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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Se ha demostrado que los farmacos que bloquean los receptores adrenérgicos 3; como el
Metoprolol reducen la presion arterial sanguinea, por lo que se utilizan en el control de esta
enfermedad; sin embargo, su mecanismo de accidon es aun controvertido. Dentro de los efectos
observados que expliquen este efecto se encuentran la disminucion de la frecuencia cardiaca, la
inhibicion de la liberacion de renina y la inhibicién de la liberacion de noradrenalina en las
terminales nerviosas presinapticas, éstos efectos se presentan inmediatamente después de la
administracion del fAirmaco, pero el efecto antihipertensivo se observa hasta después de varios dias
de tratamiento, lo cual sugiere la existencia de algin otro mecanismo ademas de los propuestos

anteriormente que explique el efecto antihipertensivo del Metoprolol.

En experimentos in Vivo realizados recientemente se compararon los efectos de
compuestos estructuralmente analogos a la molécula del Metoprolol!, éstos disminuyen la
frecuencia cardiaca y la presion arterial durante un tiempo breve, sin embargo, no ejercen una
actividad antagonista de los receptores adrenérgicos . Con el objeto de estudiar sus efectos
cardiovasculares directos, se comprobo en auriculas de rata in vitro el efecto antagonista producido
por el Metoprolol y los compuestos analogos (7D1, 7D2, 8D1 y 8D2) sobre la respuesta inducida
por Isoproterenol; un agonista no selectivo de los receptores adrenérgicos B, encontrando que a
diferencia del Metoprolol, los compuestos analogos solo producen dicho bloqueo en altas

concentraciones.

JESSICA E. RODRIGUEZ
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2. RESUMEN

Se realizaron en este estudio experimentos con anillos de aorta torécica de ratas macho
Wistar para evaluar los cuatro compuestos analogos (7D1, 7D2, 8D1 y 8D2) comparando su
efecto con € producido por el Metoprolol en presencia de algunos inhibidores de mecanismos
gue participan en el efecto vasodilatador, como el éster metilico de la N-nitro-L-arginina (L-
NAME); inhibidor de la sintasa de Oxido nitrico, Indometacing; inhibidor de la liberacion de
prostaglandinas, Tetraetilamonio (TEA); inhibidor de los canales de potasio y Clotrimazol;
inhibidor de la sintesis del factor hiperpolarizante inducido por Citocromo Pssp. ASi como
también se observo la respuesta producida por € Metoprolol y los compuestos analogos al
realizar una curva concentracion-respuesta a calcio en un medio desprovisto de éste en anillos
despolarizados con una solucion de potasio 80 mM.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que € Metoprolol en adicién al
bloqueo de los receptores B;, también induce la liberacién de oxido nitrico y bloquea la entrada
de calcio a musculo liso vascular; aunque ésos efectos se observaron a concentraciones altas, es

posible que también contribuyan a efecto antihipertensivo del Metoprolol.

JESSICA E. RODRIGUEZ



MARCO TEORICO

3. MARCO TEORICO

3.1 HIPERTENSION

Es bien conocido que el aumento de la presion arterial en condiciones naturales esta
influenciado por factores ambientales, como la ira, el miedo, dolor, el frio y el ejercicio,
entre otras cosas; asi como también tiende a decaer durante el suefio. A un aumento de la

presion arterial fuera de estas condiciones se le conoce como hipertension arterial®.

La hipertension arterial afecta aproximadamente al 16 % de la poblacion mundial®.
Es la principal causa de accidentes vasculares, cerebrales e insuficiencia cardiaca, provoca
dafos de las arterias coronarias con infarto al miocardio y muerte subita, insuficiencia
renal y aneurismas de la aorta, también produce hemorragias de la retina que disminuyen el

campo visual.

En México, este grupo de enfermedades constituye un problema de salud publica, y
al igual que ocurre en otros paises del mundo, es el resultado de esta escalada
epidemiologica; las enfermedades del corazon constituyen la primera causa de muerte y
anualmente ocurren cerca de 70 000 defunciones por este motivo y 26,000 por

enfermedades cerebrovasculares causadas predominantemente por la hipertension arterial® °

(Fig.1).

