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EFECTO DS U\ "iI TRCGLICERINA SOBRE EL CONSU1'10 DE OX I GENO EN EL MIOCARDIO 

.11.ISLAiXl DE R'\TA 

I ~ T R o D u e e I o ~ = 

Murrel l en 1879 d ió a conocer sus estudios con nitrogliceri-

na ('"TG) s ublingu3 l y estableció que debido a su acción fisio l ógica proba -

blemen t e sorviría en e l tratamiento de la angina de pecho . En la actuali-

dad existen amplias aplicac iones clínicas de la NTG, entr e l as más importa!J_ 

tes , és ta es utilizada para aliviar el dolor en el enfermo con angina de ~ 

cho , en estudios de cateterismo cardíaco y de l a cir culación coronaria por -

su efec to vasodilatador coronario . La NTG ta'llbién r e laja la musculatura l_h 

sa bronquial y traqueal y la vasculatura pulmonar. En general es relajante 

del músculo liso . 

Debido a que el material biolóqico para este trabajo es el -

miocardi o , es importante tener una visión ge neral de las funciones metabóli-

cas oxidativas del corazón . 

A continuación s e mencionan los principales sustr atos utiliza 

dos por el corazón y su participación en el metabolismo cardíaco . 

El corazón intacto extrae y utiliza una variedad de sustratos 

de l a sangr e de las coronari as como son : lactato , piruvato , glucosa , ácidos 

grasos y sus productos de oxidación parcial como el ácido B-hidroxibutírico y 

e l ácido aceto acético que le sirven como fuente de ener gía . Los ácidos 

grasos y sus subproductos pueden contribuir aproximada~en te con el 80% de l a 

energía r equerida ba jo condiciones de ayuno , en estas condi ciones el corazón 

cambia s u uti lización "preferencial " de carbohidratos a casi exclusivamente 

.. LU 
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ácidos grasos . Los ácidos grasos presentes en e l corazón son los no es teri 

fi cados ligados a la albúmina y son transportados por el retículo sarcoplás

mico al sarcoplasma , aquí se lleva a cabo e l metabolismo de la g lucosa donde 

la ~lucosa-6-fosfato es una llave metabÓlica que puede : 1.- Ser conve rtida -

a glucógeno que se almacena en forma de gr ánulos en condiciones normales y -

s us nive les son muy estables en estas condiciones . 2.- Experimentar oxida -

ción di r ecta por la vía de l as hexosas monofosf ato de Warburg y Dikens . 3 . 

Ser oxidada por la vía de Ernlxlen-~1eyerhqf , en l a que la r eacc ión terminal de 

l a glucólisis no ocurre en condiciones normales ya que el miocardio es alta

mente aeróbico y no genera deuda de oxígeno . 

El lactato y la glucosa son extraído~ simultáneamente de la -

sangr e de las coronarias y metabolizados , lo cual s ugiere que l a capacidad de 

l as mitocondrias para el transporte e l ctrónico excede a la proporción glucoli_ 

tica . 

Existe en e l miocardi o y otros tejidos un sistema para la con

versión de piruvato a fosfoenolpiruvato que es e l ciclo de Utter y Ochoa por 

medio del cual es posible que las reacciones de la glucólisis sean reversi -

bles . 

La fibra muscular cardíaca se caracteriza por presentar abun

dancia de sarcosomas debido a l a gran cantidad de trabajo mecánico que desa

rrolla durante l os procesos contrác tiles. En los sarcosomas se lleva a ca

bo la oxidación del piruvato el cual en s u mayoría proviene de la sangre de 

l as coronarias y es convertido a acetil - CoA por medio del comple jo multien

zimático de la deshidrogenasa pirúvica para incorporarse al cicl o de Krebs. 

También sucede aquí la oxi dación del A:::etil:,.Qil proveniente 

de los ácidos gr asos (Olsson , 1962) . 
## ... 
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La oxidac i ón de los ácidos grasos en el corazón bajo condici.2_ 

nes normales está controlada por cambios en el cociente acetil--CoA / CoA en 

la mitocondria y en e l citosol, así , un aumento en e l nivel de acetil-CoA en 

la matrí z mitocondrial reduce el nivel de CoA disponible para la B-oxidación. 

El incremento en la proporción de la fosforilación oxidativa -

tiende a aumentar la actividad de la piruvato-deshidrogenasa por dismi nución 

de los cocientes ~ADH / NAD y aceti l--CoA / CoA (Vary y col. , 1981 ). 

En l o que s e ref ier e al oxigeno como sustrato , en el tejido -

normal la r elaci ón de la fos forilación oxidativa y el consumo de oxigeno es-

tá es trictament e acoplada con la utilizac i ón de l ATP. Se ha e ncontrado una 

estrecha relación lineal entre el desarrollo de la pre~ión ventricular y el 

consumo de oxígeno miocár dico, el incremento en éste último está acompañado 

de un aumento en el flujo de la cadena transportadora de elec trones , lo que 

provoca una disminución del coci ente NADH / NAD mitocondrial , as í, cuando 

e l consumo de oxi geno se i nc rementa y la proporción de la oxidación del aceti l

CoA por l a vía del cic lo de Krebs , el flu j o de l a piruvato deshidrogenasa 

tiende a aumentar para compensar e l bajo cociente NADH / NAD (Vary y col ., 

1981 ). 

La difusi ón de sustratos y gases está determinada por el sarc.2_ 

l ema , una membr ana delgada y bien definida que envuel ve a l a fibra muscul ar 

y provee una baja res i s t encia a la difusión de éstos . 

El corazón muestra una a~plia flexibilidad en la utilización -

de sustratos sin cambi os en su funcionami ento o capacidad de trabajo en con -

d i ciones normales (Olsson, 1962 ) . 

Por otr o l ado , l os aspectos cualitativos o cuantitativos del 

#ff. ••. 
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consumo de oxígeno en los organ ismos superiores var ía encre las especies y 

está determinado en cada orgnismo princ i palmente por la edad , tamaño sexo , es 

tado hormonal, d i eta , t emperatura , estación de l año y activiaad . La utili -

zación del oxígeno para l a oxi dac ión ce los nu tr ientes con su consecue nte -

producción de enr gía , co2 s e l leva a cabo en los diversos proce-

sos de la r espiración celular , as í , el metabolismo celular se expre s a en t ér-

minos de consumo de oxígeno y s e denota como Q0
2 

A continuac ión s e mencionan l os aspectos gen2rales de la far -

macología de la NTG por ser este el fármaco uti lizado en el presente t r aba j o 

y pos teriormente los antecedentes sobre s u efecto e n el netabolismo car díaco . 

