriales los cuales
pueden desencadenar la epilepsia (23).

Las acciones hipnéticas, sedantes y anticonvulsivas descritas, son resultado de la
accidn depresora que la MEL ejerce sobre la actividad eléctrica del SNC (48); y
puntualiza el importante papel que esta hormona ejerce en algunos procesos
conductuales (21).

En el campo de la endocrinologla, desde los afios 50 Kitay y Altschule mostraron
que la administraclén de 100 mg de exlractos pineales, durante 14 dias, deprimen el
crecimiento ovérico e inhiben la ovulacidn en ratas. Hallazgos similares fueron
reportados por Relter, quien ademéds mostré que la pinealectomla provoca la
hipertrofia del ovario y de los 6rganos accesorlos en ratas maduras  (56);
mlentras que este procedimiento quirdrgico en ratas jovenes provoca una
maduracién sexual premafura (13). La Inyeccién de extractos de la pineal revierten

este efecto (56) .
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L.a relacién entre el fotoperiodo y Ja funcion gonadal de fa pineal, se establecié
desde la decada de los afos 60 cuando se mostré que los animales jovenes
expuestos a iluminacién continua, desarroilan una maduracion precoz y los adultos un
aumento en su peso gonadal. Estas respuestas se revierten con el tratamiento a
base de extractos pineales (56). Por estos hallazgos Reiter y cols. sugirieron que 1a
GP es un 6rgano neuroendocrino productor de varias hormonas antigonadotrdpicas,
entre las cuales la mas importante es fa MEL (56).

Esta hormona también ejerce efectos endocrinos no relacionados con la
reproduccion; por ejemplo, en los roedores esta honmona provoca una disminucién
tanto en el paso de Ia tiroides como en la secrecién de tiroxina; mientras que los
animales pinealectomizados muestran el efeclo opuesto (47), Bailey y Matly
describieron que la MEL reduce Jigeramente la fiberacién de Insulina basal; y provoca
un decremento significativo de la secrecion inducida por la glucosa en los islotes de
Langerhans alslados, provanientes de ratones normales e hiperglucémices; lo que
sugiere que la GP ejerce una regulacién 1dnica sobre la secrecién de insulina en el
péncreas (9). Ademds en los animales pinealectomizados los niveles de la hormona
estimulante de los melanocitos {MSH) en la pituitaria son més altos cor. respacto a
sujetos sometidos a una falsa pinealectomia (39). También las inyecciones de MEL
originan una rdpida disminucién del contenido de esta hormona {39) V; lo que modifica
la pigmemntacién de la piel y las caracteristicas del plumaje de aves y del pelaje de

varios animales (71}. Otras acciones endécrinas de la MEL incluyen su tono Inhibidor

14



sobre la pituitaria posterior productora de oxitéclna y hormona antidiurética cuya
secrecién se reduce por el tratamlento con MEL (71) .

La MEL también inhibe la transformacién de progesterona hacia cortiso! y
aldosterona (50). En los animales con pinealectomfa cronica se observa un
incremento en la secrecién hormonal adrenocortical, el cual puede traducirse en un
incremento de la presién arterial observado en animales pinealectomizados (34). Son
varios los estudios que muestran que la GP restrings y modula la esteroidogénesis
adrenal bajo condiciones normales y de estrés , lo cual fue descrito por Binkley y
cols. También existe una relacién entre la GP y la temperatura corporal, por ejemplo
cuando el gorribn doméstico es pinealectomizado el ritmo circadiano normal de
temperatura corporal desaparece, este efscto observado en otros animales sugiere
que la GP también es un sincronizador de la temperatura (12).

Por otra parte Investigaciones recientes han mostrado que la MEL inhibe las
contracciones espontdneas e inducidas del misculo liso de algunos tejidos como el
litero, el duodano, el conducto deferente de rata y la traquea del gato (18,22,44)

Estos efsctos s8 deteclan‘ en condiciones "in vitro"; asl, en expermentos que
registran las contracciones de tiras de Utero de ratas se observa que al adiclonar
MEL se produce una disminucién de la contractilidad espontanea, la cual es
dependiente de la concentracién de MEL afadida. También las contracciones
inducidas por la serotonina y por oxitocina son bloqueadas por la adicién de MEL. Es

~probable que la MEL ejerza una respuesta similar en condiciones *in vivo" (22).



El duodeno también disminuye su contractilidad espontdnea en presencia de MEL
a concentraciones que oscilan entre 1.25, 5.0, 20, 40, B0, 160 x10-8 moles/mi, con
esta (ltima concentracién se observa una inhibicion completa de Ja contractilidad;
ademds, la contraccién inducida por ia serotonina es inhibida con concentraciones de
MEL de 40 a 160x10-% (53). Una situacién similar se observa en el misculo liso de la
trdquea precontraida con serotonina (44). Se desconoce aun el mecanismo por el
cual MEL ejerce una acci6n ihibidora sobre la contraccién muscular lisa (44).

Estudios bioguimicos recientes han caracterizado un tipo especial de sitios de
unién para la MEL solo en ia regién del hipotdlamo y la eminencia media. Fuera del
SNC éstos se localizaron dnicamente en la vasculatura de la arteria caudal y las
arterias que forman el polfgono de Willis de la base del cerebro de rata (69). La
localizacién de estos receptores se realizé con técnica de autorradiografia *in
vitro®; utifizando la 2-I-125melatonina. Estos receptores mostraron estabilidad,
"saturabllilidad y reversibllidad con una alta afinidad ya que su constante de
disociacidn en la areria cerebral anterior es de 3.4 x 10-11 My en la arteria caudal
es de 1.05 x 10-10 M (72) .

La relacién entre la GP y la presién arterial surgid cuando se mostré que la
pinealectomia tiende a provocar un incremento leve y pasajero de la presidn arterial
(34); aunque estos resultados no necesarlamente han. sido reproducidos por todos
los autores (32). La calidad de leve y pasajero puede ser resullado del muy activo

sistema de regulacién da la presién arteral que poseen todos los animales (60) . Asf,



un incremento o decremento de la presion arterial genera en poco tiempo un cambio
ya sea en la resistencia periférica vascular, en la actividad cardiaca o incluso en el

volumen circulants, el cual tiende a restituir el nivel de la presién arterial basal (80).

Cualquier cambio en la presién arterial provocado por la administracién de indoles
de la pineal puede ser consecuencia de una accién directa de estas sustancias
sobre el sistema vascular o por una accidn indirecta. Por ejemplo, la MEL puede
ejercer efectos sobre las hormonas de la corteza suprarrenal; estas hormonas,
participan en la regulacién de los minerales y liquidos de la economfa {46). Por lo tanto
se observard un Incremento o decremento plasmdtico como consecuencia a los
camblos en la presion arterial y se traducird en camblos en las concentraciones de
Na+, K+ , Ci-. H+.y agua (60).

Las acclones de los indoles de ia pineal sobre las conceniraciones de tiroxina,
hormona antidiurética, estrégenos y andrégenos, explicarian por si mismos algin
cambio en la presion arterial, a la vez que cada una de estas hormonas es capaz de
modificar su valor (60),

Por otro lado la MEL ejerce efectos directos sobre la musculatura lisa de la
traquea, duodeno, fleon, vaso deferente y dtero, los cuales sustancialmente no son muy
diferentes al musculo liso vascular. Lo que sugeriria que la MEL es también
capaz de afectar en forma directa a este tipo de muisculo liso. Sobre ! mecanismo de

acclén utifizado a nivel de la musculatura lisa, solo se pusden sugerir algunas
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probabilidades, como se menciond, a excepcién de las arterias del poligono de Witlis
no se ha datectado algun tipo de receptor a la MEL en alguin otro tipo de mdsculo liso
por lo que su efecto parece no depender de su asociacién con receptores tipicos a la
MEL. Ademds los efectos inhibidores sobre la musculatura lisa solo ocufren cuando se
agregan dosis farmacolégicas las cuales son miles de veces mayores que las
fisioldgicas. Esto podria sugerir algun tipo de interaccién entre la MEL y alguna de
las sustancias que fisiolégicamente estén modulando la contractilidad lisa vascular.
Asi por ejemplo en las arterias del poligono de Willis, la MEL potencia la accién de ia
noradrenalina {NOR), incrementando con ello el tono arteral (67). Por lo tanto cabe
la probabilidad de una interaccién entre fa NOR y la MEL a nivel de otros grupos

arteriales.

18



SISTEMA VASCULAR

En términos generales el sistema vascular sanguineo estd constituido por un
érgano generador de un gradiente de presiéﬁ el cual es el corazén y un sistema
vascular que transporta la sangre y que esta constituido por tres tipos de vasos:
arlerias, venas y capilares. La actividad cardiaca consta de 2 fases con repeticiones
cicticas una de contraccion (slstole) y otra de relajacién {didstole). Las ;unciones del
€crazén son la yeneraclén de un gradiente de presidn entre las arerias y venas. Se
le describen cuatro propiedades al musculo cardiaco que son automatismo,
excitabliidad, conductibliidad y contractilidad y a dichas propledades puede agregarse
el tono cardiaco (28,60j.

Los vasos sanguineos que reciben el aporte del corazén son las arterias. La
principal es la aorta, la cual sale del ventriculo izquierdo, y la arterla pulmonar misma
que se origina en el ventriculo derecho. Estas arterias sufren repetidas divisiones
cuyas sucesivas ramiticaciones disminuyen gradualmente en tamafio, Las artefias mds
cercanas al corazén son vasos de paredes gruesas capaces de fesistir la fuarza
pulsdtil de l1a contraccién cardiaca {31,60). La funcién de estos vasos consiste en
transformar el fiujo sanguineo pulsatil del corazén en un fiujo continuo a nivel capilar.