JESSICA E. RODRIGUEZ
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m Enfermedades del corazo
B Tumores malignos

1 Diabetes mellitus

1 Accidentes

Fig. 1. Prevalescencia de enfermedades del corazén causadas por la hipertension arterial
en México. Fuente: INEGI. 2003
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MARCO TEORICO

3.1.1 Clasificacion de la Hipertension

La hipertension se divide principalmente en dos tipos: hipertension secundaria,
cuando el aumento de presion arterial es consecuencia de otro trastorno o puede atribuirse
a una causa claramente identificable; e hipertension esencial cuando la causa fundamental

se desconoce; en clinica, un 90 % de los casos se deben a este tipo de hipertensiéne.

Clasificacion de la hipertensién por tipo:

La presion arterial elevada causa varios trastornos graves; sin embargo, un aumento en
la presion arterial sistdlica es de mayor importancia y mayor riesgo que el aumento de la
presion diastélica. Una causa importante de elevacion de la presion sistolica es la
capacidad de distension disminuida de las arterias cuando sus paredes se tornan mas
rigidas. Al mismo valor de gasto cardiaco, la presion sistdlica es mayor en ancianos que en

jovenes porque hay menor elasticidad®.

¢ Hipertension sistolica: solo existe aumento de la presion sistdlica y puede

ocurrir en las siguientes condiciones:

e Incremento del gasto cardiaco por el ventriculo izquierdo (bloqueo completo
del corazdn, reflujo adrtico, fistula arteriovenosa, tirotoxicosis, etc.)
e Incremento de la rigidez de la aorta con dafio degenerativo de la pared.

e (Coartacion de la aorta.

JESSICA E. RODRIGUEZ



MARCO TEORICO

¢ Hipertension en la cual ambas presiones sistdlica y diastdlica aumentan, se

presenta en las patologias siguientes:

¢ Enfermedades de los rifiones y del tracto urinario.
e Nefritis tipo I.
e Neffritis tipo 1.

Clasificacion de la hipertension por grado:
Las fases malignas y benignas de |a hipertension®.

La hipertension maligna ocurre a cualquier edad, pero se presenta mas
frecuentemente en jovenes, se caracteriza por una neuroretinopatia y por una rapida
disminucion en la funcion renal. La presion de éstos pacientes es usualmente muy alta,
mueren algunos meses o pocos afios después de que se les diagnostica dafio renal, dafios

vasculares o hemorragia cerebral.

La hipertension benigna se presenta con la edad, su presion no tiende a ser tan alta
como en la hipertension maligna. La condicion de estas personas es estable durante afios

hasta que finalmente mueren, principalmente por enfermedades cardiovasculares.

JESSICA E. RODRIGUEZ
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Tabla 1. Presion arterial para adultos de 18 afios en adelante. Esta clasificacion

se basa en la media de dos o mas mediciones de presién arterial®.

Clasificacion P.A. | P.A. Sistolica(mmHg) | P.A. Diastélica(mmHg)
Normal <120 y <80
Prehipertension 120-139 6 80-89
Hipertensién
Fase 1 140-159 6 90-99
Hipertension
Fase 2 > 160 6>100

Existe controversia acerca de donde trazar el limite entre los valores de presion
normal y elevada, particularmente en los pacientes de edad avanzada; sin embargo se ha
observado que en pacientes aparentemente sanos, tanto la presion sistolica como la
diastolica se elevan con la edad®, asi a valores de presion arterial sistolica y diastolica
mayores de 120/80 mmHg , pero menores que los valores de presion establecidos para la

hipertension en fase 1, se le ha denominado prehipertension (Tabla 1).

JESSICA E. RODRIGUEZ
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Pacientes prehipertensos con valores de presion arterial entre 130-139 / 80-89
mmHg, tienen el doble de riesgo de desarrollar hipertension, que aquellos pacientes con

valores ligeramente mas bajos.

La presion arterial sistémica, es la presion que impulsa la circulacion capilar
sanguinea a través del cuerpo. Estos niveles de presion sanguinea varian en cada individuo,
en diferentes condiciones y diferentes tiempos. Disminuye durante el suefio y aumenta

, . . - . 7
durante estrés emocional o ejercicio muscular intenso’.