La nitrogilice r i na ó t r initrato de glicerilo per tenece al g r.1:1_ 

pode l os ni t r atos orgánicos que son éste res poliól i cos del ácido ní trico y 

presentan una secuencia de átomos (-C-O- K0
2

) y ac t úan en e l organismo como 

r elajantes del mús culo liso . 

Es impor tante t ener en cuanta que la ;\"TG es denon i nada erronea 

mente nitrocompues to ya que éstos t i enen una secuenci·a a e átomos (C- N0
2

) y 

no tienen efecto r e lajante . 

La estructura química ae l a ~"I'G es la siguiente : 

H2C-O-~~o2 
HC- 0-NO 

l 2 

H2C- O- N0
2 

La ef i cacia de la acción de los nitratos orgánicos sobre el -

músculo l iso (bronquial , del t r acto biliar , del tracto gastro- intestinal , -

rrrr . .. 
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ureteral y uterino) se reprcxiuce igualmente en las estructuras denervadas pe

riféricamente y en Órganos extirpados , estos nitratos reducen e l tono de la 

musculatura lisa pero no alteran la capacidad de la fibra muscular par a que 

ésta pueda contraerse al máximo en respuesta a estí mulos adecuados (Goodman 

y Gilman, 1981, Shlevin, 1982). 

El patrón cualitativo y cuantitativo de la biotransformac ión 

de la NTG es similar en humanos, conejos, ratas y perros . Se ha demostrado 

que biopsias frescas de hígado tienen la misma velocidad enzimática de den i

tración (Shlevin, 1982). 

Estudios en diferentes sistemas indican que la hidr ólisis re

ductora de la NTG requiere del glutation y es catalizada r ápidamente por la 

glutation-nitrato orgánico reductasa. Una molécula de NTG reacciona con -

dos de glutation reducido liberandose un i ón nitrito i norgánico de l a posi -

ción 2 ó 3 quedando 1, 3 ó 1 , 2 g liceri l dinitrato y g l utation oxidado . 

Posteriormente las moléculas de dinitrato son degradas por el mismo sis tema 

enzimático al y 2 gliceril mononitrato, este último paso es en una propor -

ción de 2 a 5%, de la primer degradación. 

La acción r elajante de los nitratos se manifiesta independie!!_ 

temente de su reducción a nitritos. 

Se s abe desde hace muchos años que l a NTG y otros nitratos de 

bajo peso molecular se absorben a través de l a pie l y membranas mucosas 

(Goodman y Gilman, 198l;Sblevin, 1982). 

Como se mencionó anteriormente la NTG sublingual alivia e l do 

lor cardíaco en e l enfermo con angina de pecho , sin embargo, SE DESCONOCE el 

mecanismo exacto por el cua l lo alivia. 

La información bibl iográfica acerca del ef ecto de la NTG en el 

## ... 
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organismo es muy amplia, aquí se hará incapié de su efecto en el metabo -

lismo cardíaco. 

Con los antecede ntes que se mencionan a continuación se tiene 

un panorama general del efecto de la NTG sobre el metabolismo del coraz6n 

Raab y Lepeschkin, 1950. En sus experimentos con gatos 

anestesiados encontraron que la NTG contrarresta el efecto cardio acelerador 

producido por la inyección de adrenalina,además, comprobaron su efecto rela -

jante sobre la vasculatura coronaria y encontraron disminución significativa 

en el consumo de oxígeno . 

Eckstein y col., 1951. En sus estudios ace rca del efecto -

de la NTG en el corazón perfundido de perros anestes iados observaron que la 

NTG aún en grandes dósis no modifica el consumo de oxígeno miocái·dico bajo 

estirnulación adrenérgica (inyección de adrenalina), lo que contrapone e l pun

to de vista de Raab. 

Los autores concluyen que la NTG puede mejorar la oxigenación 

rniocárdica porvasrx:lilatación coronaria y que puede reducir los requerirnien -

tos de oxígeno miocárdico por una disminución en la resistencia vascular perl 

férica ( sin haber previa estimulación adrenérgica ). 

Krantz y col., 1951 . En sus trabajos sobre metabolismo de 

aorta de rata, demostraron que la NTG disminuye el consumo de oxígeno del te

jido arterial; proponen que los vasodilatadores de acción rápida del tipo de 

los nitratos y nitritos orgánicos dis minuyen la acción de la adenin trifosfata 

## . . • 
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s a ( ATPas a ) en e l t e jido ar t eria l y concluyen que la ~"'I'G interf iere rá

pi damente con la actividad de la ATPas a sobre el t e jido arteria l , sugier en 

que a través de l a acc ión de este vascx:lilatador e l AT? no es hidrolizado de -

bido a l a inhibición de l a ATPasa . Cons ide raron que se a través de la -

des composici ón de l ATP por esta enz ima, e l tono arter ial se mantiene ; una 

dr oga que ac t úe r e l ajando agudamente l a arte ria pcxlrí a hacerlo interfiriendo 

con la ac tivi dad de l a ATPasa . 

Wes t y Guzmán, 1959. En sus estud ios acerca de l a i nfluen 

cia de varios t i pos de drogas s obr e el tono arterial coronario por medio de 

t écnicas sel ectivas de cat eterismo card í aco , obser var on que la NTG tiene 

efecto vasodi latador; encontraron que i nmediatamente después de la admin i stra 

ción de la NTG e l grado de dilatación de l os vasos coronar i os era vis i ble , s~ 

girieron que la NTG tiene un efe c to vasodi l a tador en las ar ter i as que poseen 

una desarr oll ada capa mulcu l ar , e " i ndir ec t ame nte " d ismi nuye e l consumo -

ae oxígeno car díaco . 

Wi nbury y col., 1969 . Exami naron los efectos de l os nitra-

t os orgánicos y otros vasodila t adores cor onar ios en ar t erias coronarias gran

des y pequeñas en per r os , mostr ar on que los nitr atos como la NTG pr oducen -

vascx:li l atación pr olongada sólo en arter ias gr andes y t i enen un ef ecto vasodi

l a tador t rans itorio pero s ignificativo en ar teri as pequeñas . 