Para este motivo las arterias tienen paredes rasistentes for;nadas por tres capas
o tinicas arteriales que son la fntima, media y adventicia. De estas tres capas la més

importante es la media la cual estd constituida por tefido conjuntivo eldstico y
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misculo liso, cuya actividad da origen al tono arterial (60). Esta fuerza arterial, al
interactuar con la presién que el flujo sanguineo le imprime, da origen a la presién
arterial; a su vez la presién del flujo sanguineo, es consecuencia de la accién
contractil del corazén. De esta manera una modificacién en la actividad del masculo
liso vascular o del rmisculo estriado cardiaco se traducird como un cambio en la
presién arterial, Parte de la energla que se genera durante la contraccion ventricular
se utiliza para inyectar sangre a las arterlas y el festo en distender el tejido eldstico
de las paredes de ellas.

Durante la fase diastélica del ciclo cardiaco el tejido elastico arterial distendido,
al recuperar su estado primitivo, eferce presion sobre la sangre que contiens el vaso,
la cual empuja la sangre a través de las arterias (60). Entonces la energia potencial
acumulada en la distencién de las paredes de estos vasos durante la contraccién
cardiaca, es empleada para la recuperacion elastica de la pared vascular durante el
perfodo en que el corazdn estd inactivo. Esta relajacion de la tensién de la pared
arterial sirve como una bomba auxlliar, que empuja la sangre hacia adelante durante
la didstole cuando &l corazén no ejerce ninguna presién (60). Como consecuencia, &t
tejido eldstico de las arterias convierte en un flujo continuo el flujo intermitente
proveniente del corazén. De esta forma la relacién hemodindmica entre el corazén y
las arterias es tal, que la actividad cardiaca es fundamental para la generacién de la
presién sistélics, mientras que la actividad arterial se manifiesta bésicamente en el

mantenimiento de la presién diastéfica (60).
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En condiciones experimentales el muisculo Iisb vascular de las arterias puede ser
estimulado mediante varios tipos de sehales nerviosas que pueden ser, hormonales y
de ofra clase. Mientras que en condiciones fisioldgicas son dos sustancias quimicas
las que Interactian con la membrana del misculo liso, a través de proteinas
receptoras modulan el proceso contrdctil arterial con lo cual modifican y mantienen
en un nivel a la presién arterial (60).

El musculo liso arterial esta inervado por fibras nerviosas auténomas, las cuales
gjercen un efecto tonico sobre f0s vasos sanguineos aumentando la resistencia
vascular. La sustancia que participa en esta estimulacién es la noradrenalina (NOR).
Por el contrario la vasodilatacién ocurre como consecuencia de una inhibicién del tono

simpdtico a nivel det SNC (60).
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NORADRENALINA.

Los efectos de 1a NOR se realizan a través de receptores clasificados como oy
f. En términos generales 1a activacién de receptores o provocan vasoconstriccion, lo
cual tiende a aumentar la presidn arierial, mientras que las acciones mediadas por los
receptores 3 se asocian con una vasodilataclon. Los sistemas adrenérgicos son
regulados por el tallo cerabral, por lo que fa inhibicion dei tono simpatico a este nive!
también produce una vasodilatacion {40). Esta accién fisiolégica juega un importante

papel en la regulacion de la presién arterial.

OH

!
oH : _CH—CH,—NH,
OH

Fig 5. Estuctura quimica de la noradrenalina, la més impotiante del sistema
nervioso peritérico, localizada an las terminales nerviosas simpéticas.

El resultado del efecto de una .§ustancla adrendrgica en determinado drgano
dependera de la densidad y de la ubicacién de receptores ya sea a 6 §;. por ejemplo;
los vasos sanguineos cutdneos poseen casi exclusivamente . recaptores o por lo que
la NbH y,la adrenalina (noradrenalina metilada) provocan una vasoconstriccion

pronunciada, mientras que el misculo liso de los vasos sanguineos que irrigan los
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muasculos esqueléticos tiene receptores B y u.‘La activacién de los receptores B
produce vasodilatacién y ta estimulacién de los receptores o contrag estos vasos
(40).

En 1946 Von Euler aislé e identifico a la NOR (fig. 5) en el sistema nervioso
simpatico y mds tarde se desarrollarén métodos sensitivos para determinar estd
catecolamina en los tejidos. En 1954 Axelrod trabajé en la investigacion del
metabolismo de las anfetaminas y de compuestos relacionados con la estructura de
las catecolaminas, identificé a la noradrenalina como la sustancia transmisora
liberada en las terminaciones nerviosas simpaticas postganglionares (30). Cuando un
impulso nervioso alcanza las terminaciones nerviosas, las vesiculas sindpticas liberan
sincrénicamente al neurotransmisor, el cual alcanza la hendidura sinaptica, de este
sitio las catecolaminas se asoclan a sus diferentes receptores localizados en la
membrana postsindptica (30,40).

La NOR ejerce un menor efecto en el corazén en comparacién con la
adrenalina, pero su accién periférica es tal, que incrementa en gran manera la
resistencla peritérica total. Esto, a su vez conduce a una marcada elevacién en las
presiones sanguineas sistélica, dlastdlica y media ademas de esta hipertensién
artedal, la NOR ocasiona una aceleracién cardiaca, e Inhlplclén de la musculatura
Intestinal. También aumenta el ritmo y la profundidad de la respiracién, la corriente de
aire por minuto y como consecuencia disminuye la concentracién de COzalveolar

(30).
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PROPRANOLOL

Existen una gran cantidad de fdrmacos que actGan a nivel de alguno de los
receptores adrenérgicos, modificando la respuesta de fas catecolaminas. Un ejemplo
de ellos es el propranolol (PRNL) (fig. 6). Esta sustancia utilizada como un fdrmaco:
antihipertensor , es un bloqueador B, el cual reduce la demanda cardfaca de oxigeno al
bloquear los aumentos de frecuencia cardfaca, presion arterial y la fuerza de
contracclén del miocardio, provocados por las catecolaminas; ademds de que

disminuye la secracitn de renina y evita la vasodilatacion de arterias cerebrales (30).

O'H
_ o NH—~yCH
O-CH2 CH—CHy~NH—-CHZ ~ 3

Q0

Fig. 6. Ropresenlacién esquemadlica de la férmula quimca del PRNL, un antagonista tipico de los
receptoras B adrendrgicos, sin espacificidad sobre receptores 81 6 02.
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Existe una relacidn entre fa GP y las catecolaminas, esta gldndula recibe Unicamente
inervacién de neuronas postganglionares nosadrenérgicas cuyos cuerpos celulares
constituyen el ganglio cervical superior (38), Los efectos de estas catecolaminas son
mediados en los pinealocitos por el AMPc, esta estimulacién es blogueada por
antagonistas 3 {30). En lo que respecta a este efecto en la pineal la adrenalina y la
NOR son equipotentes como B agonistas.

Al adiclonar a cullivos de GP, se elevan los niveles de AMPc, con lo que se
provoca un incremento en la actividad de la enzima N-acetiltransierasa de la
serotonina y un incremento en la sintesis de MEL. La estimulacion del nervio simpético

Y fa administracién de precursores de catecolamina (68), también produce un

aumento en la actividad de la N-acetiltransferasa de la serotonina .

25



Con bhase en los antecedentes antes mencionados, e! presente trabajo persigue
fos siguientes objetivos:

2.1 Objetivos

2.1.1 Describir el efecto provocado por la administracién endovenosa de
diferentes dosis de MEL sobre la presion arterial sistémica de ratas Wistar machos
mantanidas en condiclones de anestecia general.

2.1.2 Analizar comparativamente entre fos efectos desencadenados por ia
administracién de la MEL, con aquellos provocados por fa aplicacién de NOR en el mismo
modelo experimental.

2.1.3 Describir el efecto inducido por la adicién de diferentes concentracionas de
melatonina sobre la tensidn de la arteria aorta aisfada mantenida en un bafio de tejido;
calculando las curvas dosis-respuasta -correspondlentes.

2.1.4 Realizar un andlisis farmacologico comparativo de los efectes
desencadenados en la administracién de MEL, NOR y PRNL en el mismo modelo
experimental.

2.1.5 Detsmninar fos postbles Intesacciones entre estos 3 farmacos MEL, NOR y
PRNL, sobre la presion arterial y la tensién muscular vascular, a través de su aplicacion
conjunta y simuiténea.
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3.1 Hipétesis
Si la MEL disminuye la actividad contractil esponténea del Utero, intestino, conducto
deferente y traquea, entonces esta hormona de la pineal también mostrard un efecto
semejante sobre la arteria de rata, la cual esta constituida por musculo liso andlogo
al de los otros tejidos.

La fase experimental fue dividida en 2 grandes secciones; aquella que incluy6
ol registro de la presion arterial por el método directo en el animal integro y la

correspondiente al registro de la tensién arterial de aorta de rata “in vitro”

41 Material

1 Reglst}o de presion arterial

Poligrafo GRASS 7D de 4 canales

2 Preamplificadores GRASS 7PIE D.C,

2 Tansductores de presién GOULD P23XL

Material Quinirgico y de Sutura

1 Estersoscopio CARL ZEIZ AM 48343

Papel y tinta para Poligraio

Jeringas

Férmacos correspondientes

1 mandmetro

1 Computadora Me Datos, para anélisis de datos y graficacién
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I1 - Registro de tensién arterial

Poligrafo GRASS 7D ds 4 canales

2 Preamplificadores GRASS 7 PIE D.C.
2 Transductores de tensién GRASS FT03
Material Quinirgico y de Sutura
Solucién de Krebs-Henseleit

Cémaras de bafio

1 Bote (para el agua)

1 Recirculador de agua B&T Circon

1 Tanque de con una composicion de 95% de Q2 y 5% de CO, INFRA
12 cénulas intra-arteriales para rata marca REDCO

Cajas Pelii

Jeringas

Férmacos correspondientes

Papel y tinta para poligrafo

1 Computadora Mc Datos, para andlisis de datos y graficacion

4.2 Reactivos

Bicarbonato de sodio

Cloruro de sodio

Cloruro de potasio

Cloruro de calcio dihidratado
Sulfato de magnesio

D{+) glucosa monohidrata .
Fosfato de sodio monobasico
Agua destilada

Uretano

Noradrenalina

Propranolol

Melatonina.