JESSICA E. RODRIGUEZ
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3.2 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO ANTIHIPERTENSIVO

La presion arterial es el producto del gasto cardiaco y la resistencia periférica, por lo
que en hipertension, la presion puede disminuirse con firmacos que tengan una accion
directa sobre uno de estos dos mecanismos o en ambos. Los fdrmacos antihipertensivos
reducen el gasto cardiaco por medio de la inhibicion de la contractilidad miocardica o por
la reduccion de la presion de llenado ventricular; ésta Gltima, a su vez, puede llevarse a
cabo por acciones sobre el tono venoso o por efectos sobre el volumen sanguineo via renal.
Una reduccion de la resistencia periférica puede llevarse a cabo mediante fairmacos que
actiien directamente sobre el musculo liso causando relajacion, o, interfiriendo con la
actividad de los mecanismos que producen vasoconstriccion de los vasos sanguineos

resistentes’.

El paso inicial para el control de la hipertension arterial debe ser un tratamiento no
farmacoldgico, por lo que es necesario realizar ejercicio fisico por lo menos 30 min. cuatro
veces por semana, modificar hdbitos alimenticios como la disminuciéon en el consumo de
sodio (70-100 meq por dia), grasas y carbohidratos, ademas evitar el tabaco y el consumo
de alcohol. Para un tratamiento farmacoldgico, la seleccion de algin farmaco debe ser de
acuerdo a los niveles de presion sanguinea de cada paciente, si presenta o no otras

enfermedades y la presencia de 6rganos dafiados?.

JESSICA E. RODRIGUEZ
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3.2.1 CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS DE
ACUERDO A SU MECANISMO DE ACCION® %11,

DIURETICOS

Los diuréticos deben inducir inicialmente la natriuresis para reducir el volumen
sanguineo. Esto activa los diversos mecanismos responsables del mantenimiento del
volumen de liquidos, en particular el sistema renina-angiotensina-aldosterona; a su vez,

limitan el grado de deplecion del volumen, disminuyendo la resistencia vascular periférica.

a) Tiazidas. Son derivados de sulfonamidas que hacen que de un 5 a 8 % de la carga
de sodio filtrada, sea excretada al bloquear la reabsorcion en la porcion inicial del

tubulo distal en el segmento de dilucion cortical.

YA Y
HN SNH
=
cl N

Fig. 2. Estructura de la Clorotiazida.
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b) Diuréticos de asa. Ejercen un efecto natriurético de tres o cuatro veces mayor que
los diuréticos tiacidicos, bloqueando la reabsorcion de cloruro de sodio en la

porcién ascendente del asa de Henle.

g
0//\\0 cl

Fig. 3. Estructura de la Furosemida.
c) Agentes ahorradores de Potasio. Reducen el desperdicio de potasio inducido por
tiazida y tratan especificamente el hiperaldosteronismo.

NH

O
N N
o

Fig. 4. estructura de la amilorida.

11
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FARMACOS SIMPATOLITICOS

Estos farmacos disminuyen la presion sanguinea reduciendo la resistencia vascular
periférica, inhibiendo la funcién cardiaca e incrementando la capacidad venosa (estos dos
ultimos efectos reducen el gasto cardiaco).

a) Agonistas centrales. Actian como agonistas de los receptores o, principalmente en
centros vasomotores dentro del cerebro (tracto solitario), disminuyendo el flujo
simpatico del Sistema Nervioso Central (SNC). El gasto cardiaco disminuye
ligeramente pero el principal efecto hemodinamico es una disminucién en la

resistencia vascular periférica.

Cl
H
N__R
r
N ¢
Fig. 5. Estructura de la clonidina.

b) Bloqueadores Ganglionares. El bloqueo de los ganglios simpaticos interrumpe el
control adrenérgico de las arteriolas resultando una vasodilatacion; mejorando el
flujo sanguineo periférico en algunas camas vasculares y disminuyendo la presion

sanguinea.

GV

Fig. 6. Estructura del camsilato de Trimetafan.