Ganz y Mar cus , 1972 . En sus investigaciones en e l uso de la 

NTG para aliviar l a angina de pecho inducida en pacientes con enfermedad ar

ter i a l coronaria , el efecto positivo de alivi ar el dolor se atribuyó a dos P:'2_ 

sibl es mec anismos : (1) a un aume nto en el suministro sanguíneo miocárdico -

por acc ión vasodilatadora directa de la dr oga sobre las arte rias coronarias . 

## . • . 
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(2) a una reducción en la demanda de oxígeno miocárdico por acción ae la 

droga sobre la circulación sistémica . Concluyeron que la reducción en la 

demanda de oxígeno miocárd ico es e l mecanismo básico por e l cual la NTG al i 

via el dolor y no por un i ncremento en el suministro de oxígeno miocárdico. 

Schaar y Sparks , 1972. Examinaron los efectos de la NTG so 

bre pequeñas y grandes arterias coronarias "i n vitro" y confirmaron los traba 

jos de Winbury y col. Observaron que la NTG causó una mayor r e lajación en 

las arterias grandes que en las más pequeñas. 

Ai1dersson, 1973 . En sus experi mentos en músculo de cólon -

de conejo encontró una correlación entre el grado de r elajación y el incre -

mento en el contenido de A.MP cíclico por efecto de la NTG; al mismo tiempo -

disminuyó el contenido de ATP , esto no se observó en preparaciones pobres en 

calcio . Sugirió que e l AMP cíclico y las drogas que aumenten su nivel pu~ 

den producir un efecto relajante estimulando un proceso de r estricción del 

cal cio y de este modo se reduce el calcio l ibre mioplásmico, acl ara que éste 

mecanismo podría ser el r esponsable de la relajación de l músculo liso. 

Greenberg y col ., 1975. En sus es tudios sobre los efectos 

de la N'I'G en pacientes con enfermedad coronaria , sugirieron que la NTG alte

ra favorablemente la r e l ación entre las necesidades de oxígeno miocárdico y 

su demanda y que mejor a la aistribución de oxígeno en el t e j ido isquémico 

por aumento del flujo sanguí neo miocár d ico total o por una redistribución 

del mismo . 

Oei y col. , 1978. En sus investigaciones sobre e l e f ecto -

'tf# .•• 
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de la NTG sobre la circulación coronaria y e l metabolismo cardíaco, aclaran 

las controversias acerca del efecto de esta droga y concluyen que la NTG -

" in vivo " tiene un efecto bifásico ; durante la primera fase incrementa -

el consumo de oxígeno cardíaco por aumento en e l fluj o sanguíneo coronario 

y duran te la segunda fase el consumo de oxí geno decae al igual que el flujo 

sanguíneo cor onario por abaJo de los nive l es control ; de es t e modo en e l or 

ganismo nonnal i nfluye favorablemente en el balance entre la demanda de oxí 

geno del corazón y el flujo sanguíneo cor onario . 

Vatnt-r y col. , 1980. Sn sus exper.imentos acer ca de l efecto 

de la NTG sobre el diámetro de l as grandes y pequeñas ~rterias coronarias -

en perros concientes , observaron que la NTG provoca una r espuesta bifás ica; 

en la primera fase hay un aumento en el flujo sanguíneo coronario por reduc 

ción de la resistencia vascular coronaria, produciendo vasodilatación coro

naria de l as arterias menores, l a que es transi t oria y rapi damente reempla

zada por un período sostenido de dilatación de los grandes vasos coronarios, 

es t e período cor.responde a la segunda fase . Concluyeron que la NTG tiene 

una acción directa sobr e las ar terias coronarias relajando su musculatura . 

Watkins y Davidson , 1980. En sus investigaciones sobre l os 

procesos contráctiles en aorta aislada de conejo , concluyen que l a NTG ac -

túa disminuyendo la disponibilidad de los depósi tos de cal cio , principal -

mente cuando éste se libera de los sitios intracelulares , as í como de l os -

depósitos extracelulares . 

## . .. 
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Ignarro _y col ., 1981. Mencionan en estudios recientes que e l 

GMP cíclico puede estar involucrado en la r espuesta r e lajante del músculo -

vascular liso ~ las drogas vasodilatadoras del tipo de la NTG, los autor es 

reportan que la NTG reacciona con e l grupo - SH de la cisteína para formar 

S-nitrocisteína ( nitrosotiol ) la cual es un compuesto inestable y a su -

vez un activador potente de l a guanilato- ciclasa , esto provoca un incremen-

to en l os niveles de Gi-IP c í clico en la arteria coronaria de bovino precontral_ 

da provocando su r elajación. 

Feldman y col ., 1982 . Mencionan que la vasodilatación no es 

igual en todo e l árbol coronario por efecto de l a :-'TG , es decir , que sucede 

principalmente en la circulaci ón colateral provocada por isquemia en e l mio 

cardio. 

Por los efectos de la NTG mencionados anteriormente se tiene -

en claro que ésta actúa directamente sobr e la musculatura de _ las arterias -

coronarias grandes y pequeñas provocando su r e lajación o reducción de su t!2_ 

no muscular . La disminución de las resistencias vasculares produce vaso-

dilatación periférica lo cual disminuye la post-carqa y la tensión ventri -

cular . La vasodilatación coronaria a su vez incrementa e l riego sanguíneo 

y redistribuye el flujo; a partir de este efecto directo tiene lugar una -

acción indirecta que es la disminución de l trabajo cardíaco y por lo tanto 

del consumo de oxígeno en el corazón . 

El mecanismo de acción de l a NTG sobre el músculo liso se ha -

atribuido principalmente a un i ncremento del Ai'1P c íclico, de l GMP cíclico , 

## ... 
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a una di s minución de la disponibil idad del calc i o y a la inhibici ón de l a -

ATPasa. 

La N'IG actúa indirec tamente d isminuye ndo e l consumo de oxíge -

no del corazón . 

En la revisión bibliográfica no se encontró evidencia de l a 

acción directa de l a NTG en el metabolismo del músculo cardíaco y por l o 

tanto en e l consumo de oxígeno como expresión de éste. 

O B J E T I V O 

Evaluar experi~en talmente e l efecto de l a NTG sobre e l consumo 

de oxígeno ventricular "in vitro". 

H I P O T E S I S 

La NTG disminuye directamente e l consumo de oxígeno en e1 mús 

culo cardí aco . 

