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RESUMEN

El sistema cardiovascular tiene como funcion principal transportar nutrientes y
metabolitos por todo el organismo y se encuentra conformado por una red tubular de
vasos. Las arterias son vasos sanguineos de gran calibre que transportan la sangre
impulsada por el corazon hacia los 6rganos, siendo la aorta la arteria principal y la de
mayor calibre.

El Propilparabeno (PPB) es una sustancia quimica que ha sido ampliamente
utilizada como conservador en la industria alimentaria y cosmética por sus propiedades
antimicrobianas, especialmente contra levaduras. Esta sustancia ha sido considerada;
COMO una segura, no irritante y de baja toxicidad.

En diversas investigaciones se ha determinado que tiene propiedades de
cardioprotector y anticonvulsivante, debido a que actia como blogueador de los canales
de sodio dependientes de voltaje (Nav). Asi mismo, se ha determinado que tiene un
efecto vasodilatador en capilares cerebrales. No obstante, se desconoce los efectos en
la contraccién y relajacion de la aorta de cobayo. Por tal motivo, el objetivo de la presente
tesis fue evaluar el efecto del PPB en la aorta de cobayo en un sistema de érganos
aislados in vitro. Se determiné el efecto del PPB en la contraccion inducida por potasio
(K*, 80 mM), Fenilefrina (Phe, 100 uM) y Serotonina (5-HT, 320 uM).

En este trabajo, determinamos que el PPB tiene un efecto de relajacion en la aorta
de cobayo, por lo que decidimos definir los posibles mecanismos que pudieran estar
participando en este proceso de relajacion. De este modo, evaluamos la accion del 6xido
nitrico (NO), los canales de potasio (Kca) y los canales de sodio (Nav) en la relajacion del
producida por el PPB. Los resultados mostraron la destacada participacion de Nav en la
relacion producida por el PPB en la aorta de cobayo.
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INTRODUCCION

Musculo Liso Vascular

El sistema cardiovascular tiene como funcion principal transportar los nutrientes y
metabolitos en el organismo. Esta conformado por el corazon, arterias, arteriolas, venas,

vénulas y capilares (1).

Las arterias son vasos sanguineos de gran calibre que transportan la sangre del

corazén hacia los 6rganos, siendo la aorta, la arteria principal y de mayor calibre (2, 3).

La aorta tiene origen en la parte superior del ventriculo izquierdo y en su parte distal
se convierte en las arterias iliacas y la arteria sacra (4). De acuerdo a este trayecto, se

divide en tres segmentos (Fig. 1):

* Aorta ascendente. Comienza en la parte superior del ventriculo izquierdo.

* Cayado aértico. Se encuentra adosado a la cara izquierda de la traquea y el
esoéfago.

* Aorta descendente. Se subdivide en aorta toracica y abdominal, se extiende
desde el hiato aértico del diafragma hasta su bifurcacion terminal en las dos

arterias iliacas (5, 6).
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Fig. 1. Anatomia de la aorta. La aorta se divide en tres segmentos: Arteria Ascendente, Cayado
aortico y Aorta descendente, la cual se subdivide en aorta toracica y aorta abdominal.

La aorta esta constituida por tres diferentes capas o tunicas (7) (Fig. 2).

 Capa externa o tunica adventicia. Formada de tejido conectivo laxo.

 Capa media o tunica media. Conformada por musculo liso vascular (MLV),
tejido constituido por células fusiformes acopladas entre si, reforzadas por una
red de fibra de colagena (8). EI MLV contiene gran cantidad de actina y miosina,
necesarias para la regulacion del tono vascular mediante mecanismos de
contraccion y relajacion (9). Esta capa es la mas gruesa y en las venas aun
MAas en comparativa con las arterias.

* Capainterna o tunica intima. Consta de tres partes: un endotelio, compuesto
de epitelio escamoso simple, una membrana basal, capa de glicoproteinas y

una capa de fibras elasticas o elastina.
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Fig. 2. Corte histoldgico de la aorta. Corte transversal de aorta tefiida con técnica Tricrémica
de Masson. Se muestran las tres capas histolégicas: Tunica intima (TI), nucleos (N), Tunica
media (TM) y Tunica adventicia (TA), fibras de coladgena (C) (40 X). Realizada por Aniller
Rodriguez Marquez.

Mecanismo de contraccién del musculo liso vascular

La funcion primaria de las células del MLV es la generacion de fuerza, que se lleva a
cabo por la interaccion de las proteinas actina y miosina y la regulacion de la
concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*]i). En las células del MLV la [Ca?*]i en estado
de reposo es ~120 nM, mientras que en el exterior de la célula es de 1-2 mM (10). La
respuesta de contraccion ocurre por el deslizamiento de actina sobre filamentos de

miosina a través del ciclo de los puentes cruzados, acortando las células del MLV (11).

El ciclo de los puentes cruzados comienza cuando la cabeza de la miosina se
encuentra unida a los filamentos delgados de la actina, para después unirse una

molécula de ATP. La unién de ATP a la cabeza de la miosina produce un cambio
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conformacional que provoca la pérdida de afinidad de la miosina por el filamento de
actina. El rompimiento del ATP, a través de la ATPasa de la miosina, cambia la estructura
de la miosina produciendo un movimiento respecto al filamento de actina. Con la
formacién de adenosin difosfato (ADP) y la liberacién de Pi, la cabeza de la miosina se

une nuevamente a la actina en un sitio diferente al primero comenzando el ciclo (12).

De acuerdo con Somlyo y Somlyo (1994), el mecanismo de la contraccion del MLV
puede ser promovida por dos procesos: el acoplamiento electromecanico y el
acoplamiento farmacomecénico (Fig. 3) (13). En el acoplamiento electromecénico la
contraccion es el resultado por un proceso de despolarizacion; mientras que, en el
acoplamiento farmacomecanico es debido a la accidon de un agonista y su receptor en

ambos casos, existe un incremento de [Ca?*]i.

El acople electromecanico involucra cambios en el potencial de la membrana
plasmética y la consecuente apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje
(VOCC, por sus siglas en inglés Voltage Operate Calcium Channels), ingresando Ca?*
desde el medio extracelular, produciendo cambios en los valores del potencial de

membrana, afectando la [Ca*?)i (14).

El acoplamiento farmacomecénico constituye la estimulacibn de receptores
transmembranales heptahelicales, denominados receptores acoplados a proteinas G
(GPCR), los cuales poseen siete hélices antipaticas que atraviesan la membrana celular

y actuan como transductores de sefiales a través de la membrana celular (15).
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Fig. 3. Acoplamiento farmacomecanico y electromecanico del MLV. ElI acople
farmacomecénico explica la contraccidon mediante receptores acoplados a proteinas G, la
participacion de la Fosfolipasa C (PLC) y la sintesis de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) mientras que
el acople electromecéanico nos habla de la despolarizacion de la membrana y la apertura de los
canales de Ca®" (VOCC). Ambos participan en el aumento de la concentracién de Ca*
intracelular ([Ca?']i). El Ca** se une a la calmodulina (CAM) que activa a la cinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK), después de esta fosforilacion se generan los puentes cruzados y
de esta manera tenga lugar la contraccion.