12
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¢) Inhibidores Adrenérgicos Periféricos. Inhiben la actividad del sistema nervioso
adrenérgico (simpatico). Los lugares primarios de accion varian desde el cerebro
hasta las neuronas periféricas. Actian como antagonistas competitivos de los

receptores a y B adrenérgicos.

H
N/\/NTNHz

NH

Fig. 7. Estructura de la guanetidina.

d) Antagonistas adrenérgicos . Reducen el gasto cardiaco, inhiben la liberacion de
renina, reducen la liberacion de noradrenalina de las terminales nerviosas,

disminuyen la actividad vasomotora central.

CH;

O/\(\N)\CH3
H

OH

Fig. 8. Estructura del Propranolol.

13
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e) Antagonistas adrenérgicos a. El bloqueo de los receptores o, inhibe la fijacion de
catecolaminas por parte de las células del musculo liso inhibiendo la

vasoconstriccion e induciendo la vasodilatacion periférica.

Y
HaCO N N\)
HsCO
Fig. 9. Estructura de la Prazocina.

VASODILATADORES

Estos farmacos reducen la presion arterial sanguinea por medio de la relajacion del
musculo liso vascular, dilatando los vasos de resistencia e incrementando la capacidad
venosa.

a) Accion Directa. Actuan directamente sobre las arteriolas, abriendo los canales de
potasio. Inducen una dilataciéon importante de las arteriolas de resistencia con una

disminucion en la resistencia periférica.

HN—NH,
N
N

Fig. 10. Estructura de la Hidralazina.

14
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b) Bloqueadores de la entrada de calcio. Disminuyen la presion sanguinea reduciendo

la entrada de calcio en las células vasculares del mtsculo liso. La disminucioén en el
calcio intracelular libre reduce el tono y la contractilidad vascular. Disminuye la

resistencia periférica y la presion sanguinea.

Fig. 11. Estructura de la Nifedipina.

Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. La conversion de la
angiotensina inactiva (A-I) a la angiotensina II (A-II), vasoconstrictora potente se
logra mediante la acciéon de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). Los
inhibidores de ECA bloquean la sintesis de A-II disminuyendo la presion arterial.
Se inhibe la sintesis de aldosterona mediada por A-II, por lo que se reduce la

retencion de sodio y la pérdida de potasio.

Fig. 12. estructura del Enalapril.

15
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d) Antagonistas del receptor a Angiotensina I (AT1). Los farmacos bloqueadores del
receptor AT1 disminuyen la presion arterial sanguinea revirtiendo los efectos de la
A-II: 1) respuestas presoras lentas y rapidas, 2) efectos estimulantes en el sistema
nervioso simpatico, 3) todos los efectos del SNC (liberacion de vasopresina p.ej.),

4) liberacion de catecolaminas, etc.

Fig. 13. Estructura del Losartan.

16
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3.3 ANTAGONISTAS ADRENERGICOS B

Los antagonistas adrenérgicos B son farmacos que inhiben competitivamente los
efectos de las catecolaminas causando relajacion del musculo liso y consecuentemente
vasodilatacion, broncodilatacion y estimulacion cardiaca.

Los bloqueadores B son estructuralmente similares a las catecolaminas y al Isoproterenol,
con el cual tienen en comun un anillo aromatico con una cadena alifatica. La posicion del
grupo hidroxilo en el 4&tomo de carbono asimétrico influye en la afinidad con el receptor 3
(Fig. 14). Los sustituyentes en el anillo aromatico determinan los cambios en sus
propiedades farmacoldgicas; la actividad agonista intrinseca, propiedades de estabilizacion

de membrana y la selectividad por los receptores ; o B, -3

La actividad antagonista de los receptores adrenérgicos B se limita al isémero
levorotatorio del compuesto, pero para propodsitos clinicos se utilizan preparaciones

racémicas.