4.3 Equipos

Polfgrafo Grass 7D de 4 canales



44 METODOLOGIA

4.41 Estudio “in vivo"

Utilizamos ratas Wistar macho con peso corporal entre 250 - 300g, mantenidas en
condiciones de luz y temperatura controladas. Ei perfodo de luz se iniclaba a las 6:00
y finalizaba a las 20:00 hrs, Ia temperatura ambiental siempre fue de 25 ¢ 1 0C. Los
animales tenfan acceso directo a los depdsitos de comida y agua por lo que su
ingesta fue “ad fibitum”.

Para la sesién de registro, las ratas se anestesiaron con Uretano {Sigma) (1.25
o/kg de peso). La aplicacién de urstano indujo un efecto anestésico con una
duracién mayor a seis horas, tiempo suficlente para realizar el experimento, por lo
que en muy pocas ocasiones fue necesario agregar dosis de mantenimiento del
mismo. Ya en etapa quirGrgica, se fijo en una tabla de diseccién donde procedimos a
rasurar la porcién anterior del cuello. A través de una Incisién, de 3 cm de longitud
en la porcidén antero-lateral del mismo, y después de disecar la trdquea se introdujé
una cdnula de polietileno de 4 mm de didmetro y de 4 a 8 cm de longitud, a través
de una traqueotomia. Posteriormente se localizé y disecé la vena yugular izquierda
en la cual se Introdujo un tubo de polistileno de 1 mm de didmetro extemo y 7 - 10
cm de longitud. Este catéter se continuaba con una jeringa de 3 ml por la cual se

administraban los sigulentes fdrmacos:
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* MEL a dosis de 0.1, 0.2, 0.4 0.8, 1.6, 3.2y 6.4 mg/Kg
* NOR a dosis de 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, y 6.4 ug/kg
* PRNL a dosis de 6.5, 12.5, 25, 100, 200, y 400 ug/Kg
* El grupo que recibio la administracién de 1 m! de  Polietilenglicol al 20%

{vehiculo para la disolucién de MEL), se considerd como grupo control.

Para registrar la presion arterial por el métoto directo 5e localizaba y disecaba la
arteria cardtida del lado derecho y se introducia un catéter calibre no. 19
conectado en Ifnea con un tubo de plastico rigido de 10 mm de didmetro y de 10 -
15 cm de largo. Este procedimiento quirirgico ocupaba de 10 a 15 min. El catéter
Intra-arterial se conectd a través de una llave de tres vias con un transductor de
presién arterlal marca Goul P23XL; el cual a su vez se conecta a un
preamplificador de corriente directa marca GRASS modelo 7P1F, el cual es parte
integral de un poligrafo GRASS modelo 79D,
En estas condiciones, cualquiar cambio en [a presion aterial fue detectado por el
" transductor y transmitido hacla el preamplificador. Finalmente el poligrato se
“encarga de graficarlos en pape! por un galvanémetro reproductor. E! sistema de
registro estd calibrado de tal manera que un desplazamiento de 2 cm de la plumilla
correspondia a 100 mmHg. Con esta calibracién se calculaba en forma directa la

presidn sistélica y presién diast6lica; asl como sus variacionas posteriores a la
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administracién de los diferentes farmacos, paré efectos de graficacidn, estadistica
y descripcién, las acciones de los diferentes farmacos fueron expresadas como un
cambio porcentual en relacién al valor de la presién arterial registrada en condiciones
basales. Asi, la presién arterial basal sistélica o diastélica correspondia a un valor
de 100 mmHg y si el fdrmaco incrementaba en 10 mmHg la presién; entonces el
valor correspondfa al 110 %, es decir un incremento del 10 % . Esta transformacién
matemdtica nos permitié unificar los vafores de presién arterial basal y hacer

comparativos los efectos de los diferentes farmacos.

4.4.2 | Estudio “in vitro”

Se utilizaron segmentos de 0.5 cm de a porcién inmediata posterior al
cayado adriico provenientes de ratas Wistar machos entre 250-300 g. Las ratas
fueron mantenidas en un fotoperfodo de 14 a 10 h (luz-obscuridad) por al menos 15
dfas antes del registro, con acceso libre al agua y alimento. Para la sesitn de
registro los animales fueron sacrificados por desnucamiento e inmediatamente se
precedié a la extirpacién de la arteria. Para ello se realizé un corte a nivel toraco- ’
abdominal de 6 cm, entonces se localizaba y disecaba la gorta tordcica y se
colocaba en una solucién de Krebs - Henseleit. a 37 ¢C mantenida con un burbujeo
constante de una mezcla gaseosa de 95% O» y 5% CO; todo el procedimingto

quirdrgico nunca tomé méds de 2 min. La solucién de Krebs-Henseleit contenfa en mM:
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119 NaCl, 4.6 KCI, 11 CgHy206 , 1.2 KH,PO4, 2 NaHCO,, 1.5 Cally, 1.2 MgSQ4, Uno &e
fos extremos del segmento arterial se {ij6 a un gancho (alambre de acero inoxidable
de grosor 0.05 mm) en forma de S insertado en un tapdn de hule que formaba la
parter inferior de una camara de tejido aislado (15 mi de capacidad). El otro borde
se fi}é a ta porcién sensible de un transductor de fuerza marca Grass modeio FT0S,
conectado a un preamplificador 7 PIE de cosriente directa.

El poligrafo consta da transductor, preamplificador, reproductor y canal de
informacion, la caligraclén fué realizada de tal manera que una fuerza de 2 g
equivalfa a un desplazamiento de 2 om de papel. Tal calibracion fue suficlente para
rogistrar el tono basal, las contracciones espontaneas y los cambios de tensién
provocados por los farmacos utilizades.

Al inicio del registro las porciones arteriales permanecieron al menos 45 min
en ta solucidn del bafio sin ninguna maniobra experlmén(ai con fa finalidad de permitir
un equilibrio entre la preparacidn y 1a solucién, Posterior a este periodo se inicié un
registra control de al menos 30 min para después proceder a la aplicacién de fos
diferentes tdrmacos.

Se realiz6 el estudio en tiras de arterla a concentraciones varables de los diferentes.

férmacos a concentraciones variables :

* NOR a concentraciones de 5.88 x 107 11.76 x 10-7, 23.52 % 107,

47.05 x10-7, 94.11 x 107, 188.23 x 107, 376.47 x 107 M
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* En arterias precontraidas con NOR (11.76 x 10-6M) se adicioné MEL a
concentraciones de 4.30 x 104, 8.61 x 104, 17.22 x 104 , 34.44x104,
68.88 x 10-4, 137,77 x 104, 275.54 x 104 M

* En arterias precontraidas con NOR (11.76 x 10 -5 M) se adiciond PRNL

1.54 x 103, 3.08 x 109, 6.16 x 10-3, 1233 x 109 M

tas posibles interacciones farmacologicas entre estos farmacos las
anglizamos con la aplicacién simultdnea de varias concentracionés de NOR y una
dosis de MEL {274 x 104 M), finalmente realizamos la interaccién simuitdnea de
dosls variables de PRNL y una de MEL {274 x 104 M).

Una vez analizados tos registros se detarminaron ias curvas dosis-respuesta
de ambas variables fisiolégicas registradas, es decir, presién arterial y contraccién
de! masculo liso vascular, para cada uno de los fdrmacos utilizados; como las curvas
que indican las figuras 20 y 22,

Se calcularon las concentraciones efectivas 50 (CEse) para cada uno de los
férmacos analizados utilizando un programa de computacién Kalidographic en una
computadora Macintesh 1lvx, E! andlisis estadistico aplicado a los resullados

oxperimentales fué {a t gudient .
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RESULTADOS

1) Estudio ‘in vivo”

La aplicacién de uretano indujo un efecto anestésico con una duracién mayor a
seis horas, tiempo suficients para realizar el experimento, por lo que en muy pocas
ocasiones fue necesario agregar dosis de mantenimiento de! mismo. Poco tiempo
después de aplicado el uretano, se observd la ereccién del pene, miosls y calosfiios.
Cuando el sujeto mostré una ausencia de respuesta a los estimulos externos,
entonces procediamos a fa realizacién de! acto quinirgico.

Utilizamos 44 animales, divididos en cuatro grupos dependiendo del tratamiento
administrado. Los valores basales de presién arterial en todos los individuos fueron
variables. En promedio con su error estandar fueron de 97.88 + 3.9381 para la
presion sistdlica y de 55.79 + 4.0051 para la presién diastdlica con un rango de
oscilacién entre 150.00 mm Hg y 50.64 mm Hg para la presién sistélica y de
120.00 mm Hg y 21.45 mm Hg para la presién diastélica. La figura 7 muestra la

distribucién de ambas presiones en todos los animales utilizados.

1601 . ® GSISTOLICA
© DIASTOLICA
1204
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Fig7. Valores promedio de !as presidn sistélica y diastélica en ratas macho Wistar de peso de 250 a
300 g. La media sistélica es 97.88 13,83 mm Hg, mieniras que la diastdlica es 55.78 + 4.005 mm Hg.
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Los cuatro grupos utllizados son:

a) Polietilenglico! al 20% (n= 5)
b) Noradrenalina (NOR){ n=12}
¢) Propranolol (PRNL){n= 12 )
d) Melatonina (MEL) (n = 15)
€l grupo de Polistilenglicol no se observd alguna alteracién en Ja prasidn arterial
atrlbuida al tarmaco en las concentraclones utilizadas. La figura 8 muestra un

registro representativo de tal maniobra experimental.