Apoyada en los mecanismos de acción de la NTG sobre e l múscu-

lo liso. 

METODOLO GIA 

Para medir el consumo de oxígeno se utilizó la técnica manomé-

## .. . 



.1 2 

tri c a ú e i"/a rburg C.esc ri ta r or él en 1 ']20 , nor meci o de ésta 

e s osi l'le : ~. edi r 1 2, ::; ro uc;.cci6n o con sumo d e un gas. i n vi tro 

pudiendose util i zar como ~~teri ~l de estudio finos corte s d e 

teji do u ,,,, _: o:__e:! iz;_._cios , f r a cciones succelul <o. re s o componen-

te s :.lis lai o s de s i sterr.a s en zi rr.éticos en <:.."l i r;,2.les o ve¿:e t a-

le s . Si las prep~raciones biolÓ [ic~s s e m8.l1t ien en en condi-

c i one P 2decuud2.s es pos i ble se cu.ir e:: forma cuan ti ta t i v a los 

pr oces.0s rr.ot<:c6licos durc-.n te vuri as ho r as ( Huwk , Oser y -

Sw:-r.er son, l ;~;o ) • En es te Cécso se utili zc.ron f ino s cortes 

de v1:mt rÍc LÜO . 

El instr~= e~to b~se de esta técni ca es el aparat o 

c onoc i do co~o re spir6metro d e Barcroft- Wa rburg. El princi

pio físico en el c;ue se fun dcunent a es q_ue " a t empera t ura y 

volJmen c onst s.n te de un sas , los c &.~1 bios e::. el volúmen de 

est e cu.s pueC.en se r r.:e lhdos por c arr.bio s en su presión" (ley 

ci e Bo ~r l e ) . 

Exi sten varios tipo s de resp ir6De"Lros, el utili zado 

en este trc·. b<-.jo se r..uest r a en la f i gur a l. 

Pa1a utili zar esta téc n ic a fué necesario c a librar 

lo s r e s p ir6met r os . La c ~.li br 2.. c i6n pued e realizars.e :¡::o r varios 

métodos ; en este c a s o se hizo po r l os mé t odos del mercurio y 

de l bic"-'rbonato (Ur:: brei t , Burri s y Stnufer , 1 ~45 ). El obje

tivo de L , C8.libr2.ci6n e s ob ten e r el valor de l i:i c o,1stant e -

de cal ibra ci6n K ;o r ~edio d~ l a cua l e~ roEible calcular 

el volúc. en en r~i c ro lítros ( l.) d e los c cc;;.b i os medidos en 

mn . e~ l a colwr,n~ m&no~ étrica , qu e s on el re s ult a do de l a 

util i za ción o li b e r2•.ción ele un. ¿:as. Las u..·üC:EdeE de la K 

son : l. / mm. 
J: 'I 
TI f.- • • • 
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Los valores de la K obtenida por los métodos indicados 

para diferentes volúmenes, para oxígeno y a 37° C se muestran en la -

Tabla I. 

El líquido manométrico utilizado fué el de Krebs (Krebs, 

1951) su composición es la siguiente: 

NaBr (anhidro) 

tritón X-100 

fucs ina ácida 

agua destilada 

44.0 gr . 

0.3 gr. 

0.3 gr.(indicador) 

1000 ml. 

PROCED IMIENTO PARA LA PREPARACION DEL TEJIDO.-

Se utilizaron como especímenes biológicos ratas Long Evans -

hembras adultas jóvenes con un peso de 220 20 gr., las que fueron 

sacrificadas por descerebración, el corazon fue extra í do inmediatamen

te y colocado en solución Drebs - ringer - fos fato modificada 

( Webb y col., 1949) a una temperatura aproximada a o0 e con el _ 

fin de evitar daño tisular por inadecuado suministro de oxígeno La-

ser, 1942; Fuhrman y Fiel, 1944 ) con un pH de 7.4 como en las 

condiciones fi siológicas, se separaron l as aurículas y se trabajó 

exclusivamente con ventr í culo, éstos mediante un corte logitudinal -

quedaban separados en dos fragmentos, cada uno se cortó por separado 

en forma de finos cortes transversales, al tiempo en que se hac~an 

l os cortes en una fracción la otra se mantenía en la solución indica -

da a o0 c. El tejido se cortó sobre una caja de Petri invertida -

sumergida en hielo sobre la que se colocó un papel filtro humedecido con la 

## . . . 
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solución , esto con el fin de evitar que e l tejido se moviera en el momento de 

estar realizando los cortes los que se hicieron con una navaja de afeitar a 

manos libres ( Ha1vk , Oser y Summerson , 1949 ) en forma homogénea; el grosor 

de los cortes fué el permisible para trabajar en presencia de aire ambiente , 

~ebb y col . demostraron que e l grosor máximo debe ser 0 . 42 rrnn. de acuerdo con 

la ecuación de harburg y que no hay diferencias significativas en el consumo 

de oxígeno en cortes de t ejido con variación de 0 . 3 a 0.4 rrnn . de grosor , el 

cual es limitante para la velocidad de difusión de oxígeno. Conforme se hací-

an los cortes estos se colocaban en la solución, una vez cortado todo el te-

jido l os cortes SP. secaron uno a uno con papel filtro Watman # 42 ( Hawk, O--

ser y Summerson, 1949 ) para pesarse r ápidamente e n la balanza analítica --

con un vidrio de reloj tarado, l os cortes se manipularon con pinzas entorno-

lógicas o pinzas de Adsson tratando de dañarlos lo menos posible. El tiempo 

de anoxia calculado desde que se secó y pesó el tejido no fue mayor de 2 min. 

los periodos de anoxia disminuyen de manera importante el Q02 ( Webb y col .-

1949 ) . Se tomó como referencia un peso de 100 ! 10 rrq . de tejido por cada -

vaso ( Kratz y col ., 1951 ; Webb y col ., 1949 y Bernheim y Bernheim, 1944 ). 