De manera general, las GPCR ejercen su accion mediante la activacion de
proteinas G que, a su vez, activan una proteina efectora, generalmente una enzima o un
canal i6énico, lo que produce un cambio rapido en la concentracién intracelular de
segundos mensajeros como AMPc, diacilglicerol (DAG), inositol 1,4,5 trifosfato (IP3),

Ca?*, entre otros (16).
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Las proteinas G, estan constituidas por tres subunidades: o,  y y que unidas
forman un heterotrimero. La subunidad o esta unida a un sitio de unién al guanosin
difosfato (GDP), se encuentra inactiva. La unién de un agonista al GPCR produce el
intercambio de GDP por guanosin trifosfato (GTP), este cambio activa la subunidad o de
la proteina G, disocidndose de las subunidades B y y. La subunidad a activa la proteina
efectora, como la Fosfolipasa C-p (PLC-B), mientras el complejo By activan otras vias de
sefalizacion.

Las proteinas G se han clasificado en cuatro subfamilias basadas en la homologia

estructural y funcional: Gs, Gi, G12/13, y Gq (17).

La familia Gs y Gi involucran la activacion del adenilato ciclasa (AC) y guanilato
ciclasa (GC), enzimas que catalizan la produccién de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc) y al actuar como segundos mensajeros,
activan a la proteina cinasa A (PKA) y a la proteina cinasa G (PKG), respectivamente

(18).

Las proteinas G12/13 activan algunas pequefias GTPasas y participan a través de

la interaccion de factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina Rho (19).

Las proteinas Gq activan la PLC-B, la via de intercambio de fosfoinositidos/calcio.
A través de esta via de sefializacion, la estimulacion de la PLC- cataliza la formacion
de segundos mensajeros, y a partir del fosfatidil inositol 4,5, bifosfato (PIP2), que al ser
hidrolizado constituye al inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG). El IP3 se une a

su receptor que se encuentra en el reticulo sarcoplasmico (RS), permitiendo la liberacion
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de Ca?* al citosol. EI DG, que se encuentra en la membrana plasmatica, activa la PKC la

cual fosforila diversas proteinas (15)

Los GPCR son diana de diversas sustancias, como neurotransmisores u hormonas

que dan lugar al aumento de [Ca*?)i (16, 20, 21).

Una vez que aumenta la [Ca*?]i, el Ca*? se une con la calmodulina, una proteina
citoplasmatica, formando el complejo Ca*?-calmodulina. Este complejo activa la cinasa
de la cadena ligera de la miosina (CLMK), enzima que tiene como funcion la fosforilacion
de la cadena ligera de la miosina (CLM). Esté& fosforilacion permite la unién con la actina

y de esta manera generar los puentes cruzados, que realizan la contraccion (22-24).
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Mecanismos de relajacion del masculo liso vascular

La relajacion del MLV se produce como resultado de la eliminacion del estimulo contractil
0 por la accion de una sustancia que inhiba el mecanismo de contraccion. Ambos,
involucran la disminucion de la [Ca?*]i y un incremento de la actividad de la fosfatasa de
la cadena ligera de la miosina (MLCP), y en este decremento de la [Ca*?]i participan

varios mecanismos, que menciono a continuacion.

Participacion de la ATPasa de Ca*? de la membrana plasmatica

Uno de los mecanismos importantes que regulan la [Ca?*]i es por la accion de la ATPasa
de Ca*? de la membrana plasmatica (PMCA por sus siglas en inglés) y del reticulo
sarcoendoplasmico (SERCA, por sus siglas en inglés). Dichas enzimas que participan
en la hidrélisis de una molécula de ATP para realizar el transporte de iones de Ca?*, y
mantener [Ca?']i (~100 nM) 20,000 veces mas bajas que las concentraciones

extracelulares (25, 26).

Intercambiador Na*/Ca?*

Otros reguladores de la [Ca?*]i son los intercambiadores Na*/Ca?* que estan ubicados
en la membrana plasmatica, es un cotransportador el cual mueve 3 iones de Na* en

intercambio con un ion Ca?*, sostenido por la ATPasa Na*-K*. Actla mediante la
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extraccion de Ca?* de la célula, a la vez que introduce sodio, también puede actuar en

su forma reversa, es decir, sacar Na* e introducir Ca?* (27, 28).

Mecanismo del Oxido Nitrico en la Relajacion del Musculo Liso Vascular

El 6xido nitrico (NO) enddgeno es ampliamente reconocido como un potente
vasodilatador del MLV, y desempefia una amplia variedad de funciones fisiolégicas y
patolégicas. Se han identificado tres isoformas de la sintasa del NO: NOS neuronal
(nNOS o0 NOS31), NOS inducible (iNOS o NOS2) y NOS endotelial (eNOS o NOS3). Los
sustratos que son necesarios para la sintesis de NO son L-arginina, Oz y dinucle6tido de
nicotinamida y adenina fosfato (NADPH). La eNOS es la encargada de convertir la L-
Arginina en Citrulina y NO. La produccion y liberacién de NO se da a nivel de endotelio
de los vasos sanguineos. En condiciones normales, el NO activa la guanilato ciclasa
soluble (GCs) la cual cataliza la conversion de GTP a GMP. Actuando como un segundo

mensajero, GMPc activa la proteina cinasa G (PKG) (29, 30).

La PKG tiene dos efectos principales en el MLV, el decremento de [Ca?*]i y la
desensibilizacion del sistema de contraccion de la actina-miosina, que conllevan a la
relajacion (31). Asimismo, la PKG regula diferentes blancos moleculares incluyendo los

canales de K* regulados por Ca?* (Kca) (32).

Se han realizado diferentes estudios experimentales para evaluar la produccion de

NO. Una estrategia experimental muy utilizada, ha sido antagonizar la NOS con el
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objetivo de evitar la sintesis del NO, estrategia que utilizamos en nuestros experimentos,

o bien se puede recurrir a la remocién del endotelio de los vasos sanguineos (Fig. 4).

b >
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Fig. 4. Produccidn del 6xido nitrico (NO). EI NO se produce y libera del endotelio para difundir
al MLV para seguir la via de la Guanilato ciclasa. ElI N(w) nitro-L-arginina metilester (L-NAME)
antagoniza la eNOS impidiendo la liberacién del NO. Otra manera de eliminar la sintesis del NO
es la remocion del endotelio.

Participacion de los Canales i6nicos de la membrana

Los canales i6nicos de la membrana plasméatica son proteinas de membrana, formadoras
de poros, los cuales permiten el flujo de determinados iones (Na*, K*, Ca?") que
participan en diversos procesos fisiolégicos, como los mecanismos de contraccion y
relajacion (Fig. 5.) (33). Los canales de K* y los canales de Na* son de gran relevancia
ademas de estar relacionados entre si al abrirse y cerrarse durante el potencial de

membrana (34, 35).