T

Fig 8. Registro de a presidn arterial en el grupo control, al adminisirar ef polietiténglico! como indica
la flacha. En esie registro no huboalgin cambio en la presién aderial.

La aplicaclén endovenosa de NOR a cualquier dosis se asoclé Invariablements
con un aumento de ta prasion arferial tanto sistdlicas como diastélicas; siendo mayor
at efacto en Ja presidn diastdlica que en 1a presidn sistdlica. f.os resultados obtenidos
muestran un tipo de grédfica dosls - respuesta tipica con una relacién proporcional,
es decir, conforme aumenta la dosis aumenta la respuesta, fig 9. La curva de la
presién diastélica muestra una forma parscida a la de‘ una relacién simple de
Michaelis - Menten; mientras que la curva de presidn sistélica es mds difusa y su
respuesta a la Glthma dosis es menor. En la tabla 1 se musstra e} promedio ds la
presién tanto sistélica como diastlica obtenido experimentalmente, Inicialments, ta
presién diferencial {presién sistdlica - presion diastélica) es pequedia, pero conforme
se Incremanta [a dosis de NOR, ésta se Incramenta significativarmente. .
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Fig 9. Reprasentacién grafica de los elactos provocados por la administracién de NOR., en las ratas
macho Wislar. Observando una elevacién de la presién arlerial, presentando mayor efecto con la dosis
de 6.4 ugKg sobre la presién diastélica que sobre la sistélica.

Tabla 1.Datos obtenidos experimentalmente en ef método de medicién de presién arterial ‘in situ®
administrando como férmaco a la noradrenalina.

DOoSslIs P.Diastélica P. Sistélica

_oKa % mmHg* % .nm Hg *
0.3 119.2541 + 4,446 110.6676 + 2.10
02 121.5870 + 4.9 109.6624_+ 1.66
04 1306524 £+ 7.8 112,0375 + 1.20
[X:] 141,6490 186 119.9789 + 2,70
16 156.0927 ¢ 1.2 122.7054 £ 3.20
3.2 178,3277_£19.8 133.3645 £+ 7.6
84 192.6267 1190 152.0031 ¢ 133

*Los valores qua se encuentran en la tabla son valores promedios 4o una n = 12,

La respuesta a la administracién de la NOR se presenté en forma inmediata con
una clara elevacién de la presién artarial con una duracién de dos a tres minutos
aproximadamente y con las primeras dosls la presién arterial retornaba répidamente
a la situacién basal, mientras que conforme aumentaba la dosis la recuperacién
ocurrfa en un lapso mayor {fig 10).
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Fig 10. Ragistro de la presién arlerial a 1a administracién de NOR. en el No. 1) se administré 0.1
po/Kg, 2) 3.2 pg/Kg , 3) 6.4 pglkg: se observa mayor elacto con la ultima dosis. Este efecto fue
proprocional a la dosis administrad

Tamblén con el empleo de dosis altas, se incrementd la presién diferencial en

una forma muy significativa.
La administracién de PRNL a esta preparacion se asocié con un descenso de
a presion arterial la cual se reiaciond en forma directa y proporcional con la dosis
utilizadas del fdrmaco. El efecto del PRNL sobre la presién arteriai se presentd 30 s
despuds de su aplicacion y en términos generales mostré una duracién de
aproximadamente 3 min {fig 12). El efecto del PRNL se hizo mas evidente sobre la
presion diastélica que sobre la sistélica {fig 11), sluacién que provocd un incremento
de la presién diferencial. Et descenso de la presidn anerial se acompaié de un
incremento de la frecuencia cardiaca. La tabla 2 muestra los rasultados obtenidos

con la administracién del PRNL. Con dosis menores de PRNL la presién arerial
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mostré una reduccién del 10 al 20 % de la presién arerial mientras que a dosis

mayores { 100, 200 ug/Kg de peso corporai) se observé una disminucién del 30 al

40 % de este pardmetro vascular.

100

90

80

70

PRESION ARTERIAL (%)

WA T g

Trpeeeg,

P

—_—

100
PRNL

—o—Presién sistélica
--a--Presién diastélica

meg/Xg

Fig 11. Representacién gréfica de los efsctos del PANL sabre la preston arterial, su mayor eleclo
hipotansor fus sobre la presién diastdlica; siendo este efeclo proporcional a la dosis utiizadas.

o e e

12.5 mcg/Kg

50.0 mcg/Kg

M

2040.0 mcg/Kg

Fig 12. Efecto sobro la presién arterial al del PRNL. La aplicacidn de este fdrmaco (lnldlcada por la

flecha) provoca una disminucién de esta presion, la cual es

| & la dosis

prop
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Tabla 2.Valores de presidn arterial cbtenidos después de la administracion de PANL a las dosis
referidas, Los valores de presidn corresponden a la media & errores estdndar.

PROPRANOLOL % P. DIASTOLICA % P. SISTOLICA
po/Kg mmHg * mmHg *
8.5 81.81157 + 54646 $1.156 +4.2473
12,8 74.82392 + 55071 82,4237+ 4.2789
250 6411337 + 4.3384 7951101 + 41901
50.0 59.86392 i 5.3684 80.14973 & 5.3931
100.0 59.70944 17.3466 7916196 _+ 5.3796
200 .0 5376247 1 5.3454 71.48223 + 41553

* Todos los datos son promedios de una n= 12. Los valores de presién corresponden ala media +
errores estandar,

Las alteraciones en la presién arterial provocadas por fa administracién
endovenosa ds dosis bajas de PRNL desaparecieron en pocos minutos, al final de los
cuales, la presién arterial se mantuvo constante en [os mismos niveles
preadministracién. Cuando se aplicaron dosls mayores aumentaba también el tiempo
de recuperacidn {fig 12).

La aplicacién endovenosa de MEL invariablemente se asocié con un decremento
de la presién arerial. Sin embargo, las dosis necesarias para modificar esta presién
arterial fueron mucho mayores en comparacién equimolar con ia NOR y el PRNL,
ademds de que el efecto fue menor y fue mds importante para la presién diastélica
que para la sistélica (fig 14).

La dosis mayor de MEL utilizada fue de 6.4 nug/Kg provocando una calda del 34.1%
de l!a presidn dlastélica. Mlentras que en el caso de la presién sistélica el
cambio fue solo el 12.1 % . Las diferencias entre la primer dosis y la Gltima dosis son‘
muy poco representativas en la presién sistélica (5,85%) en comparacion con la
presién diastélica que tiene un valor del 22.32%. Estas observaciones se resumen en
la tabla 3.
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En el caso del PRNL en Ia tabla 2 la diferencia entre la primer y la Gltima dosis
es para la presién diastélica de 28.05% y para la presion sistdlica es de 19.66%
mostrando un efecto similar en ambas presiones.

La respuesta provocada por la MEL, muestra una dindmica muy simllar a Ja
inducida por el PRNL; asi, e! efecto se Inicia ripidamente y permanece de dos a tres
minutos. Con las dosis menores utilizadas, la presién arterial se restablecié en sus
valores basales, mientras que con las dosis mayores la recuperaci6n sclo alcanza un

nivel ligeramente menor que la presién normal; tal actuacién se observa en la fig 13,

t

0.4 mg /Kq

1.6 mg /Kg

6.4 mg /Kg

Fig. 13. Registro de la prasién arerial, durante y despuds de administrar MEL. Se obsérva una
disminucién de la presién arterial proporcional a la dosis administrada,
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TABLA 3. Valoras porcaniuales de la presién arterial registrados en ratas a las cuales se les
administré MEL a diferentes dosis.

DOSisS P. DIASTOLICA P. SISTOLICA

ng/Kg % mm Hq * % mm Hg *

0.1 868,2808_+ 4.446 938223 + 2 1026
02 £4.0873 1 4.9597 93.3243 + 1.6605
04 79.4234 + 7.8561 94,9280 + 1.2122
0.8 76.1427 + 8.6400 92,7766 + 2.7774
16 75.4247 + 11.2825 89.2528 + 3.2166
32 £9.0000 & 19.8946 91.3700 + 7.6034
64 65.9600 + 19.6196 87.9727 + 13.3210

* Valores promedios de los porcentajes de fa presién arterial + E.S.

La figura 14 muestra la curva dosis-respuesta de MEL, en la cual se
observa que ambas presiones, diastdlica y sistélica, tienden hacia la disminucién, con
un patrén dependiente de fa dosis, en la dosis de 0.8 a 1.6 la respuesta es constante
y en la dosis de 3.2 disminuye mds que la anterior, en el caso de la presion sistélica
se ve que entre la dosis de 0.1 y 0.2 la disminucién no es muy notoria y en la dosis de
0.4 se observa que la presion se eleva y en las dos siguientes dosis se observa una
clara disminucién de la presion arterial, en la dosis de 3.2 nuevamente la presién
vuelve a aumentar para nuevamente disminuir con la siguiente dosis de 6.4 . En la fig.
15 del lado derecho correspondiente a la presién sistolica las curvas de dosis-
réspuesta del PRNL y la MEL se encuentran muy juntas y ambas no estdn muy
inclinadas mas blen se encuentran muy parejas a la curva control, en la presion
diastélica {lado izquierdo), las curvas de PRNL y de MEL estan muy separadas y
presentan una inclinacién conforme aumenta la dosis. En el caso de la NOR se ve
que a dosis pequefias manifiesta su efecto en comparacién con fa MEL que necesita
de cantidades mds elevadas para manifestar su efecto, observande que la NOR
aumenta la presion arterial, el PRNL la disminuye y ta MEL el fdrmaco de estudio la
disminuys. Comparando la MEL con el PRNL podemos decir que para obsefvar un
efecto de hipotension necesitamos menor dosis de PRNL que de MEL y que el PRNL es
capaz de disminuir mas la presién arterial que la MEL, indicandonos que es mds
potente el PRNL.,
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Fig 14. Representacién grafica dal efecto de la MEL sobra la presién arterial, se observa un mayor
efacto sobre la presién diastélica. Hay una relacién proporcional entre el efecto y las dosis
adminisiradas.