Una vez cortado y secado todo el tejido se colocó en los vasos de llarburg -

previamente preparados, la preparación consistió en : 

a) .- Colocar cada vaso con su respectivo tapón de vidrio sella-

do con grasa , verificar que no hayan fugas de aire y fijarlos con bandas de 

hule. 

b) . - Añadir en el compartimiento principal del vaso 2.5 ml. de 

la solución Krebs-ringer- fosfato modificada previamente oxigenada durante 10 

min. burbujéandola con oxígeno al 98 % ( Bernheim y Bernheim , 1944 

ti# ••• 
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c) - Colocar en el depósito central tubular del vaso un papel 

filtro doblado en forma de acordeón ( para aumentar su superficie ) quedando 

aproximádamente de 2 a 3 mm. fuera del depósi to . 

d) . - Una vez hecho lo anterior colocar los vasos en un r ecipien

te con hielo para mantener la solución a baja t emperatura . 

e ) .- Verificar que los manóme tros estén listos ¡:iara usarse es de 

cir, que la llave de tres vías esté engrasada sin obs truir su comunicación -

con la presión atmosférica , asegurándose que el lÍquido manométrico conteni

do en los capilares del manómetro llegue al punto de r eferencia ( 150 mm . ) 

Una vez colocado el tejido en el vaso y verificado lo anterior

se adicionaron 0 . 2 ml de KOH al 20 % impregnando bien el papel filtro con -

el propósito de absorber el CO 2 producto de la r espir ación del tejido y po

der registrar únicamente los cambios debidos a l consumo de oxígeno ( Webb y 

col .,1949 ) . Es importante no colocar antes el KOH para que no se absorba el 

co2 del ambiente . 

Se colocaron los vasos con s us r espectivos manómetros con la 

llave de tres vías abierta a l a presión atmosférica , se sellaron con grasa y 

se sujetaron los vaso s a l oe man6:ne -;;ros con bEcr.dae Je i1ule . 

Finalmente l os r espirómetros se introdujeron en el tanque con a

gua a una temperatura constante de 37°c r egulada por un termostat o . El tanque 

funciona como un baño maría en el que queda sumergido el vaso . E;;is te un s i s 

tema de agitación en el tanqu·e que actúa sobre el vaso en f orma horizontal 

a un ritmo ordinario de 110 oscilaciones por minuto y con un r ecorrido de 3 

a 4 cm . para asegurar el equilibrio entre la fasa líquida y gaseosa 

Se utilizó aire ambiente como fase gaseosa en el respiróme tro con 

e l fin de t ener un valor cons tante de la presión de oxígeno ya que existen va-

J# ... 
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riaciones en la respiración a diferentes tensiones de ox í geno Laser,1942). 

En tiempo de equilibrio fué de 15 min. en t odos los casos (es

te es el tiempo necesario para que la solución con t enida en los vasos alcance 

la t emperatura del baño a la que se ha re realizar el exper imento) durante 

este inte rvalo de tiempo estuvo funcionando el sistema de agitación. 

CUANTIFICACION DEL CONSUMO DE OXIGENO. 

Para hacer las mediciones concernientes al Q02 después del tie!!!. 

po de equilibrio se anotó la lectura inicial del menisco en l a rama exterma 

del manómetro y se cerró l a llave de tres vías con lo que quedó constituido 

un sistema he rmético en cada respirómet~o. 

En cada experimento se instaló un respirómetro que llevó a cabo 

la func ión de t ermobarómetro mediante el cual es posible corregir los cambios 

en la presión in terna debidos a modificaciones en la temperatura del baño o a 

cambios en la presión en el laboratorio (Umbreit, Burris y Stauffer, 1945). 

El vaso de l termobarómetro puede contener diferente volúmen de agua el cual 

no es crítico , sin embargo, para no introducir cambios se trabajó con el mis

mo volúmen que en los demás vasos. Debido a la gran sensibilidad del método a 

los cambios mencionados es necesario hacer l as correcciones correspondientes 

indicadas por el termobarómetro . 

Las l ecturas en los manómetros se hcieron pcr intervalos de 10 

min., durante 2 horas . 

Por otro lado debido a que el Q02 en muestras pequeñas se expresa 

en !!!.icrolitros por miligramo de peso seco oor unidad de tiempo fué necesario 

en cada experimento separar una muestra de tejido del mismo órgano que se uti 

lizó para calcular el % de sólidos y obtener el peso seco , la cantidad de 

tejido que se utilizó para esto fué t embién de 100 ± 10 mg. Para secar el te-

## ... 
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jido se mantuvo durante 24 horas a l00°c . 

El método que se s i guió para cuantificar el Q02 es e l descrito por 

Urnbrei t denominado método total de consumo . 

Para llevar a cabo este método es necesario cons truir una ta-

bla par a hacer las anotaciones corr espondientes en cada muestr a de tejido 

en donde se registran los siguientes datos : 

a).- Interválo de tiempo 

b) .- Cambio en la l ec tura del terrnobarórnetro ('!B) 

c) .- Lectura de los cambios observados en el r espirórnetro . 

d). - Cambio en mm . en el r espirómetro 

e). - Corrección por el TB . 

f) .- Cambio r eal en rrnn. (h) . 

g). - consumo de oxígeno por enterva lo de tiempo en~l . (xo2 ) 

h) .- Val or acumulativo del xo2 

i).- Va l or de la K del r espirómetro. 

El consumo de oxígeno {X0 2 l es igual al cambio real {h) mul -

tiplicado por l a ~ , es decir: X02 = h.K 

En el cuadro 1 , se ejemplifica el método total de consumo con -

los datos de un experimento particular 

A part i r de los datos obtenidos en el cuadro J se calculó el 

consumo de oxígeno para esa muestra de tejido, a l os 60 min ., el xo 2 , fué 

de 10 . 12.J' l . Para es t andarizar los resultados se tornó como valor fijo 

100 rng . de peso seco , así , el Q02 siempre se r eportó en las siguientes 

unidades: 

## . .. 
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~l. de o2 / 100 mg. de peso seco/ hora 

La ecuación que se utilizó f ué la siguiente: 

xo2 x 60/t x 100/ peso seco (l) 

Donde : 

xo2 = microlítros de o2 consumidos por el tejido 

60/t = relación entre unidad de tiempo y tiempo de exper imenta-

ción. 

100/peso seco r elaci ón para obtener 100 mg. de peso seco 

Sustituyendo los val ores correspondientes a este esperimento: 

Q0 2 10.l~ l. x 60/60 min. x 100/19.26 

íio2 52.54 fal./hora/100 me¡ . peso seco 
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ESTANDA!<IZACION DEL PRCX:EDI~IENTO.-

Para estandarizar el procedimiento se hicie ron 20 experimentos 

con el objeto de familiari zarnos con el manejo de la técnica , eliminar al -

máximo errores en las mediciones y de controlar adecuadamente las variables 

que afectan el consumo de oxígeno. Los resultados no se incluyen por no -

tener una aplicación práctica posterior. 