Aniller Rodriguez Marquez 19

Los canales de K* facilitan el movimiento pasivo de los iones de K* a través de la
membrana, y la permeabilidad selectiva de iones produce gradientes idnicos en el MLV
que contribuyen en la generacién del potencial de membrana en reposo y de las
corrientes hiperpolarizantes y repolarizantes. Asi como, la regulacién de la contraccion-
relajacion (36). Los canales de K* se subdividen en 4 familias, segun sus propiedades

estructurales y funcionales (Ver anexo 1) (37-39):

a. Canales de K* activados por Ca?*y Na* (Kca, Kna).
b. Rectificacion interna de los canales de potasio (Kir).
c. Canales de K* de doble dominio P (Kzp).

d. Canales de K* activados por voltaje (Kv).

Los canales de K* activados por calcio (Kca), anteriormente denominados BK, Slo1,
MaxiK y KCNMA1 son de gran importancia, debido a su gran conductancia (100-300
picosiemens) y abundante expresion en el MLV. Ejemplos de algunos de ellos, los

canales Kca1.1 y Kcas.1 (40, 41).

La apertura de los canales Kca conduce a la salida de iones de K* provocando la

hiperpolarizacién de la membrana celular y consecuente relajacion del MLV (35, 42).

Varias moléculas endbégenas vasodilatadoras, como el NO y ciertos factores
liberados de las células endoteliales, ejercen su efecto relajante en el MLV al dirigirse a
los canales Kca (43, 44). De igual modo, existen compuestos quimicos que permiten la

apertura del canal Kca provocando relajacion del MLV (42). Por el contrario, los
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compuestos quimicos que inhiben la apertura del canal Kca, favorecen la contraccion (37,
45)

Los canales Kca1.1 Y Kcas.1 se pueden evaluar si se bloquean con péptidos como las
toxinas; Caribdotoxina (ChTX) e Iberiotoxina (IbTX). La ChTX es extraida del escorpion
amarillo (Leiurus quinquestriatu) y bloquea principalmente a los canales Kcal.l y Kca3.1
a concentraciones nanomolares (38). La IbTX extraida del escorpion (Mesobuthus
tamulus) es especifica y bloquea Unicamente los canales Kcal.l a concentraciones
nanomolares (46). Por lo tanto, la modulacion del canal Kca es un mecanismo critico para

regular los mecanismos de contraccién y relajacion en los vasos sanguineos.

Participacion de los Canales de sodio dependientes de voltaje en la relajacion del
Musculo Liso Vascular

Los canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC por sus siglas en inglés, Voltage
Gated Sodium Channel) son glicoproteinas transmembranales distribuidos en las
membranas de las células excitables, neuronas y células musculares, los cuales son
responsables del transporte de Na* a través de la membrana. Son responsables de la
iniciacidon y propagacion de la despolarizacion de la membrana de las células musculares

y nerviosas.

La estructura de los canales de Nav consiste de varias subunidades, una subunidad
o Y una a cuatro subunidades B (B1, B2, B3, P4), las cuales forman heterodimeros o
heterotrimeros (47, 48). Hasta la fecha, se reconoce 10 VGSC denominados Navl.1-

Nav1.9 y el NavX de acuerdo con sus diferencias en la subunidad a.. De manera reciente,
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se descubrié una nueva familia de los canales Nav2, pero su funciéon no es muy conocida
(49). La subunidad o es la que forma el poro, que atraviesa la membrana con cuatro
dominios homologos. Cada dominio estd compuesto de seis segmentos o hélices
transmembrana (S1-S6) y un bucle de poro adicional ubicado entre los segmentos S5y
S6. Por su parte, la subunidad beta es la encargada de la cinética y activacion del canal

(50).

Los canales de Nav son estructuras muy dinamicas. La despolarizacion de la
membrana facilita un cambio conformacional de la subunidad o lo que resulta un cambio
en la corriente de Na* interna transitoria que se inactiva rapidamente pasando por tres
estados basicos: un estado de reposo, un estado abierto conductor (permeable a Na*) y

un estado inactivo. Estos ultimos estados, no permiten el transito al Na* (51).

Los Nav son sensibles a la tetrodotoxina (TTX), anestésicos, antiarritmicos y a
algunos farmacos anticonvulsivantes que muestran gran afinidad a ellos, tal es el caso
de la Fenitoina (DFH) (52). La DFH es un farmaco sintético anticonvulsivante que
bloguea los canales Nav a concentraciones micromolares, mostrando gran afinidad por

la sub unidad alfa de los Nav (53, 54).
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Despolarizacion
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Contraccion

Fig. 5. Participacion de los canales i6nicos en los mecanismos de contraccidn-relajacion
del MLV. Los mecanismos de contraccion y relajacion estan regulados por los diferentes canales
ibnicos como Na*, K*y Ca?*. La activacion de los canales operados por voltaje (VOCC) producen
un incremento de la [Ca*'i, lo que conlleva a la contraccion. Este aumento de [Ca2+]i también
modifica la apertura de los canales de K* dependientes de Ca?* (Kca), los cuales participan en la
relajacion (Ver texto para mayor informacion).

Propilparabeno

Los parabenos son un grupo de compuestos quimicos formados por ésteres del acido
parahidroxibenzoico incluyen al metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno (Fig. 6),
butilparabeno, heptilparabeno, isopropilparabeno, isobutilparabeno, fenilparabeno,
bencilparabeno y pentilparabeno, entre otros (51, 52). Su uso esta ampliamente

expandido en la industria cosmética, farmaceéutica y alimentaria (53, 54).
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Desde 1930, el Propilparabeno (PPB) ha sido utilizado como un conservante que
inhibe el crecimiento de microorganismos, como bacterias y hongos, y ha sido utilizado
para extender la vida Gtil de diversos productos como: alimentos, bebidas, cosméticos y

medicamentos (55, 56).

De manera general, se ha determinado que el PPB es una sustancia no irritante y
de baja toxicidad y se ha considerado como un conservante seguro, ya que se absorbe
y metaboliza rdpidamente en acido p-hidroxibenzoico (51, 57-59). No obstante, debido a
su uso generalizado, se considera que su presencia sea en grandes cantidades en el
organismo y pueda producir efectos toxicolégicos. Por ello, se han realizado diversos
estudios in vivo e in vitro en animales para para evaluar los posibles efectos toxicoldgicos
(59). Estos estudios han demostrado que el PPB no es un compuesto teratogénico,
mutagénicos o cancerigeno, por lo que no se ha registrado algun tipo de toxicidad en

humanos (57).