Sin embargo, la hipotensién provocada por MEL -es de mayor duracién que ia
del PRNL.

La diferencia en la intensidad del efecto entre la MEL y et PRNL es mayor en la
presién diastdlica que en la sistélica, en la presién sistdlica se encuentra muy
separadas y conforme va aumentando la dosis las curvas se van acercando més y
en la dosis mas alta la diferencia-entre ambas es muy poca. La curva de interaccién
no disminuye mas la presién arterial en comparacién con la del PRNL pero sigue
existiendo una acclén hipotensora de ambos fdrmacos, estos valores se pueden ver
en la tabla 4. Se puede ver en la misma tabla que en la presién sistdlica la curva de la
Interaccién y la del PRNL el inicio de la primer dosis como en ia ultima las curvas
mantienen una separacién constante entre ambas y observamos que la curva de la
Interaccién estd por encima de la del PRNL.
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Fig 17. Efecto de la interaccién de PANL+MEL.  Fig. A Sobre la presién diastélica. Fig. 8 Sobre la

presidn sistélica. Fig.C Registro de la presién arterial, solo se bserva un [ava efacto hipotensor.
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En la tabla 4, tanto en la presidn sistélica como diastdlica se observa un mayor

efecto hipotensor de PRNL+MEL en comparacién con los valores obtenidos de PRNL,

por lo que suponemos que es debido a una suma de los efectos individuales.

Tabla 4. Tabla de valores p

de la presion sistélica diastdlica de ia

curva dosis-raspuesta de! PRNL y la interaccién de PANL y MEL.
PRESION SISTCLICA PRESION DIASTOLICA

DOSIS PROPRANCLOL PANL+MEL PROPRANGLOL PRNL+MEL
po/Kg % mm Hg * % mm Hg * %_mm Hg * % mm Hq *
85 01.156 105.397¢ 81,8115 115.3525
12.5 82.4237 176112 748239 66.7214
250 795110 92.5828 64,1133 86.6339
50.0 80,1497 79.1914 59.8639 83.4566
100.0 79.1619 87.703 59.7094 68,5326
200.0 71.4922 82.3688 53,7624 59.0154

*Datos exparimantales promedios de la presién diastélica dados en porcentaje.

El efecto bloqueador de la MEL se manifestd no solo para Ia presion sistdlica sino
que también fue evidente para la presién diastélica como lo muestra la fig 17 y la
tabla 4.

Por otra parte al realizar la Interaccién farmacol6gica entre la NOR y la MEL
{fig.18), se mostro6 que la MEL provocd una reduccién de! efecto hipertensor de la
NOR tanto en Ios"registros de la presién sistdlica como en los de la presién
dlastélica. Los efectos de la MEL, sin embargo fueron mayores cuando se aplicaron
las dosis mds altas de noradrenalina tal como lo muestra la fig 18 y la tabla 5.

En la tabla 5, ademds de aparecer los valores registrados se muestra la
regresidn lneal de los valores promedios de las dosis. Estas curvas indican de una
forma mas directa los efectos de la MEL sobre las accionas hipertensoras de la
NOR.
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Fig. 18. Elac'lo de la Interaccidn de NOR+MEL, sobre !a presidn arterial, al administrar varias dosis de
NOR sobre una dosis constants (6.4 mg/Kg) da MEL. Fig.A scbre la prasidn diastélica. Fig. , Sobre la

presién dlastélica.  FigrRegistro de la presion arterlal, donde se observa a! efecto blogueador de la
MEL sobre fa accidn de la NOR.
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TABLA 5. Valores porcentuales correspondientes a las curvas dosis-respuesta da NOR y ia curva de
interaccién de la NOR + MEL do Iz presin sistélica y diastdlica.

PRESION SISTOLICA PRESION DIASTOLICA
DOSIs INORADRENALINA NOR+MEL NOFRADRENALINA NOR+MEL

poig % mm Hg * % mm Hg % mm Hg * %.mm Ha *
0.1 140.6678 8862 119.2541 97,54

0.2 1095674 109.45 121,587 108,21
04 112.0375 117,32 130.0524 12424
0.8 110.9783 123.51 141,849 135,10
18 122.7054 114,42 158.0927 119.45
32 133.3845 105,82 1783277 12585
84 152.0031 105.98 1928267 123,35

‘Valores promedios de las dosis quo sa encuaniian en %.

La tabla 6 muestra los vaiores de las dosis elfectivas 50 (DEsq)
corraspondiontes a ta MEL, NOR, PRNL, y los camblos qus sufrieron los efectos de

estos dos Ultimos fdrmacos, cuando se agregd MEL a su administractén,

TABLA 6 Valores cotaspondientes a la DEsg da la presion atterial  sistdtica y diastalica.

DE 5o WEL. NOR. PANL. NORMEL PANL+MEL

{M] X 104 X 107 X103 10 °7 A xi03
LS8t .. §. 32063 H 3054 |l 1003673  } 34089 97,6449,
LDIAST, .} 2800 } 3084 | {_4.000 103,1656
MEL. = melatonina, NOR. =noradrenatina. PRNL. =prapranolol.

8IST.= sistdlica DIAST .= diastlica

Como pueds ohsarvarse la DEg de NOR se incrementa en presencla de MEL,
tanto para la presion sistdlica como para la presién diastdlica. Mientras que en &l
caso de! PRNL 1a adicién de MEL fus un efecto en la presidn sistélica sin mostrar

moditicacién alguna en ef caso de la diastdlica como o muestra la tabla 6.
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i Registros “In vitro”

Después de calibrar a nusstro sistema de registro de tal manera que la aplicacién
de una fuerza de 2 g. produjera un desplazamiento de 2 ¢cm. Colocamos las tiras
arteriales en el bafio a 37 °C, permitiendo que el tejido se equilibrard con esta
solucidn en un lapso minimo de 45 min. En el estado basal las liras arteriales
mantuvleron un nivel det tono sin cambio. El registro se observd como una i{inea
continua que no presentd oscilaciones sugestivas de oscilaciones esponténeas. E!
tono basal se mantuvo con una tensién de 2g, ajustdndolo con un tornillo
tensémetro.

En este modelo experimental analizamos el efecto de la adicion al bafio de tres
tdrmacos: NOR; PANL y MEL (fig. 19).

ADRENALINA PROPRANDLOL MELATONINA
i gt — e T ———
\———-

£.88X10-7 K ’ 4,3X10-4 N
e 1.54X10:0 H —_—
11.70X10.7 M —\‘\- 2.81xX10-4 M
+ e ————
1.08X10-3 B 4
23.52X10.7 # 17.0%10-4 ¥
P,
W *\\‘_ 18.4X10-4 M
T ————es
* 8,10X103 W 4
W 00.48X10.4 R
_\_.—-—-
|
180X10.7 R ‘ 197.7%X10.4 K
- 12.3IX10.3 W *\
170.4X10:7 W 275 6X10.4 W

Fig. 18 Respuesta de los anillos aislados de acrta de ratas macho Wistar, a la adicién de NOR, PRNL y
MEL: observando qua (a NOR aumento la tensién arterlal mientras que PRNL y MEL provocaron una
disminucién de la tensién arterial.
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En el caso de la NOR utilizamos 59 tiras artesiales en las cuales observamos

un incremento del tono arterial, el cual estuvo en funcién de las concentraciones

utilizadas (fig. 19). E! incremento provocado por la NOR se observé casi

inmediatamente después de su adicién al bafio y permanacié durante todo el tiempo

que permanecia el farmaco (20-25 min) Posteriormente a esto, se observd una

estabilidad de la respuesta del tejido a fa NOR. Cuando se lavaba el tejido la tensién

regresaba a su condicion basal (control). Para analizar estas respuestas del tsjido

se cuantificé el desplazamiento de la contraccién a partir del estado basal y se

caleuld, de acuerdo al valor de la calibracién, la fuerza ejercida por la preparacién.

Por ejemplo un desplazamiento de 0.4236 cm. equivaldria a:

29 -—-- 2000cm ..... Calibracién
X emeee 0.4263 cm Desplazamiento
X = 0.4263 cm X 2 g/2 cm = 0.4263 g fuerza.

Para 8l valor de la fuerza ejercida por cada uno de los segmentos areriales,  se

elaboré la tabla 6.

TABLA & Resultad i les obtenidos al adici NOR a diferantes
concentraciones.
I gramos fusrza _tES 0_
5.88X10-7 0.42631 0,0679 19
11,76X10:7 0.6000 00757 19
| 23.52x107 0.7842 0,0746 i 19
| 47.05%10-7 0,9343 0.0796 16
. 94.11X10-7 1.0687 00778 16
188,23%X10:7 1,135 0,107508 10
| 978,47X10-7. 1.235 010056 10

n = nimero de datos
Cada valor corresponde a 1a media + E.S.

La representacién gréfica de estés resultados se muestra en la fig. 20
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Fig. 20, Representacidén grdfica de los efectos provocados por la de NOR, PRNL Y MEL sobre la tensién
aetial. El efecto do la NOR es mayor que la de las ofras sustancias. Esta catecolamina provocé un
aumanto da la lenslén arerial, y las olras dos provocan una disminucién de la tensién arterial.