17
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OH CH
! : OH CH,
CH,—CH—CH,—NH Rb

I |

o, HO CH—CH,—NH—CH
HO |

CH

3

ISOPROTERENOL
Ra
OH CH,
oH <|3H3 C|>H2—CH—CH2—NH—(|I:H
GHy—CH—CH,—NH—CH o CH,
o CH,
I i CH;—CO—NH,
PROPRANOLOL ATENOLOL
BLOQUEADOR NO SELECTIVO BLOQUEADOR SELECTIVO B4

Fig. 14. La estructura basica de los bloqueadores B consiste en una cadena alifatica y
una estructura aromatica (arriba izquierda) similar a la estructura del Isoproterenol. El
sustituyente en el radical Ra determina la potencia del efecto beta-bloqueador. La parte
central de la molécula muestra un carbono asimétrico. La sustitucion del radical Rb por un
hidrogeno resulta en un grupo isopropilo y la sustitucion por un metilo, en un grupo
terbutilo que determina la afinidad del bloqueador por el receptor 3 adrenérgico. La parte
inferior de la figura muestra la estructura de dos bloqueadores-beta para demostrar la
similitud que existe con el Isoproterenol.

18
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3.3.1 CLASIFICACION DE LOS ANTAGONISTAS ADRENERGICOS

Los antagonistas B se clasifican de acuerdo a su selectividad por los receptores,
siendo no selectivos cuando presentan afinidad por ambos receptores PB; y P2 ¥y
cardioselectivos cuando solo tienen afinidad por los receptores B;. Asi como también si
poseen actividad simpaticomimética intrinseca (ASI), es decir que tienen un efecto inicial
agonista beta adrenérgico (Tabla 2).

Los bloqueadores del receptor adrenérgico P; disminuyen la frecuencia cardiaca y
reducen la contractilidad del miocardio, reduciendo el gasto cardiaco y el consumo de
oxigeno, asi como también la liberacion de renina. Los receptores adrenérgicos [,
antagonizan la relajacion en el musculo liso vascular y bronquial inducida por las
catecolaminas produciendo una vasoconstriccion, por lo que el bloqueo de éstos receptores

no participa en el efecto antihipertensivo.

3.3.2 ACTIVIDAD SIMPATICOMIMETICA INTRINSECA (ASI)

Los farmacos que bloquean los receptores adrenérgicos  actian como antagonistas
competitivos, previniendo el acceso de las catecolaminas al sitio receptor. Algunos de estos
farmacos provocan una respuesta agonista cuando interactian con el receptor P, esta
respuesta es inversamente proporcional a la dosis del farmaco, a medida que la dosis
aumenta, el efecto agonista es relativamente menor comparado con la accion antagonista
del beta bloqueador. La actividad agonista es competitiva y puede bloquearse con dosis

altas de un bloqueador que no posea esta propiedad.

19
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Tabla 2. Clasificacion de los antagonistas adrenérgicos B

Con ASI Sin ASI

Acebutolol Atenolol
Cardioselectivo Metoprolol

(B1)
Pindolol Nadolol
No Cardioselectivo
Propranolol
(B1 +p2)

Oxprenoilol Timolol

Sotalol
Bloqueadores a + 3 Labetalol Bucindolol

ASI: actividad simpaticomimética intrinseca
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3.3.3 (¥) METOPROLOL

El (£) Metoprolol es un compuesto lipofilico, reconocido como bloqueador B con
afinidad por los receptores adrenérgicos B; que predominan en el musculo cardiaco,
también presenta afinidad aunque en menor grado por los receptores [, que se localizan en
los tejidos bronquial y vascular. La eficacia de Metoprolol en el tratamiento de la
hipertension y angina de pecho estd asociada al bloqueo 3 de las catecolaminas; sustancias

que producen incremento en la fuerza, frecuencia y la velocidad contractil del miocardio”.