No obstante, reportes recientes han indicado que la exposicién a los parabenos
modulan o perturban el sistema endocrino, a través de la union de los receptores a
estrogenos, ejerciendo efectos endocrinos disruptivos (60, 61). Por tal motivo, existe la
posibilidad de que existan algunas consecuencias nocivas para la salud humana y

animales.
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Fig. 6. F6rmula quimica del propilparabeno (PPB). El PPB es un éster del 4cido
p-hidroxibenzoico

A pesar de las controversias en los resultados experimentales en animales, en
México, el uso del PPB es legislado en el “Acuerdo por el que se determinan los aditivos
y coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos alimenticios, su uso y disposiciones
sanitarias” publicado en el Diario Oficial de la Federacién (62), Asi mismo, se encuentra
legislado su uso en la “NORMA Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008, Productos y
servicios. Cereales y sus productos. Cereales, harinas de cereales, sémolas o semolinas.
Alimentos a base de cereales, semillas comestibles, de harinas, sémolas o semolinas o
sus mezclas. Productos de panificacion. Disposiciones y especificaciones sanitarias y
nutrimentales. Métodos de prueba” (63). En Estados Unidos de Norteamérica, los
cientificos de la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA por sus siglas en
inglés) han autorizado su uso en la industria farmacéutica y cosmetolégica, pero siguen
evaluando experimentalmente los efectos del PPB. En estos estudios experimentales,
se determind que el PPB bloquea los Nav en células piramidales de CA1 y también en

cultivos de cardiomiocitos de rata (64, 65).
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Del mismo modo, en un modelo de estimulacion eléctrica maxima, el PPB inhibe el
desarrollo de las crisis tonicas (66). Se ha reportado también que, después de un estado
epiléptico, inducido por pilocarpina, existe un incremento en la liberacion de glutamato.
Por lo que, se ha propuesto que el PPB pueda ser utilizado como un anticonvulsivante y

neuroprotector (67, 68).

Asi mismo, en otros trabajos de investigacion, se ha propuesto que el PPB sea el
responsable de la relajacion de diferentes tipos de musculos lisos, como la arteria cortical

humana, arteria basilar de perro y cobayo, de la trAquea de cobayo (69-71).

Aunque se conoce de manera indirecta la posible participacion del PPB en el
musculo liso vascular, en este trabajo nos propusimos evaluar farmacolégicamente al
PPB en la aorta de cobayo, para comprender los posibles mecanismos fisiolégicos de

participacion del PPB.
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JUSTIFICACION.

El PPB es un compuesto quimico ampliamente usado como conservante en la
elaboracion y fabricacion de medicamentos, cosméticos, alimentos y bebidas. A pesar
de que se ha propuesto que el PPB participa en la relajacion en el MLV por la accién de

los Nav, los estudios son muy escasos.

De manera especifica, el mecanismo de relajacion del MLV producido por el PPB
ha sido poco estudiado. Es por ello que, nos propusimos evaluar farmacoldgicamente el
mecanismo de relajacion del PPB en aorta de cobayo, en un sistema de 6rganos aislados

in vitro.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque existen algunos estudios que puedan explicar los efectos del PPB en el MLV,
son escasos los trabajos de investigacion que describan su posible participacion. En este
trabajo, evaluamos los posibles mecanismos de relajacién en los que pudiera estar
participando el PPB en la aorta de cobayo, por lo que nos planteamos la siguiente

pregunta:

¢El mecanismo de relajaciéon inducido por el PPB en la aorta de cobayo es através
de la participacion del 6xido nitrico (NO) o los canales de sodio (Nav) y/o los

canales de potasio (Kca)?
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HIPOTESIS

La relajacion producida por el Propilparabeno (PPB) en la aorta de cobayo, se lleva a
cabo a través de la sintesis del 6xido nitrico (NO) o la participacion de los canales de
sodio (Nav) o los canales de potasio (Kca), evaluados farmacolégicamente en un sistema

de Organos aislados in vitro.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar farmacolégicamente el efecto de relajacion del PPB en la aorta de cobayo con

sistema de organos aislados in vitro

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del PPB sobre la contraccién inducida por K*, Phe y 5-HT en
la aorta de cobayo.

2. Evaluar la participacion de la sintesis del NO en la relajacion inducida por PPB
en la aorta de cobayo.

3. Evaluar la participacion de los canales de sodio Nav en la relajacion producida
por PPB en la aorta de cobayo.

4. Evaluar la participacion de Kca en el efecto inducido por PPB en la aorta de

cobayo.
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MATERIAL Y METODOS

Animales de estudio

Se utilizaron cobayos machos de la cepa Hartley con un peso de 450 a 600g. Los
animales fueron criados en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)
en condiciones normales de bioterio, (aire acondicionado vy filtrado, 21+1 °C, con 50 a
70% de humedad, cama estéril) con acceso a agua y alimento ad libitum (Teklad Guinea
Pig Diet 7006, Harlan Teklan, Madison, WI) y con un ciclo de luz-oscuridad de 12-12
horas. Fueron alojados en grupos de no mas de 6 animales por jaula teniendo espacio
suficiente de movimiento en estricto apego a la normatividad mexicana "Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio NOM-062-

Z00-1999".

Los cobayos fueron sacrificados en las instalaciones de la Unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Neurolégicas (UIMEN) del Centro Médico Nacional, Siglo XXI

del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

Sistema de érganos aislados in vitro

Los estudios farmacoldgicos en el sistema de érganos aislados in vitro se realizaron en
la UIMEN bajo la supervision de la Dra. Patricia Campos Bedolla

Cada cobayo fue anestesiado con una dosis de 30 mg+Kg* (i.p.) de pentobarbital
sbdico, solucion inyectable (PiSA® Agropecuaria). La eficacia de la anestesia fue

comprobada a través de reflejo podal.
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Se les aplicé exanguinacion, mediante un corte en la arteria femoral, posteriormente
se abrio la caja torécica y se retird la traquea, corazén y pulmones, se extrajo la aorta
toracica cuidadosamente (Fig.7.) y fue limpiada del tejido conectivo y restos de sangre
con ayuda de un estereoscopio (ZEISS Stremi 2000, Graz Austria) e instrumental de

microcirugia.
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Fig. 7. Esquema del Sistema de Organos Aislados in vitro.

Cada aorta fue seccionada en cuatro anillos de 4 mm aproximadamente. Cada
anillo aortico fue colgado en un vaso de 6rganos aislados, que contenia 5 ml de una
solucién Ringer Krebs Bicarbonato (RKB) con la siguiente composiciéon (mM): NaCl 120,
KCl 4.77, KH2PO2 1.2, MgS0O4 1.2, NaHCOs 25, CaClz 2.5 y glucosa 11. La solucion se
mantuvo a una temperatura de 37°C, aireada con carbdgeno (mezcla gaseosa de 95%

02y 5% CO2) (Bloodgas proSpec Praxair, CDMX. México) manteniendo un pH de 7.4.
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Para registrar la tension isométrica, cada anillo aortico fue colgado de un extremo
a un gancho del vaso y al otro extremo, el tejido fue colgado a un transductor de tensiéon
(modelo HDW100A, Biopac Systems Inc, CA, EUA) Las sefiales de los transductores
fueron digitalizadas con una interfaz (modelo MP150, Biopac) y los cambios en la tension

fueron monitoreados con un software (AcgKowledge v3.9.1, Biopac).