En la figura 20 se muestra la relacién entre la dosis a'plicada con la respuesta
obtenida Esta respuesta constituye una curva dosis respuasta tipica. Por medio de
esta grafica se calcul6 la concentracién efectiva 50 (CEsp). La cual para NOR y en
estas condiciones fue de 3.34 X107 M.

Para analizar el efecto del PRNL sobre el tono arterial utilizamos 37 tiras
arteriales. Debido a la carencia de una actividad contrdctil esponténea la adicién del
fdrmaco se realiz6 después de Incubar al tefido con una concentracién de NOR de
11.76X10-6 M en el baho. La adicién de! PRNL se realiz6 hasta que la contraccién
Inducida por la NOR se establlizaba en un punto determinado, lo cual ocurria
después de 10 a 15 minutos. La adicién del PRNL se asocid invarlablemente con una
disminucién de la tensién arterial, la cual se observé en promedio de 30 a 60
segundos después de su adici6n. Al igual que con la NOR, el efecto del PRNL stempre
dependid de las concentraciones del fétmaco utilizado como muastra en la fig. 19.
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Los efectos del PRNL se cuantificaron determinando el desplazamiento a partir
del tono basal del galvanémetro asociado a la adicién de la NOR, al punto de menor
contraceidén  provocado por la adicion del PRNL. En esta situacién el valor
correspondiente at efecto inducido por el PANL resultaba de restar el efecto
provocado por la NOR y, la disminucién de la tensién provocado en el tejido arterial
por el PRNL. Por ejemplo, si el efecto de la NOR fue de 1.29 g/cm y al agregarle el
PARNL ta tensién se reducla a 0,68 g/cm, entonces el efecto del PRNL sobre la tensién
del misculo aderial fue 0.605 glem.

Con eslos resultados se efabord la labla 7.

TABLA 7. Resultad btenid: peri ) pués de la adicién de 4 concetraciones de!
PRNL
OONGENTRAGION gramos fusrza 1ES. n

1,5423%103 0,605 01277 10

3,0847X10-3 .0.17 0.20236 9

6,1695X10'3 -0.4382 0.1865 9

12.339X10-3 -0.5741 0.2581 9

n= nimenro de datos
Cada valor corresponda al promedio t E.S.

Estos resultados se representan en forma gréfica en la fig. 20. Esta gréfica
muestra una interaccién farmacolégica tipica la cual sigue una perfecta relacién con
las concentraciones utilizadas. A través de esta grafica se calculd la CEsg, que para
este fdrmaco y en estas condiones fue igual a 6.089X10-3 M.

Lo relacionado respecto a los experimentos que analizamos en e! papel de ia
MEL, utilizamos 95 tiras anerlaleé las cuales se registraron con el mismo
procedimiento que las preparaciones del grupo del PRNL. Asi, estas tiras fueron
pretratadas con una concentracién de NOR (11.76X10-6 M) para provocar una

contraccion, con un tiempo de estabifizacién de la respuesta a esta concentracién de
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10 a 15 minutos; ai final de la cual se adicioné-la MEL. La adicidn de este farmaco
provocé invariablemente una disminucidn de la tension arterial. Este efecto se
observé aproximadamente entre 1 y 2 minutos después de la adicién del indol.
También en este caso los efectos observados fueron dependientes de las
concentraciones utilizadas {(fig. 19).

El andlisis de los resultados, también implicéd la cuantificacion de los efecto; de
NOR, MEL y su refacidon matematica, con la finalidad de calcular, no solo la relajacion
del tejido si no su tono final posterior a ia adicién de MEL.

Los resultados asi obtenidos se resumen en !a tabla 8.

TABLA 8. So muestran los valores de la tensién arerial obtenidos después de la adicién de MEL tE.S
al bano de tejido.

CONCENTRACION gramos fuerza tES, n
4.3053%X10-4 0.8833 0.00615 15
8.61X10-4 0.7958 0.0139 15

17.22%10:4 0.6916 - 0.0228 14
34.44X10-4 0.5949 0.0364 15
68.88X10-4 0.5275 00526 12
137.77X10-4 0.28 0.10186 12
275.54X104 0.079 0.11598 12

n'= nimerc da datos

Ademds, con estos resultados se elaboré la gréfica de ia fig. 20, la cual muestra
el efecto depresor de la tensién arerial provocada por ta MEL en una forma
dependiente de la concentracion.

El cdlculo de la CEgp resulté en un valor igual a 135.81X10-4 M, Tal sftuacién
también se observd en los experimentos realizados ‘in vivo® , en donde las dosis
ofectivas 50 (DEsg) estdn cercanas a las dosis mds aitas utilizadas. Cuando
comparamos las CEsp de los tres fArmacos utilizados observamos que la potencia
farmacoldgica es de la sigulente forma:

NOR >>> PRNL >> MEL.
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Como se muestra en ef tabla 8.

TABLA 9 Valores conespondientes de las CEgy de las tres sustancias utilizadas.
[__FARMACO JINGRADRENAL INA [ PROPRANOCLOL §__MELATONINA 1

[ CE (M) ] 19418107 ) 60.80X104 I 13s.8X10-4 |

Debido a fo opuesto de sus acciones y en intento de describir el mecanismo de
accién de ia MEL. Realizamos experimentos en los cuales buscamos una interaccion
farmacoldgica entre Yas fres sustancias.

NOR. ¥ MEL.CTE.»
*

C.08X10-7 M

11.76410.7 1

>
21.82X10.7 M
___/———
+
41.921—0.-7/“,.————————
[
ea.y 1::y-———
+
&

3176.4X10-7 B
™ CTE. = 274X10-~4 Mde MEL.

Fig. 21. Registro da la tensién arterial en la interaccién de NOR +MEL, aplicando ai bafio cada una de las
dosis de NOR méas a una concentracién constante de 274x10-4. de MEL. En este se observd una
disminucion del efecto da la NOR (como se puede observar en fig. 15 se respuesta era mayor).

{nicialmente realizamos una interaccién entre Ja NOR y fa MEL. En estas
preparaciones se adicion6 una dosis constante de MEL (274x104 M) 5 minulos antes
de adicionar aiguna de las concentraciones de NOR. En tal sltuacidn la NOR mostré un
efecto significativamente menor que cuando se aplicd solo. El efecto de 1a MEL fue
mwcho mas evidente cuando se aplicaron concentraciones bajas de NOR; ya que los
efactos Inducidos provocados por concentraclones més altas de NOR prdacticamente
no fueron modificadas, esta situacién se muestra en la fig. 21 y fa tabla 10.,
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—6— NOR+MEL cte
«-a--NOR

—_—

TENSION ARTERIAL (g)

Fig 22. Representacién gréfica de {a interaccién entre 'a NOR y la MEL sobre la tensién arterial. En
esta se observa que el efeclo de la NOR fue menor al eslar presenta la MEL.

1.- Interaccidén entre NOR y MEL.
En fa fig. 22, muestra las curvas dosis-respuesta que relacionan el efecto de la
interaccién ésta se obsarva el efecto deQresor que la MEL ejerce sobre la accién de
la NOR. Esta curva muestra que las CE5q para NOR fue de 194.1X10-7M mientras que
en presencia de MEL tal CE5o se desplaza hacia un valor de  156x10-7M. Los
resultados se obtuvieron midiendo el desplazamiento a partir del tono basal de la

calibracién. Obteniendo la tabla 10.

TABLA 10. Valores del iento a la aplicacion de NOR y de la interaccidn de NOR+MEL.
DOSIsS NOR+MEL{275.54X10-4) NOR
IM | Tensién artarial Tensién arteriat

5.88X10-7 0.000 0.4263

11.76X10-7 0.2888 0.6000

23.52%10-7 0.5833 07842

47.05X10-7 0.9437 09343

94.11X10-7 1.05 1.0687
188.23X10-7 1.1625 1.135

376.47X10-7 1.375 1.235
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En la tabla 10, se muestra que con las 3 primeras concentraciones de NOR, en la
interacclén de NOR+MEL bajo su respuesta desde un 47 a un 100 %, en comparacién
a los resuitados obtenidos a la aplicacién de NOR.
En la primera concentracién de 5.88x10:7 Mde NOR + 275x104 M de MEL bajo un
iOO% ya que no se obtuvo ninguna respussta al adicionar la NOR sobre el tejido
aislado, probablemente a que a esa concentracién de MEL se obtuvo el mayor efecto
relajante en el experimento.
En la segunda concentracién de 11.76x107 Mde NOR + 275x104 M de MEL bajo un
47 % y con la tercera concentracién 23.52x107 M de NOR + 275x10+4 M de MEL
bajo un 75 %. En la 40, 50 y 60 concentracion de NOR no se observé modificacion y
en la Ultima concentracién de NOR 376.47x10-7 M aumento un 11.1 %. Con esto se
muestra que la MEL disminuyé su efecto en las concentraciones bajas de NOR,
mientras que al aumentar las concentraciones no modificd su efecto de la NOR la
MEL.

Al comparar estadisticamente los valores de tensién oblenidos con ambos
tratamientos, utilizando una prueba t de student cbteniendo un valor de t = 0.5093,

el cual le corresponde con una p > 0.03757.
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2.- Interaccién entre el PRNL y 1a MEL.

En esta interaccién después de un pretratamiento con MEL (274X10-4M) se adiciond
PRNL en diferentes concentraclones. Tal maniobra experimental se asocié con un
importante efecto relajante. Este efecto fus mayor cuando los dos férmacos se
aplicaron conjuntamente. Estos efectos fueron méximos 30 - 45 segundos después

de !a adicién de estos
3
PROPRA. ¥ MEL. CTE. farmacos, lo cual se

t AN observa en la fig. 23.