También se efectuaron otros experimentos en donde se demuestra 

la acción de la adrenalina sobre el Q0 2 del corazón. 

Para esto se hicieron 4 experimentos sin rnodif icación en el rné-

todo descrito . La adrenalina se adicionó durante la segunda hora en cada 

exper imento, los valores obtenidos durante la primera hora sirvieron corno 

control . 

En la tabl a I I, se muestran los resultados , se observa un mar

cado incremento en el conswr.o de oxígeno provocado por la administración de 

adrenalina . En el experimento No. 4 , se utilizó corno fase gaseosa oxíge-

no al 98%, y en los primeros aire ambiente. 

Corno ya s e sabe, el aumento en el consumo de oxígeno celular -

producido por la administrac i ón de catecolaminas es debido al incremento en 

la glucogenolisis cuyos niveles en condiciones de reposo son bajos normal -

mente . En la rata corno en el hombre las catecolaminas aumentan la glucoge-

nolisis en l os músculos cardíaco y esquelético . 

Una vez estandarizado el procedimiento se hicieron 15 experi

mentos en los que se midió el consumo de oxí:::¡eno durante 2 horas , con el -

fin de evaluar el comportamiento de e l Q02 en este tiempo . Se cuantificó 

## .. . 
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e l Q0 2 a l os 60 min . y a los 120 min. 

Los valores obtenidos s e muestran en la Tabla III. 

Con estos valores se r eali zó una prueba de "t", µor medio de 

la cual se comprobó que la variación en e l Q02 durante la primera y se -

gunda hora no son s ignificati vas , lo que reaf irma que e l Q02 puede 

permanecer constante por lo menos durante las dos primeras horas ba jo con-

di ciones adecuadas . 

EL EFECI'O DE LA NITROGLICERINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO .-

Como se comprobó estadis ticamente no exis t en diferenci as s i g-

nificativas en el Q02 durante la primer a y s egunda hor a s in t r atamiento , 

estos resultados apoyan el punto de vista de varios inves tigador es en 

cuanto a que el Q02 , puede permanecer cons t ante durante varias horas en 

condiciones adecuadas . Esto sirvió como apoyo para cons iderar e l Q02 du 

rante la primera hora como valor control, tomando en cuenta además, que e l 

Q02 varia de un organismo a otro e incluso puede variar de una muestra de 

tejido a otra . 

Para determinar el efecto de la NTG sobre e l Q02 , se añadió 

ésta inmediatamente después de transcurrida la primera hora. 

Las concentraciones de NTG fueron : 

1.47 X 2. 35 -4 X 10 M. y 
- 5 3.77 X 10 M. la primera 

y la Última tomadas como referencia de la biliografía (Krants , y col . 1951) , 

que estudiaron el efecto de l a NTG sobre el Q02 en aorta de rata. 

## ... 
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La segunda concentración fué un valor inte rmedio. 

Se hicieron 19 determinaciones con 1 .47 X 10-3 M. 16 con -

2.35 X 10-
4 

M. y 18 con 3.77 X 10-5 M. Estas son las concentraciones 

finales de la NTG en el vaso. 

No se hizo ninguna mcx::lificación el el método. 

obtenidos se muestran en la Tabla IV. 

Los valores 

El análisis estadístico col1.9istió en una prueba de comparacio

nes pareadas para cada una de las concentraciones de NTG. 

Los resultados se muestran en la Tabla V. 

Análisis estadístico de los valores obtenidos para el efecto de 

la NTG, sobre el consiino de oxígeno. 

Comp2raciones Pareadas: 

Se realiz;;rron tres series de experimentos en los que s e midió 

el conswno de oxígeno durante la primera hora ; inmediatamente se adicionó 

a cada serie de ex~rimentos NTG a diferentes concentraciones y se midió 

el conswno de oxígeno durante la segunda hora , los valores obtenidos duran 

te la primera hora se tomaron como control. 

El objetivo de este análisis es determinar si las diferencias 

observadas (d isminución del Q02 ) de los grupos experimental respecto a los 

grupos control son significativas . 

a).- DATOS.- Los datos consisten en los valores de Q02 en 

miocardio en muestras de tejido antes y después de la adi 

·## •.. 
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ción de N'I'G : 
-3 j 

19 muestras con 1.47 X 10 ~. 16 con 2 . 35 X 10-. ~ - y 

18 con 3 . TI X 10- S M. (Ver Tabla IV) . 

b) .- SUPOSICIONES. - Las diferencias oi:JserYadas antes y des -

pués del tratamiento constitu:¡er. una muestra a l eator La de 

una población normalmente distribuida de diferencias que 

pudier on generarse baJo las n1smas circunstancias . 

c) . - HIPOI'ESIS . - La hipótesis nula a proi:.>a:-se es que /-f 2 - l ( l 

= O. SÍ ~d ~2 - _,A,1 enlóncos : 

Ho;.._,tld O 

Ha_/ld < O 

d) . - ESTADISTICA DE PRUEBA . - Dadas las suposiciones la estadis-

tica de prueba apropiada os : 

t = d - /U-- ú 

Sd 

e).- DISTRIBUCION DE LA ESTADISTICA DE fRL1:oA .- S1 la hipóte -

sis nula es verdadera , la estadística de prueba se distri -

buye con n l qrados de lib=rtad . 

f).- REGLA DE DECISION . - Sea o!... = 0 . 01 

de •' t ' es : 

Para l . 47 X 10-3 M. 

oZ = 0 . 01 .. 2 . SS2 

Para 2 . 35Xl0- 4 M. 

o(= 0 . 01 - 2 . 602 

Para 3 . 77Xl0-S N. 

el valor crítico 

## .. • 
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o( = 0 . 01 - 2 . 56 7 

Se r echa za !lo s i e l va lor c a lcu lada de' t es menor que e l -

va l o r críti c o l co r>s ultado e n Tablas ) • 

g) .- ESTADI STICA DE PRUEBI\ CALCl.JLADA: 

Par<J 1.47Xl 0 - 3 
~l . 

t 
- 20 . 57 - o - 20 . 57 

-9 . 11 2Ts7 
J96. 02;19~-

Pura 
- 4 2. 35:üO M. 

t 
- l B. ·17 - O - lU . 47 - 7 . 10 - - - --·-- = ---= 

/;A. 38;~6 2 . bU 

Par a 
- 5 1 . 77Xl0 M. 