Los anillos adrticos se mantuvieron a una tensién de 1.5 g por media hora en una
solucién Ringer Krebs Bicarbonato (RKB), durante este periodo se realizaron lavados de
solucién RKB en los minutos 15 y 30. La solucion RKB tuvo la siguiente composicion
mM: NaCl 120, KCl 4.77, KH2PO2 1.2, MgSO4 1.2, NaHCOs3 25, CaClz 2.5 y D-glucosa
11. Se mantuvo a 37°C, con burbujeo constante de carbdgeno (95% Oz y 5% CO3) y con

un pH 7.4.

Cada segmento de aorta fue sometido a diferentes tratamientos experimentales.
De manera inicial, cada anillo fue estimulado tres veces con una solucién de KCI (80 mM)
para confirmar su viabilidad y optimizar la respuesta maxima de contraccion. El altimo
estimulo de contraccién fue considerado como el 100% de respuesta de contraccion.
Posteriormente, se realizaron diferentes estrategias farmacolégicas experimentales. Se
utilizé una concentracion Unica de K* (80 mM), Phe (100 uM) y 5-HT (320 uM) para
inducir la contraccion de la aorta (Fig. 8). Los diferentes antagonistas utilizados (ver
cuadro 1) fueron preincubados durante 20 min, y posteriormente se adicion6 al PPP
(100 mM y 0.1 uM). Se evaluo la respuesta de contraccion o relajacion cada 2 minutos,
durante un periodo de 26 minutos. Todos los farmacos y compuestos quimicos se

adquirieron de Sigma Chemical Co (St. Louis, MI, USA) (Cuadro 1).
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Fig.8. Registro de contraccidon de los agonistas utilizados en el sistema de 6rganos
aislados in vitro. Los primeros tres registros corresponden a la estimulacién de K* 80 mM, donde
el tltimo estimulo es considerado el 100 % de respuesta. A. Contraccién inducida por K* 80 mM.
B. Contraccion inducida por fenilefrina (Phe, 100 #M). C. contraccion inducida por serotonina (5-
HT, 320 xM). D. Respuesta basal.
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Cuadro 1. Compuestos quimicos

Nombre Funcion Concentracion Referencia
N(w) nitro-L-arginina Inhibidor de la sintasa de 100 uM (32)
metilester (L-NAME) Oxido nitrico
Clorhidrato de Fenilefrina Agonista adrenérgico 100 uM (71)
(Phe)
Clorhidrato de Serotonina  Agonista serotoninérgico 320 uM (20)
(5-HT)
Cloruro de potasio (K*) Compuesto quimico 80 mM (69)
formado por cloro y potasio
Propilparabeno sédico Conservante 100 uM (65, 67)
(PPB) antimicrobiano 1 mM
Caribdotoxina (ChTX) Antagonista del canal de 0.1 uM (72)
K* activado por Ca?*
Iberiotoxina (IbTX) Antagonista selectivo de 0.1 uM (73)
los canales de K*
activados por Ca?* de alta
conductancia
Difenilhidantoina (DFH) Antagonista de los canales 100 uM (74)

de sodio (Nay)
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Analisis estadistico

Los resultados se presentan como porcentaje de contraccion en relacion con la respuesta
méaxima de K* 80mM que representa el 100% de la respuesta de contraccion. Asi mismo,
se obtuvo el area bajo la curva mediante el método de integracion trapezoidal,

presentada en unidades arbitrarias (u?).

Los datos estan expresados como la media + EE (error estandar). Los valores de
la n=4-8. Para conocer las posibles diferencias en la relajacion de los anillos adrticos de
aorta toracica inducida por PPB, se utilizé la prueba estadistica denominada ANOVA de
una via (95% CI) seguido de una prueba de Dunnet post hoc. El analisis estadistico de
los resultados se realiz6 con el software INERSTAT-a v2.0 disefiado por el Dr. Mario H.

Vargas y GraphPad Prisma 7.00.
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RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en los estudios in vitro en la
evaluacion farmacoldgica del propilparabeno (PPB) y posible su participacion en los

mecanismos de relajacion en la aorta de cobayo.

Contraccion de aorta de cobayo inducido por K*, Phe y 5-HT

En este trabajo, evaluamos dos concentraciones 100 uM y 1 mM del PPB, para conocer
su posible participacidon en la contraccion de importantes reguladores de la actividad del

musculo liso vascular: K* (80 mM), Phe (100 uM) y 5-HT (320 uM) en la aorta de cobayo.

De manera inicial, se obtuvo el porcentaje de respuesta maxima de contraccion
para K* (80 mM) de 116%z4.44, para Phe (100 uM) 92%+4.12 y para 5-HT (320 uM) de
31.31%+2.49 (Fig. 9). Estos valores maximos de contraccion fueron considerados el
100% de la respuesta. Es decir, la maxima contraccion obtenida por cada uno de los

agonistas durante 26 minutos.
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Fig. 9. Respuesta de contraccién a la concentracién Unica de los diferentes agonistas: K*
(80 mM), Phe (100 4M) y 5-HT (320 uM). Los simbolos representan la media + E.E. n=8

Efecto de relajacion del Propilparabeno en el musculo liso vascular

Para evaluar el efecto del PPB, se realiz6 una curva acumulativa de 0.01 uM hasta 1 mM
(1000 uM) sobre la respuesta de maxima de contraccion inducida por K* (80 mM), Phe

(100 uM) y 5-HT (320 uM) (Fig. 10). En esta grafica, se observa que el PPB produce un

efecto de relajacion dependiente de la concentracion sobre las contracciones maximas

de cada agonista utilizado.
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Asimismo, se decidi6é evaluar la concentracion de 100 uM y 1 mM de PPB para

los experimentos subsiguientes, debido a los resultados observados en la Fig. 10.
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Fig.10. Curva acumulativa del Propilparabeno (PPB). Efecto del PPB desde de 0.01 xM hasta
1 mM sobre la respuesta maxima de contraccién de la concentracion Unica de K* (80 mM), Phe
(100 M) y 5-HT (320 u M), los simbolos representan la media + E.E. n=8.
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Evaluacion farmacologica del PPB (100 uM)

Debido a los resultados de los experimentos previos, decidimos determinar los posibles
mecanismos de accién del PPB en la relajacion. Por este motivo, se evalud la accién del
NO, utilizando un antagonista de la sintasa del NO (NOS) denominado L-NAME (100
uM). Asi también, evaluamos la participacion de los canales de K* activados por Ca?* de
alta conductancia y los canales de K* activados por voltaje (Kca, Kv respectivamente) y
los canales de Na* dependientes de voltaje (Nav), a través de la accion de la
Caribdotoxina (ChTX, 0.1 uM), Iberiotoxina (IbTX, 0.1 uM) y la difenilhidantoina (DFH,
100 uM). En los cuadros siguientes se resumen los valores del area bajo la curva

obtenidos de los diferentes grupos experimentales.