1.54x10-3 M

t\

3.08X10-3 M
6.18X10-3 M

N~

12.33X10-3 A
% CTE.=274X10-4 Mde MEL.

Fig. 23. Respuesia de las arerias a la adicién da PRANL y MEL. En este reglstro se observa una adiclén
da! efacto relajante de las dos sustancias.

La cuantificacidn de estos resultados di6 origen a los valores que se muestran en la
tabla 11, 1a cual muestra que el efecto relajante combinado de los dos fdrmacos; es
méximo con las concetraciones mds pequefias de PRNL, mientras que el efecto es
minime a ta concentracién mayor. En la fig. 24 de Ia interaccién de PRNL + MEL se
obtiene una CEgg = 51.64X10-4 M. Mientras que este mismo valor para la aplicacién de

solo el PRNL fue de 60.89X10+4-M.
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TABLA 11. Valores de desplazamiento de PRNL y de la interaccién de PRNL+MEL.

DOSI S PRNL+MEL 275X10-4 PRNL
M Tensidn arterial Tension arterial |
1.54X10-4 -0.4223 0.605
3.08X10-4 -0,5608 017
6.16X104 -0.5903 -04382
12,33X10-4 -0.5242 -0.574117
1.8
‘e , —o— PRNL
4
= -6 -- PRNLtMEL cte
& 0.6
£
n:
< 0
z
<]
B-0.5
k4
ko, )
6.001 0.01

PRNL [M}

Flg 24. Gréfica en la cual se comparan los efeclos de adicionar la inlaraccién de PRNL + MEL y fa

aplicacién de PRNL.

En el andlisis estadistico de esta interaccidn se obtuvo un valor de t de

1.4286, io cual significa una de p > 0.03778. La tabla 12 resume las CEsy de las

Interacciones, en éste se observan cambios provocados por la MEL sobre los efectos

inducldos por la NOR y el PRNL.

TABLA 12. Valoras de CEgp con fa apli de N ralina, Prop! i y de las ir i
entre NOR-MEL, PANL+MEL.
FARMACO NOR. NOR+MEL PRNL. PRNL+MEL
CEsp [M] 194.1X107 1.55X10°5 60.89X10-4 51.64X10-4
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DISCUSION
En los vasos sangulneos de todas las partes del cuerpo existen células musculares
las cuales poseen receptores « y B adrenérgicos. Las fibras que inervan estas células
son noradrenérgicas y poseen una funcién bdsicamente vasoconstrictora. Sin embargo,
ademads de esta inervacién vasoconstrictora, algunos vasos que contribuyen a generar
la resistencia periférica estdn inervados por fibras vasodilatadoras (28). Los nervios
que terminan en los musculos lisos no forman sinapsis tipicas como las del SNC, sino
que el neurotransmisor llega a los receptores por difusién. De igual forma, otras
sustancias que viajJan a través de la sangre pueden alcanzar estos receptores y
provocan un aumento o disminucidn de la presién arterial segun sea el caso (28).
Los resuitados de este trabajo n]ostraron que la aplicacién sistémica de
diferentes dosis de noradrenalina en el animal integro, provocaba un importante
incremento de la presion arterial en todos los casos. A dosis pequedas y medias, este
fdrmaco provocd no solo aumento de la presion arterial sistélica sino también de la
didstolica. Este efecto sobre la presién arterial se explica por la contraccién sostenida
de las fibras musculares de los vasos y por el aumento de la resistencia periférica
secundaria a ésta, También se observé un ligero Incremento de la frecuencia cardiaca.
Este efecto fus pobre, quizé porque los presorreceptores del seno carotideo y
de! cayado adrtico se estimulan por el aumento de la presion arterial y dan origen a una

descarga parasimpdtica a través del vago (28).
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Este efecto presor, el cual fue ﬁe aparicién inmediata, es mediado por la activacion
de los receptores a-adrenérgicos (30), que se encuentran modulando en forma
sostenida e invariable el tono vascular, constituyendo el mecanismo de regulacion de la
presién arterial {60}, resultado de la accién de los centros vasoconstrictores del bulbo
raquideo (28). Es pertinente aclarar que existe la posibilidad de que un farmaco
incremente la presidn arterial, por un efecto en varios niveles de integracién funcional.
Asl, éste podria tener un efecto central a nivel del bulbo raquideo; o en cualquier punto
de fa transmisién de la cadena simpdtica; o finalmente en el efector mismo; es decir en
el masculo liso asterial (60). Este mismo mecanismo podria implicarse para un farmaco
cuya accién sea la de reducir Ia presion arterial.

Desde un punto de vista fislolégico la estimulacién simpética origina un aurento
del tono def miisculo liso de las paredes vasculares, lo que provoca una elevacién de la
presion para cada volumen arterial; en fanto que la inhibicién simpatica disminuye esta
presién para cada volumen. Este control vascular del slstem.a_ simpatico, es muy util
para disminuir o aumentar las dimensiones de un determinado segmento de la
circulacién, transfiriendo sangre de una parte a otra del mismo. Como consecuencia, el
tono vascular del sistema circulatorio muchas veces origina desplazamientos de
grandes volumenes de sangre, desde la gran circulacién hacia el corazén (retorno
venoso), el cual es un mecanismo importante que modula la funcién de bomba del
corazén. En el tejido arterial el proceso contractil es activado por la noradrenalina, en

receplores a, Ca++ y ATP. Las células arteriales dependen criticamente del ingreso de
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calclo, el cual induce y regula la contraccién mu;scular (31). La descripcién de este
mecanismo permite analizar observaciones modificando algunos de estos parametros
para determinar el mecanismo de accién de las sustancias que se adiclonen al sistema
‘in vitro". En nuestro estudio solo observamos e! efecto de estas sustancias y sus
interacciones sobre la funcién desarrollada por estas células musculares (31).

El efecto de la noradrenalina ha sido documentado con amplitud (28,31,60), su
accién preponderante es un efecto a nivel del misculo liso, actuando directamente
sobre los receptores «. Aunque esta catecolamina también posee algunos efectos
centrales (40), se considera que su accién periférica es la de mayor importancia
farmacolégica. En nuestros registros “in vitro” de los anillcs areriales la administracion
de todas las concentraciones de noradrenalina utilizadas provocd un incremento de la
tension desarrollada. Este efecto fue de inmediata aparicién y mostr6 una CEso de
194,18 x 10-7M; la cual es muy cercana a la dascrita por otros autores. Tal similitud
de los efectos sugiere que nuestra preparacién estd en buenas condiciones para
analizar los efectos desconocidos de otro farmaco.

Probablemente el mecanismo de accién que utilizé 1a NOR para provocar este
electo, mediado por receptores de la membrana del musculo liso s fa apertura de
canales de sodio y calcio con lo cual se despolariza la membrana celular, situaclon
similar a la que ocurre durante la estimulacién nerviosa. En ocasiones, el résultado es
un potenclal de accién o bien un aumento de los potenclales ritmicos que ya estaban

instaurados (31), la entrada de lones calcio durante la despolarizacién promueve la
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contraccidn. Existe otro tipo de receptores en la membrana, los cuales al ser activados
por un firmaco o neurotransmisor especifico inhiben la contraccién, ello sucede gracias
a la apertura de canales. Otros lones como el potasio, promueven su salida de la
célula, o bien de cloruro con su consiguients entrada a la misma. En ambos casos se
produce una hiperpolarizacién, que se traduce en una reduccién de la excitabilidad
celular (31).

La aplicacién sistémica de PRNL en el mismo modelo de presién arterial en animal
fntegro, provocd una caida en los niveles de presién arterial. EI efecto de! PRNL es
inmediato, de 15 a 25 segundos y con una durécién de aproximadamente 2 a 4
minutos. Esta dindmica de la respuesta puede deberse a la via de aplicaclén
(endovenosa) y que este fédrmaco es rdpidamente metabolizado por el higado con una
biodisponibilidad del 25% por lo que a pequefas dosis, su efecto puede ser de corta
duracién debido a que los reflejos simpéticos activan los receptores o-adrenérgicos
vasculares en un intento de regresar la presién arterial nuevamente a su valor inicial.
Por ejemplo en las dosis de 25 y 50 ug/Kg, en las cuales se observd claramente el
efecto hipotensor, el cual mostré una duracién proporcional a la vida meadia plasmética
del PRNL (3 a 5 horas). Por sus acciones hipotensoras el PRNL es utilizado en la
terapéutica médica como un medicamento para tratar la hipertensién arterial; aunque
este efecto hipotensor es debido a sus acciones sobre la actividad cardiaca. El PRNL
actGa a nivel de los receptores B-adrenérgicos como un bloqueador, mostrando

afinidad tanto para los receptores B; como para los f, es decir no es un fadrmaco
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selectivo, Aunque los receptores p causan vasodilatacion en algunas estructuras, su
accion a nivel de corazén implican un incremento tanto de la actividad contréctil, como
de la velocidad y la excitabilidad cardiaca, (31,40); por lo tanto, si el PRNL es un
potente bloqueador B-adrenérgico éste suprimird, los efectos simpaticos cardiacos
(30); lo que traerd como consecuencia una disminucién Importante de la actividad
cardiaca y por ende de la presién arterial. Si recordamos que la presidn arterial
depende en forma directa del gasto cardiaco y la resistencia periférica, entonces una
reduccion de la actividad cardiaca, como fa que provoca el PRNL, promueve una caida
en la presién arterial.