- ? l .4S - o - 21. 45 
- R. Sl t -

- .frI4.96/ 18 2.52 

h) . - JJECISIOI~ EST!u)ISTTCI\ . - Se r echaza Ho ya que - 9 . 11 , - 7 . 10 y 

-8 . 51 es t~n e n l a reg i ón de rechazo , es dec ir , son meno r es que 

l os va l ores c r í t i c os de " t ". 

g ). - !JECI Slür·I EXPERil'il:il'?AL . - Puede conc luir s e q.10 l a ci i :.;minución 

en el c..i0
2 

a l adic i onar 1'.'TG e s d E·bida a l e fect'.) de é sta . 

Se puede cons tru i r un intervalo de confiar.za c:e l 9 '.1 r,or ci-:?nto 

u t i l i zando l a s iguie nte ecuaci 6n : 

a :!: t t1- """'-12>.sd 

~ .. . 
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Los r esul t ados s e presentan en la Tabla \' . 

R E S U L T A O O S 

A continuación se mencionan l os resultados obtenidos e n este -

trabajo: 

-La densidad del líquido manométrico se determinó con un densitómetro -

obt<!niándose un valor de 1.07.7 gr. / ml. a 22ºc . 

- Los valores de las constantes de c a libración parc1 ox íg~no Pn 17 rcspiró

metros calculadas por los métodos del mercurio y del bicarbonato pri r .• 6 el i 

f crentcs volúmenes fina l es se m110str rin e n J.-i TilbL:i l. 

-Los res ultados de l efecto de l a rtdren.-il inu sobre> e l consumo de ox í •¿cno :.;e 

muestran e n la Tabl a II. 

- Se hicieron 15 experime ntos e n donde se cu.Jnt i f icó el consumo .Jo ox Í')eno 

durante dos ho r as con el p r:of)Ós i to cJe conocer su comportamiento dur,mt•· E'S-

te tiempo. Los v;:i lores se pn'"senton E' n 1;1 Tabla TI I . 

- Los va lores de l cons umo de oxígeno ;in tes y dpspués cJr· l a adición de NTG , 

se mues tran en l a Tabla IV . 

- Los r esuJtados de l c'f ec to de la tJTij >~obrP e l consu:no de ox í ')eno e n e l mio 

cardio se muest r.m e n l a 1'.ibla \' y e n 1<1 qr.~fic.1 I. 
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'.i.' A 3 LA I 

~ ..... ___.... . # • 

co~ I ~ t.!.., .r.i ~í1\ r.:s jj :_·, 8A.i..,I:'.h i•CIOiq PiúA OXI G:é1'!0 
(' '•"'. -- j>-- l /¡-rn ) l· ..J:. -· : ..... , . 

VP (y,l) 2, :_,.c o 2 , 2(i0 2 , 500 2 ,700 2 , e.e:; 3,000 
:::ESP. 

I l. Gl l.79 1.77 l. 75 l. ~·4 1.73 
I' 2.oc 1. 98 l.95 1. 93 l. 9 2 1.91 
II L u3 1.61 l.58 1.57 1. 56 l. 55 
III l. '-'0 l. 24 l. 82 l. GO l. 79 l.78 
lV i. ·rs• 1. 77 l. 75 1.7 3 l '7? • ¡ ~ l.7 l 
V l. 55 l. '.j G l. 54 1.53 1. 52 l 1; · 

...... ...!.. 

VI l.G7 l. 65 1.63 1. 61 l. GO 1. 60 
VII 1.91 l. (33 1.86 l. 34 1. 83 l. Ei2 
VI II 1.77 1.75 1.72 l.71 1.70 1. 69 
IX 1. 66 1. 64 1.61 1. 60 1. 5·3 i.5 .3 
X l.71 l. 6 9 l.67 1. 6 5 1. 6 1~. 1.63 
XI l.77 1.75 l. 72 1.70 1. 69 1.63 
XII 1. 64 l.62 l.59 1.58 1. 57 1. 56 
XIII 1.52 1.50 1.48 l.47 1.46 l. 4S· 
XIV l.38 1. 36 1.34 l.33 11132 l.31 
XV 1.24 l.23 1. 21 l.2C 1.19 l 1 G 

- ~., 

XVI l.39 l.37 1.35 1. 34 1. 33 l ~ ·: 
• .,,) .J 

Se c 2lcul6 l ~ K a un& t ern ~ ~ratura de 37°c . 

VF = volúmen f ina l . 



'l' ¡, B L .t.. 11 

muestra # la. !10rct 2a . :-:or e:, 
( contr ·ol ) con a .. i r e:: .. :~ l ir!tl. 

l b4.53 ..;. H.~C 

2 46 . 69 300 . 39 
1 83.17 ~:.o . i:1C _, 

4f 422 . 81 E%.2C 

c&.dé.t r::Ll e '- tr:i de tej i do corr<.:soo:'!'..! '-6 ,. u.'."l 

orga..rli smo diferente. 

I ver texto . 
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T A ,B L A # III 

Q0
2 

{_fll. /100 m;¡. peso seco/hr. ) 

EN VENTRICULO DE CORAZON DE -

RATA A LA la. y 2a. HORA 

muestra # la. hora 2 a. hora 

1 55.40 55.40 
2 62.07 45.05 
3 51.62 51.62 
4 29.70 29.70 
5 75. 21 75.21 
6 52.54 62.09 
7 67.42 61.25 
8 45 . 05 45.05 
9 56.16 56.16 

10 40.92 35.86 
11 55.30 62.81 
12 43.04 46.62 
13 94.52 85.92 
14 131.20 124.99 
15 45.47 45.47 

x 60.24 58.88 
s 24.97 LJ.25 
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T A B L A V 

' 

RES ULTADOS DE QO~ IN VITRO (.JJ.I/10] mg. peso 

1 
seco/hr.) EN MIOtARDIO DE RATA ANTE S Y DESPUES 

1 
DE LA ADICION DE NITROGLICERINA 

! 

! CONTROL EXPERIMENTAL 

! 
¡Dósis de -3 

NTG - - - l. 47 X 10 M. 
No.de Exp. 19 19 -

X 60.52 ± 8.89 39 .9 0 + 7 .0 5 -
Diferen cia 20.57 :t 6.49 

(d) 
! 

p 0.01 0.01 

Dósis de -4 
' NTG - - - 2.35 X 10 M. 