En la Fig. 11A, se observa el efecto de relajacion producido por el PPB sobre la
contraccion de K* (80 mM), y una evidente mayor relajacion con la preincubacion de la
DFH (bloqueador de los canales de Na* dependientes de voltaje (Nav). Al comparar el
area bajo la curva de estas curvas, se observan diferencias significativas (p<0.05) entre
el control (2330.27+26.76 u?) y el valor de PPB+DBH (1777.72+74.48 u?). Un decremento
de la relajacion de un ~22.79%, (Fig. 11B, Cuadro 2). Los valores del area bajo la curva
con la preincubacion de L-NAME, ChTX e IbTX son 2302.36 u? + 51.47, 2282.61 u? +
56.94 y 2205.02 u? + 47.72, correspondientemente, los cuales no mostraron diferencias

significativas. Los valores de la n=4-8 (Cuadro 2).
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[1 K* (80 mM) + DFH (100 uM) + PPB (100 uM)

Fig.11. Efecto del PPB (100 M) sobre el 100% de respuesta de K* (80 mM) con L-NAME
(100 M), ChTX (0.1 pM), IbTX (0.1 uM) y DFH (100 pM) en la aorta de cobayo. A. Curva de
relajacion por PPB (100 M) con respecto al tiempo. B. Area bajo curva de la relajaciéon del PPB
(100 uM). los simbolos representan la media + E.E. n=4-8, *p<0.05.
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Cuadro 2. Efecto del PPB (100 uM) en la contraccion de K* (80 mM). Valores
promedio del area bajo la curva (u?).

: n=numero de Promedio del &rea bajo la
Grupos experimentales . ’
experlmentos curva * error estandar
K80 mM + PPB 8 2330.27+26.76
(100 pM)
K*80 mM +PPB (100
8 2302.36+51.47
uM) +L-NAME (100 pM)
K*80 mM +PPB (100
4 2282.61+56.93
uM) +ChTX (0.1 uM)
K*80 mM +PPB (100
6 2205.02+47.72
uM) +IbTX (0.1 uM)
* +
K*80 mM +PPB (100 7 1777.72474.48

uM) + DFH (100 uM)

En otro grupo de experimentos, se evaluo el efecto del PPB (100 uM) en la maxima
contraccion producida por Phe (100 uM). Inicialmente, observamos en la Fig. 12A, que
al preincubar con 100 uM de PPB+DFH se produce la mayor relajacion de la aorta. Al
comparar el area bajo la curva del control (2113.19+33.82 u?) con los grupos
experimentales, encontramos diferencias significativas con el grupo de PPB+DFH
(1710.30+112.85 u?, p<0.05) (Fig. 12B, Cuadro 3). Es decir, con PPB + IbTX se produjo
un incremento ~19.06% mas de relajacion. Cabe aclarar que la DFH, por si sola, no

presenta efecto sobre la contraccion de Phe (100 uM).
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N Phe (100 uM) + ChTX (0.1 uM) + PPB (100 pM)

% Phe (100 uM) + IbTX (0.1 pM) + PPB (100 pM)
Phe (100 pM) + DFH (100 uM) + PPB (100 pM)

Fig.12. Efecto del PPB (100 uM) sobre el 100% de respuesta de Phe (100 uM) con L-NAME
(200 M), ChTX (0.1 pM), IbTX (0.1 M) y DFH (100 M) en la aorta de cobayo. A. Curva de
relajacion por PPB (100 M) con respecto al tiempo. B. Area bajo curva de la relajacion del PPB
(200 uM). los simbolos representan la media + E.E. n=4-8, *p<0.05.
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Cuadro 3. Efecto del PPB (100 uM) en la contraccién de Phe (100 uM). Valores
promedio del area bajo la curva (u?).

: n=numero de Promedio del &rea bajo la
Grupos experimentales : .
experimentos curva t error estandar

8 2113.19+33.82

Phe + PPB (100 pM)

+ +L-

Phe + PPB (100 uM) +L-NAME (100 8 2195.80463.70

uM)

Phe + PPB (100 uM) +ChTX (0.1 uM) 4 2187.89+281.96

Phe + PPB (100 uM) +IbTX (0.1 uM) 6 2251.19+88.39

Phe + PPB (100 uM) + DFH (100 M) 8 1710.30+112.85

El efecto de PPB (100 uM) en la contraccion inducida por la 5-HT (320 uM), y la
pre-incubacion de L-NAME (100 uM), CTX (0.1 uM) y DFH (100 uM), se observa en la
Fig. 13A. En esta figura, se observa una evidente relajacion de la respuesta de la 5-HT

al pre-incubar con el PPB y DFH.

De mismo modo, se obtuvieron las areas bajo la curva de estas curvas
mencionadas. Aunque, se observe cierta tendencia en el proceso de relajacion producido

por la pre-incubacion de PPB+DFH, no existen diferencias significativas (Fig. 13B).
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B 5-HT (320 uM) + PPB (100 uM)

= 5-HT (320 pM) + LNAME (100 uM) + PPB (100 pM)

N 5-HT (320 pM) + ChTX (0.1 uM) + PPB (100 pM)

# 5-HT (320 pM) + IbTX (0.1 pM) + PPB (100 uM)
5-HT (320 uM) + DFH (100 uM) + PPB (100 uM)

Fig.13. Efecto del PPB (100 uM) sobre el 100% de respuesta la concentraciéon unica de 5-
HT (320 gM) con L-NAME (100 uM), ChTX (0.1 uM), IbTX (0.1 uM) y DFH (100 uM) en aorta
de cobayo. A. Curva de relajacion por PPB (100 #M) con respecto al tiempo. B. Area bajo curva
de la relajaciéon del PPB (100 #M). los simbolos representan la media + E.E. n=7-8.
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En el siguiente cuadro (cuadro 4) se muestran los valores del &rea bajo la curva
de los diferentes experimentos en que se evalla el efecto del PPB (100 uM) en la
contraccion de 5-HT (320 uM). Si bien, se muestra que el efecto de la PPB+CTX induce
un incremento de ~16.17% de contraccién y con PPB+IbTX de un ~14.67%, y un
decremento de la contraccion ~11.00%, no se observaron diferencias significativas entre
los grupos.

Cuadro 4. Efecto del PPB (100 pM) en la contraccion de 5-HT (320 pM) Valores
promedio del area bajo la curva (u?)

Srubos experimentales n=numero de Promedio del area bajo la
P Y experimentos curva * error estandar

5-HT (320 um) + PPB 8 1396.22+92.60
(100 pMm)

5-HT (320 uM) + PPB (100 uM) 8 1410.86+100.98

+ L-NAME (100 uM) o

5-HT (320 uM) + PPB (100 uM) 7 1622.06+196.78

+ ChTX (0.1 uM) S

5-HT (320 uM) + PPB (100 pM) 7 1601.12+182.29

+ 1bTX (0.1 pM) S

5-HT (320 pM) + PPB (100 uM) 8 1242.77+184.95

+ DFH (100 pM)
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Evaluacion farmacologica del PPB (1 mM)

Con la finalidad de evaluar de manera mas amplia el efecto del PPB, se evalué en la

aorta aislada de cobayo, una mayor concentracion de PPB (1 mM).