En nuestros registros, los efectos provocados por el PRNL fueron decrementos
importantes de 1a presién arerial. Este efecto fue més significativo sobre la presion
sistdlica que sobre la presién diastdlica, lo que probablemente se explique por la
distribucién topografica de los receptores B-adrenérgicos en el sistema cardiovascular.
La mayoria de estos receptores se localiza basicamente a nivel del corazén y no en los
vasos arteriales. El efecto hipotensor observado en el presente estudio fue de corta
duracidn y se acompafié de una ligera disminucién de la frecuencia cardiaca.

Los resultados obtenidos en tejide aislado son diflclles de comparar con aquellos
observados en animales (ntegros. Es necesario tomar en cuanta’ que en los afimales
integros, existen sistemas refiejos que los cuales mantienen los nivetes de presién
artarial dentro de Iimites muy estrechos (60). En el animal integro existen varios

clrcultos nerviosos de regulacién de la presién arterlal; como un mecanismo de
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regulacldn rdpida, ademds de existir un sistema de regulacidon a largo plazo como el
fiién (27, 28).

Asl, la administracién de un farmaco hipolensor provoca un incremento en la
descarga simpética @ y con elio se observa un enmascaramiento del efecto
farmacolégico neto (30). Probablemente esto se observd después de administrar el
PRNL par via endovenosa; ya que su efecto hipotensor, muestra una duracion muy
corta {1 a 3 min) dependiendo de la dosis administrada. Por lo tanto, cuando se
administra PRNL fa respuesta es un aumento del tono vagal, el cual fentifica la
frecuencla cardiaca como se observd en el presente estudio; aunque el gasto cardiaco
mostré una ligera disminucion ya que el incremento an el retormo venoso provocado por
la misma descarga vagal, puede aumentar el volumen diastdlico final, io que
desencadsna una acci6n inotrépica positiva. £n el mismo sistema el PRNL provocd
.una reduccidn significativa de la tensidn del musculo arterial aislado, ef efecto se
prasentd en poco tiempo y mosiro una  GEgp=60.89x10-4 M este Gltimo sfecto en la
arteria aorta aistada, la cual carece de receptores B-adrenédrgicos (60), puede
explicarse por una accién de anestésico local potente, que poseen todos los agentes
antagonistas B-adrenérgicos (40). Esta accidn es el resultado de un bloqueo tipico de
anestésico local de los canales de sodio y se puede demostrar en las membranas de
las neuronas y tejido muscular. De todos los antagonistas B-adrenérgicos, el PRNL es
més elicaz como anestésico local, de hecho se considera que el PRNL es fan potente

como la procaina en el bloguso de los polenciales de accion de los nervios (40).
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En los efectos de NOR y PRANL se obser\;a la respuesta tipica de sustancias
o -adrenérgicos y P-blogueadoras sobre un tejido aislado, con los cuales podemos
comparar la respuesta que se provoco con la administracién de MEL.

La interaccién que existe entre la GP, y la presion arterial, se sugirié a través de
varios estudios. Por ejemplo, se describid la presencia de 2 tipos celulares en porciones
del tallo cerebral, los cuales muestran peculiaridades caracteristicas. Se trata de
neuronas adrenérgicas que utilizan noradrenalina como neurotransmisor y que estdn
rodeadas por neuronas que contienen melatonina y sus precursores; aunque se
desconoce si estos indoles son producto de secrecién de estas neuronas o provienen del
liquido extracelular. Se sugiere que estas células participan en el control de la presién
arterial (52). Por otro lado, la pinealectomia es una maniobra experimental, la cual induce
un incremento de la presién artsrial, mismo que es revertido por la aplicacion sistémica
de MEL (73).

Oftra observaci6n indirecta que asocia a la MEL con la regulacién de la presién
arterial son los resuitados de Oxenkrug y et. al., (49), estos autores observaron que la
Inhibicién selectiva de la enzima monoamino oxidasa A (MAQ,) pero no de MAOg, estimula
la sinlesis de MEL de la pineal y disminuye la presién arterial en animales intactos;
mientras que la pinealectomia atentia el efecto hipotensor provocado por la inhibicién de
MAQ,.

Otros estudios también mostraron que la administracién diaria de MEL en rétas

produce una reduccién significativa en la presién sangufnea con un ligero pero
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significativo decremento en la frecuencia cardiaca. Este efecto cardiovascular provocado
por la melatonina se desarrolla gradualmente y se acompana de una disminucién en ia
concentracién plasmatica de renina (28).

Bosman H. and et. al,, (14) midieron pardmetros cardiovasculares en el babuino,
tales como el volumen del ventriculo izquierdo al final de la didstole y sistole, et volumen
expulsado, el rendimiento cardiaco y la fracciéon del volumen sistélico expuisado del
ventriculo izquierdo, después de fa apficacién intravenosa de MEL y dimettil-sultéxido.
Estos autores mostraron que la MEL increment6 el rendimiento cardiaco ¥ la fraccién de
expulsién dsl ventriculo izquierdo; este incremento en el rendimiento cardiaco implica una
accion inotrépica positiva an el corazén provocado por la MEL.

En otros estudios, el pretratamiento con MEL tiende a disminuir el efecto vasopresor
de ta NOR. Aunque este efecto solo se observa en ratas pinealectomizadas (32).
. En el presente estudio observamos que la administracién de MEL en el animal Integro,
provoca una disminucidn tanto de ta presién sistédlica como diastélica, con un mayor
efecto sobre esta Gltima. Esto sugiere un efecto neto sobre la musculatura fisa vascular;
mientras que 1a disminucién en 1a presién sistélica pudo ser consecuencia de la disminucién
de la presién dlasléllc;, ya que al disminuir ésta (por reduccion de la resistencia
periférica) se presenta una reduccién del ratorno venoso y con ello una disminucion de la
actividad cardiaca, principal contribuyente de esta prasion sistélica (60). Este estudio se
complementa con el experimento realizado por A. Zanoboni (73) en ratas

pinealectomizadas, las cuales presantaron un aumento de la presién sanguinea.
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Cuando se realizd la aplicacién conjunta de NOR'y la MEL se observé una disminucién
del efecto hipertensor de fa NOR cuyo principal sitio de accion es el musculo liso vascular
ademds, en la interaccién de PRNL y MEL se observé también una disminucién del efecto
hipotensor del PRNL. Este ultimo efecto que aparentemente pareciera contradictorio
puede ser ocasionado por activar a los sistemas reflejos vasculares ante la aplicacién de
2 farmacos hipotensores, lo que desencadenaria una descarga simpdtica generalizada.

El efecto de este indol sobre el tejido arterial, aparecié en poco tiempo y mostrd una
disminucidn de la tensién muscular lisa en concentraciones desde 10-4M. Obteniendo una
CEgy=135.8x10-4M.

Este efecto del indol lo mostraron otros investigadores como Rahamimoff (54),
Quastel (53), Bruderman (15), Robert H. Davis (22); en otros tejidos que contienen otros
tipos de musculo fiso, como el ltero, duodeno, conducto deferente de rata y traquea de
gato. En todos ellos la MEL mostré el mismo efecto consistente en una reduccidén de la
tensién muscular en una forma concentracidn-respuesta. El mecanismo de accién por el
cual se lieva al cabo este efecto es aln desconocido. Weekley L. B. y Satake (70)
mostraron un efecto similar de la MEL en aorta de rata, y en aorta de conejo indicdndoles
que la MEL es capaz de relajar el misculo liso vascular y que a dosis bajas la MEL
deteriora fa respuesta adrendrgica en misculo liso vascular. En todos los experimentos se
mostré una respuesta dependiente de las concentraciones utilizadas, Sin embargo, no
mostraron alguna evidencia de inleraccién con los sistemas adrenérgicos
correspondientes

En otros estudios realizados por M. Viswanathan (67), se encontrd sitios de unién a
un andlogo de la melatonina la 2-125lodo-melatonina fos cuales fueron localizados y

caracterizados en las arterias involucradas en la termerregulacion. La expresién de estos
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sitios de unién fueron restringidos a la arteria caudal y arterias que forman parte del
poligono de Willis en el cerebro.

Analizando en general el efecto presentado por la MEL tanto “in vitro™ Somo ‘in
situ” deducimos que su accidn es periférica puesto que se produce el mismo efecto en
tejido aislado en donde no interviene el sistema nervioso central, lo que nos lleva a pensar
que su accion reguladora ocurre a través de una accién vasodilatadora directa.

Cuando se analizé 1a interaccién entre NOR y MEL en nuestros experimentos “in vitro" se
mostré un efecto de atenuacién de la respuesta a ta NOR, lo cual indica que 1a MEL ejerce
su efecto relajante sobre el misculo liso vascular ain en presencia de NOR. La aplicacion
de NOR en presencia de MEL, mostré una CEge=155x10-7 M siendo esta menor a la CEgo
de la NOR. Esto indica una accion antagdnica de la MEL sobre NOR; aunque de acuerdo a
la dindmica de la respuesta {efecto mayor a dosis pequefas y casi nulo a dosis altas de
NOR} este antagonismo puede no ser de indole farmacolégico.

En la interaccién de PRNL y MEL se mostré que 1a suma de los dos efectos relajantes

" &n el masculo liso vascular, la dinamica de esta respuesta sugieren también que no existe
interaccién farmacoldgica entre las dos sustancias. La MEL no presenta un efecto
bloquedor 3-adrenérgico, ya que en presencia de dosis elevadas de NOR no disminuye ta

hipertensién producida por este fdrmaco.
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CONCLUSIONES

La MEL sjerce un efecto inhibidor de la presién arterial y del tono de la musculatura

lisa vascular de Ia rata.

Los efectos antagonistas de la MEL sobre las acciones ejercidas por la NOR, son de

fndole fisiolégico y no farmacolégico.

La MEL en particular, y la GP en general, participan en la regulacién a largo plazo de

la presién arterial de la rata.
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