No.de Exp . 16 16 
-
X 64.59 ± 17. 29 46 .11 :!: 18.35 

Diferen c ia 18. 47 :!: 7.66 
(d) 

p 0.01 0.01 

Dó sis de - 5 
NTG - - - 3. 77 X 10 M. 

No. de Exp. 18 18 

x 70.48 :!: 12. 92 49 .02 :!: 10 .49 
Diferencia 21. 45 :t 7.30 

(d) 

p 0.01 0.01 
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O I S C U S I O N.-

El presente trabajo se realizó en el labora to r io de -

hemodinamia del Hospital de la Raza , donde se hacen estudios a 

pa cientes con afecciones c ardiopulmonares, en algunos casos se 

utiliza la nitrogli cerina como vasodi latador coronario, de a hí 

surgió la necesidad de re alizar esta investigación. 

Para determinar el consumo de oxígeno in vitro s ólo -

se contaba con el respirómetro q~e se mencionó , con side ramos que 

con este aparato se podría alcanzar el objetivo de nuestro tra-

bajo . La técnica man ométrica de Warburg ha sido de gran -

aplicación en el estudio de diferent es rutas metabólicas. 

El miocardio en el tipo de preparaciones que se uti-

lizaron está libre de ca r ga y tensión q~e son factores pro pios 

del metabolismo car díac o que provocan cambios en el consumo de 

oxígeno y que no pueden controlarse en el organismo in vivo. 

Incluimos en el trabajo la calibra c ión de los r es pi-

rómetros ya que estos no se encontraban calibrados y esto ocu -

po gran parte de nuestro trabajo y es parte de la metodología. 

Po r otra parte, se seleccionó el líq~ido manométrico 

de Krebs, en tre vario s, se utilizó previamente el de Brodie sin 

r es ultados satisfactorios. El líquido de Krebs por contener -

triton X-100 abate la tensión superficial del agua por lo qu e -

tiene mayor fluidez, además, no provoca precipitados, turbidez , 

viscosidad, no es volátil ni corrosivo y es más económico . 

Pa ra realizar los cortes de tejido se probó prime ra-

11 !f ••• 
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mente el cortador de Sket ch de scr i to por Th om as y De Eds, sin 

embargo, no f ué po sible obtener cortes homo ? éneo s , tambi én se hi 

cieron co r te s por mi c r otom o congelando previamente e l tejido p~ 

ro el grosor de éstos fué siemp re meno r al indica do en la biblia 

grafía. 

Las determin aciones del efecto de la adrena l ina so 

bre el consumo de oxígeno en e l corazón se hcieron co mo pa rte -

de la estandarización de l procedimiento y para aumentar la seg~ 

ridad en el método, sus re s ultado s e interpretación ya han si -

do estudiados y discutidos con amplitud en la li teratur a médi -

ca . Esto se comprobó experimentalmente. 

Se su gie re que utilizando el mismo método se in 

vestigue más acerca de la acción de la NTG , como podría ser e l 

efecto antiadrenérgico en el mio cardio , en cuanto a su efecto -

s obre el consumo de oxíg eno se inve s tigue la rela ción dó sis /res 

puesta. 

El mét odo ofrece un campo muy am pli o en la inv es ti 

gaci ón en su apl icación en la s c ien cias biomédic as, ya qu e és -

te sigue vi gente con ad aptaciones nuevas como en el caso del s is 

tema automatizado mediante la adaptación de una microcomputado-

ra qu e mide el QD _!_~ vitro a través de un sistema fotodetector 
2 

infrarrojo se nsitivo a l os camb io s manom é tricos en la rea cción 

de l vaso, además calcula la velocidad de re spi ra ción (Johnson -

y col., 1982) . Otra de la s aplica ci ones es en los estudios -

actua l es acerca de los factores que provocan el crecimiento de 

tumores cancerígenos mediante la reconstrucció n de rutas meta -

tl!I . . 
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bólica s para una futura reconstitución del efecto Warburg pa ra 

aclarar co mo el RNA o DNA tumoral induce cambios bioquímicos -

que toman lugar en la célula normal transformándola (Racker, -

1983). 

Edmiston y col. en 1985 usan el respirnmetro de -

Warburg para evaluar la toxicidad de tres pesticidas del car -

bamato en Paramecium multimicronucleatum que inhiben en dife

rent e s grados al consumo de oxíg~no. 

Ta mbién mediante la técnica manométrica de Warburg 

se h~ estudiado la actividad antimicótica de varios fármacos con 

el fín de obtener resultados terapéuticos óptimo s en el trata -

miento d~ mico s is en humano (Raab y Holg, 1980 y 1981). 



e o N e L u s I o N E S.-

Se comprobó el efecto directo de la nitrogl iceri-

na sobre el consumo de oxígeno en el músculo car díaco i n vitro . 

Al adicionar diferente s concentraciones de nitro -

glicerina a las preparacione s de músculo cardíaco (ventrículo) 

se observó una disminución en el consumo de ox ígen o y mediante 

el análisis estadístico de compa~aciones pareadas se compro bó 

que la disminu ción en el Q0
2 

oe los grupo~ experimentales con 

respecto a s u control es significativa ; por lo que los cambios 

medidos en el consumo de oxígeno al aplicar las diferentes con 

centracio nes de nilroglicerina no son debidos al azar como pu~ 

den ser las variaciones en el consumo de oxígeno " per se ", la 

pureza del fármaco y los e rrore s estocásticos . 

Por otro l ado , también se puede cons iderar a los 

grupos control como uno solo, ya que los tres grupos so n muy -

homogéneos (esto se observó al construir los interválo s de co n 

fianza en cada grup o control) y se puede decir que las tres cu~ 

centracione s de NT G producen una disminución cuantitativamente 

igual (esta infor mación se obtuvo a parti r de lo s interválos -

de confianza para cada grupo experimental) con respecto al gr~ 

po control LJnico. 

S2 conc luye que: 

La nitroglicerina actúa 3o bre el mioca rdio produ-

11 lt • •• 
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ciendo un efecto depresor directo sobre el consumo de oxígeno; 

los resultados de esta inve s tigación demue s tran que la NTG a -

nivel tis ular actúa a s í. Es to pu e de contribuir a reducir 

las neces ida des de oxígeno del corazón. 
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