EnlaFig. 14A, se observa el efecto del PPB (1 mM) en la contraccién de K* 80 mM
y la pre-incubacion de L-NAME, CTX, IbTX y DFH. En esta figura, se observa el efecto
de relajacion producido por el PPB (1 mM) en la maxima contraccién de K* 80 mM. Asi
como, la evaluacion de los posibles mecanismos que pudieran estar participando, la via
de la produccion del NO, los canales Ky, los canales de Kca y los canales de Nav. Del
mismo modo, se obtuvieron las areas bajo la curva (Fig. 14B). Como lo muestra el
andlisis estadistico de estos datos, no existen diferencias significativas en el area bajo la

curva de los diferentes grupos de tratamientos (Cuadro 5).
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K+ (80 mM) + DFH (100 uM) + PPB (1 mM)

Fig.14. Efecto del PPB (1 mM) sobre el 100% de respuesta de K* (80 mM) con L-NAME (100
uM), ChTX (0.1 gM), IbTX (0.1 pgM) y DFH (100 uM) en la aorta de cobayo. A. Curva de
relajacion por PPB (1 mM) con respecto al tiempo. B. Area bajo curva de la relajacion del PPB
(2 mM). los simbolos representan la media + E.E. n=5-8.
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Cuadro 5. Efecto del PPB (1 mM) en la contraccion de K* (80 mM). Valores promedio
del area bajo la curva (u?).

. n=numero de Promedio del &rea bajo la
Grupos experimentales : ,
experimentos curva + error estandar

K* 80 mM + PPB

8 1351.69+58.78
(1 mMm)
K*80 mM + PPB (1 mM) 3 1514.27+48.54
+L-NAME (100 uM) R
K*80 mM + PPB (1 mM) 3 1356.82+84.98
+ChTX (0.1 uM) D
K*80 mM + PPB (1 mM) 5 1205.97+109.33
+IbTX (0.1 pM) R
K80 mM + PPB (1 mM) 7 1182.17+150.34

+ DFH (1 mM)

En la Fig. 15A, se observa el efecto del PPB (1 mM) en la respuesta maxima de
Phe (100 uM) y en la evaluacion de los distintos mecanismos de relajacion, mencionados
previamente. En estas gréficas, se aprecia una mayor relajaciéon al preincubar con DFH,
un antagonista de los canales de Na* dependientes del voltaje, encontrando diferencias
significativas entre el area bajo la curva control (1002.72u? + 45.02) y el efecto del PPB

y DFH (409.71u? + 49.49), p<0.05 (Fig. 15B, cuadro 6).
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Fig.15. Efecto del PPB (1 mM) sobre el 100% de respuesta de Phe (100 M) con L-NAME
(100 M), ChTX (0.1 M), IbTX (0.1 uM) y DFH (100 pM) en la aorta de cobayo. A. Curva de
relajacion por PPB (100 M) con respecto al tiempo. B. Area bajo curva de la relajacion del PPB
(2 mM). los simbolos representan la media + E.E. n=6-8, *p<0.05.
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Cuadro 6. Efecto del PPB (1 mM) en la contraccion de Phe (100 uM) Valores

promedio del area bajo la curva (u?)

n=ndmero de

Grupos experimentales :
experimentos

Promedio del area bajo la
curva * error estandar

Phe (100 uM) + PPB 8
(1 mMm)

Phe (100 uM) + PPB (1 mM) 8
+L-NAME (100 uM)

Phe (100 uM) + PPB (1 mM) 5
+ChTX (0.1 uM)

Phe (100 uM) + PPB (1 mM) 5
+IbTX (0.1 uM)

Phe (100 uM) + PPB (1 mM) 8

+ DFH (1 mM)

1002.72+45.02

1139.16+72.36

996.89+84.96

950.04+77.59

409.70+49.49

La evaluacién del efecto del PPB (1 mM) en la maxima contracciéon de 5-HT y la

evaluacion de los diferentes mecanismos de relajacion se muestran en la Fig. 16. En la

Fig. 16A, se observa en la contraccion de 5-HT (320 uM) el efecto de relajacion méas

evidente por PPB (1 mM) en la pre-incubacién IbTX y DFH. Se observa una tendencia a

aumentar la relajacion del PPB cuando se bloquean los canales de K* (Kca) y los canales

de Na* (Nav). En la Fig. 16B, se observa el area bajo la curva, donde existe una mayor

relajacion de 5-HT (320 uM) por la accion del PPB (1 mM) e IbTX (0.1 uM), con un valor

de 776.06 u?+ 289.22 y por la accién del PPB (1 mM) y DFH (100 uM) obteniéndose un

valor 819.96+286.43, comparado con la respuesta de 5-HT+PPB (1400.14u? + 92.75).
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Fig.16. Efecto del PPB (1 mM) sobre el 100% de respuesta la concentracién unica de 5-HT
(320 M) con L-NAME (100 M), ChTX (0.1 pM), IbTX (0.1 M) y DFH (100 M) en aorta de
cobayo. A. Curva de relajaciéon por PPB (100 M) con respecto al tiempo. B. Area bajo curva de
la relajacion del PPB (100 pM). los simbolos representan la media + E.E. n=5-8
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Cuadro 7. Efecto del PPB (1 mM) en la contracciéon de 5-HT (320 uM) Valores
promedio del area bajo la curva (u?)

Grupos exberimentales n=numero de Promedio del area bajo la
p p experimentos curva * error estandar

5-HT (320 uM) + PPB 8 1400.14+92.75

(2 mMm)

5-HT (320 pM) + PPB (1 mM) 8 1445.07+82.18
+L-NAME (100 uM) S

5-HT (320 pM) + PPB (1 mM) 5 1341.60+358.86
+ChTX (0.1 pM) o

5-HT (320 uM) + PPB (1 mM) 7 776.07+289.23
+IbTX (0.1 uM) -

5-HT (320 uM) + PPB (1 mM) 8 819.96+286.43

+ DFH (1 mM)
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DISCUSION

En el presente trabajo evaluamos farmacologicamente los efectos de relajacion del
propilparabeno (PPB), un antimicrobiano y conservante comudn, en aorta de cobayo en
un sistema de Organos aislados in vitro. Asimismo, indagamos los mecanismos de
relajacion que el PPB pudiera estar participando en el musculo liso vascular (MLV), como
la contribucion de la sintasa del 6xido nitrico (NO), los canales de potasio activados por

Ca?*(Kca) Yy los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav).

En estudios previos, se ha descrito que el PPB induce relajacion en las arterias
cerebrales (70). En ese trabajo, describieron que la naloxona, antagonista de los
receptores opioides, tiene un potente efecto relajante en arterias cerebrales de humanos.
Este efecto se atribuydé a la accion de los vehiculos conservantes del metil y
propilparabeno (70). Estos autores concluyeron que la accion de estos conservantes
eran los que presentaban el potente efecto relajante, independientemente del modo de

vasoconstriccion.

En otro tipo de trabajos, Ji y col. (2004) propusieron que el PPB tiene un efecto
cardioprotector posterior a un dafio isquémico producido por la reperfusion en ratas (65).
Asi mismo, se ha descrito que el PPB tiene una actividad anticonvulsivante, ya que inhibe
la liberacion de glutamato, y la consiguiente hiperexcitabilidad neuronal debido a la
inhibicion de los canales de Na*, en un modelo de convulsiones por un electrochoque

maximo en ratones (75).
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Otros trabajos mas recientes mostraron que el PBB disminuy0 la excitabilidad in

vitro, como inhibidor de los canales de Nav, en rebanadas de cerebro de rata (68).

No existen muchos estudios que hayan evaluado la participacién del PPB en el
MLV. En este trabajo, determinamos que la relajacion de la aorta depende de la
concentracion de PPB utilizada, a una mayor concentracion el efecto de relajacion es
mas eficaz. Esta respuesta de relajacion inducida por el PPB, se ve exacerbada por la

accion de la DFH, en todas las respuestas de contraccion evaluadas (K*, Phe y 5-HT).

La DFH es un farmaco que se utiliza de manera muy amplia en el tratamiento de la
actividad epiléptica, como un anticonvulsivante y también, es utilizado como un
antiarritmico. Se ha descrito que el principal mecanismo de accion de la DFH es a través
de la inhibicién de los canales de Nav; asi como los canales de calcio tipo L y en el
Receptor GABA-A (76). En este sentido, la DFH tiene una amplia zona de accion y que

pueda actuar en mas de un mecanismo de accion.

Por tanto, la DFH es mas que un bloqueador de los canales Nav, lo que podria
tener una participacion mas amplia en este proceso de relajaciéon. Es entonces, que
observamos una mayor respuesta de relajacion por PPB y que este potenciada por el

DFH.

Por otro lado, si bien, no existian antecedentes de la participacion del PPB en la
relajacion del MLV por la accion del NO, decidimos evaluar la inhibicion de la sintasa del

NO. Una propuesta inicial era que en parte la relajacion producida por el PPB fuera por
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la accion del NO. No obstante, confirmamos que el NO no participa en la relajacion del

PPB.

Los canales de Kca se encuentran ampliamente distribuidos en el MLV, los cuales
participan en la repolarizacion del potencial de membrana, y por consiguiente en el
proceso de la relajacién. En este trabajo, la evaluacién del PPB a través de la
participacion de los canales de Kca, también fue evaluada. No obstante, pudimos
determinar que el proceso de relajacion no fue inducido por la activacion de los canales

de Kca en ninguna condicién.

Hasta donde sabemos, la relajacion producida por el PPB en la contraccién por K*,
Phe y 5-HT no ha sido descrita anteriormente, asi como tampoco la actividad sinérgica
del DFH en los procesos de relajacion. Por lo tanto, aln queda esclarecer el papel

potencial de esta actividad sinérgica en el MLV.




Aniller Rodriguez Marquez 56

CONCLUSIONES

1. Larelajacion inducida por PPB en la contraccion por K*, Phe, 5-HT, es dependiente

de la concentracion.

2. Larelajacion producida por PPB no depende del mecanismo de la sintesis del NO,

ni tampoco por la accion de los canales de Kca.

3. Larelajacion producida por PPB depende de la participacion de los canales de Nav

a través de la accién de DFH.
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PERSPECTIVAS

Comprobamos que la relajacion producida por PPB es potenciada por DFH. Sin
embargo, no fueron otros posibles mecanismos fisiolégicos y farmacologicos en los que
pudieran estar relacionados la accion de la DFH. En este sentido, seria importante
evaluar la participacion de los canales de Ca?* tipo L, los cuales han sido vinculados con

la actividad de la DFH.

Del mismo modo, seria muy interesante que en otros experimentos posteriores
remover el endotelio para confirmar que el NO, formado en el endotelio, no participa o
evaluar cualquier otro mecanismo presente en el endotelio que pudiera estar modulando

la relajacion.

Con este trabajo, hemos aportado informacién al conocimiento sobre la accion de
los PPB en el MLV, y reflexionar sobre los efectos de estos compuestos quimicos,

considerados inocuos en los sistemas bioldgicos y en el ser humano.
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ANEXO

Tipos de
Canales de
Potasio

Nomenclatura Antagonista

Nomenclatura

Antagonista

Canales de K*
activados por
calcio y sodio

Rectificacion
interna de los
canales de K*

Canales de K*
del dominio 2P

Canales de K*
activados por
voltaje

Kcal.l

Kca2.1
KCa2 2
Kca2.3

Kirl.1
Kir2.1
Kir2.2
Kir2.3
Kir2.4
Kir3.1
Kir3.2
Kir3.3

Kopl.1
K2p2.1
K2p3.1
Kzp4.1
K2p5.1
K2p6.1
Kop7.1
K2p9.1

Kvl.1

Kv1.2
Kv1.3
Kvl.4
Kv1.5
Kv1.6
Kv1.7

Kv1.8
Kv2.1
Kv2.2
Kv3.1
Kv3.2
Kv3.3

Caribdotoxina,
Iberiotoxina,
tetraetilamonio
Tetraetilamonio
Tetraetilamonio
Tetraetilamonio

Tertiapina-Q
Bario, Cesio
Bario, Cesio
Bario, Cesio
Bario, Cesio

Bario, Tertiapina-

Q
Desipramina
Desconocido

pH<6.7 (inhibidor)

Norfluoxetina
(inhibidor)
Anandamida

Anandamida,
Metanandamida

Tetraetilamonio,
a-dendrotoxina,
Margatoxina
Noxiustoxina,
Caribdotoxina
Correolide,
Caribdotoxina
Fampridina
Fampridina
a-dendrotoxina,
Caribdotoxina
Tetraetilamonio,
Fampridina,
Caribdotoxina
Fampridina

Kca3.1
Knal.1
KNal.2
Kcab5.1

Kir3.4
Kird.1
Kir4.2
Kir5.1
Kir6.1
Kir6.2
Kir7.1

K2p10.1
K2p12.1
K2p13.1
K2p15.1
K2p16.1
Kopl7.1
K2p18.1

Kv5.1
Kv6.1, Kv6.2
Kv6.3, Kv6.4
Kv7.1

Kv7.2

Kv7.3

Kv7.4

Kv7.5
Kv8.1, Kv8.2
Kv9.1, Kv9.2
Kv9.3
Kv10.1
Kv10.2
Kvl1l.1
Kv11.2

Caribdotoxina
Quinidina
Quinidina
Quinidina

Tertiapina-Q
Bario, Cesio
Bario, Cesio
Bario
Glibenclamida,
Tolbutamida
Glibenclamida,
Tolbutamida
Bario, Cesio

Halotano (inhibidor)

Acido araquidonico
(inhibidor)

XE991, Linopirdine
(inhibidores)
Tetraetilamonio
Linopirdine (inhibidor)
Tetraetilamonio
Linopirdine (inhibidor)

Dofetilida, Ibutilida
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Kv3.4
Kv4.1
Kv4.2
Kv4.3

Tetraetilamonio
Fampridina,
Tetraetilamonio
Tetraetilamonio,
Fampridine
Fampridina,
Tetraetilamonio
Tetraetilamonio
Toxina de
anemona de mar
BDS-I
Fampridina
Desconocido
Desconocido

Kv11.3
Kv12.1
Kv12.2
Kv12.3
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