El Metoprolol se administra como mezcla racémica para el tratamiento de la
hipertension, los dos enantiomeros presentan diferentes afinidades en el bloqueo de los
receptores adrenérgicos 1, en donde el enantiomero (S) es mas activo farmacologicamente.
Recientemente se describid la sintesis y evaluacion de la actividad antihipertensiva de 4
nuevos analogos del Metoprolol que incorporan en su estructura un nuevo centro
estereogénico1 (Fig.15). Estos analogos son capaces de disminuir la presion arterial y la
frecuencia cardiaca por un periodo de tiempo breve, sin antagonizar los receptores
adrenérgicos P, por lo que se supone que el Metoprolol al ser la molécula original de la
sintesis de estos nuevos compuestos, posee un mecanismo de accion adicional al bloqueo

de los receptores adrenérgicos B; que provoca la caida en la presion arterial.
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(2R, 2'S)-7 7D2 (2S, 2'R)-8 8D2

Fig.15. Analogos del Metoprolol. El grupo metilo de la molécula original del Metoprolol, se
sustituyd por un grupo etilo, en tanto que, el grupo metilo de la parte inferior de la figura

es hidroxilado, formando un nuevo centro estereogénico en la molécula.
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El Metoprolol después de su administracion oral se absorbe casi completamente, sin
embargo, su biodisponibilidad es relativamente baja (40 % aproximadamente). Su union
con proteinas plasmaticas es de poca importancia (12 %) y su volumen de distribucion es
de aproximadamente 4.5 L / Kg. El Metoprolol se elimina principalmente por metabolismo
hepatico incluyendo reacciones de a-hidroxilacion (a-hidroximetoprolol) y O-dealquilacion

O-dimetilmetoprolol™.

OH
CH
/ 3
O—CH, —CH—CH, —NH —CH
: N
CH,
CH, —CH, —0—CH,
METOPROLOL
OH
OH CH, /CHS
O—CH, —CH—CH, —NH —CH Q—CH, —CH—CH, —NH —CQ
" \
CH, CH,
CH, —CH, —OH (|3H —CH, —0—CH,
OH
O-DIMETILMETOPROLOL a-HIDROXIMETOPROLOL
Fig. 16. Principales metabolitos del Metoprolol.
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3.3.4 MECANISMO DE ACCION DEL METOPROLOL

El mecanismo de accion del Metoprolol aun no se encuentra del todo dilucidado.
Hasta ahora se ha observado que el efecto antihipertensivo no se presenta con el
enantiomero (R) por lo que se responsabiliza principalmente al bloqueo de los receptores
adrenérgicos B; con el enantidmero (S), asi como también se involucran algunos otros
mecanismos que podrian participar en dicho efecto como son: la disminucion de la
frecuencia y fuerza de contraccidon cardiaca, la supresion de la liberacion de renina y el

bloqueo de los receptores 3 presinapticos.

REDUCCION DEL GASTO CARDIACO

La administracion de Metoprolol disminuye el gasto cardiaco y la contractilidad
miocérdica, como resultado del bloqueo de los receptores adrenérgicos B; por la inhibicion
competitiva de la accion de las catecolaminas en el miocardio, el nodo sinoauricular y
posiblemente los vasos de capacitancia venosa. Inicialmente esta disminucion del gasto
cardiaco no se acompafia de una reduccion paralela de la presion arterial, ya que la
activacion del reflejo simpatico estd mediada por los receptores adrenérgicos a; y o, en el
musculo liso vascular, la resistencia vascular aumenta impidiendo la vasodilatacion. El
descenso de la presion arterial se produce tras varios dias de tratamiento, cuando las
resistencias vasculares vuelven a los valores basales y se mantiene el gasto cardiaco

. . .4 12
disminuido™.
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SUPRESION DE LA LIBERACION DE RENINA

El Metoprolol antagoniza la liberacion de renina mediada a través de la activacion
de receptores P; ubicados en las células yuxtaglomerulares renales. Aunque se ha
encontrado supresion de la renina plasmatica, no ha sido posible demostrar su relacién con
la disminucion de la presion sanguinea. Para inhibir la liberacion de renina las dosis

necesarias son inferiores a las dosis precisas para obtener un efecto hipotensorlz.

BLOQUEO DE RECEPTORES ADRENERGICOS B PRESINAPTICOS

Estos receptores facilitan la liberacion de noradrenalina por la terminal nerviosa
simpatica, por lo que su bloqueo reduciria el tono a-adrenérgico vascular favoreciendo la

. ., 12
vasodilatacion ™.

3.4 FACTORES VASCULARES QUE REGULAN LA PRESION SANGUINEA

La respuesta de los vasos sanguineos a una gran variedad de agonistas vasoactivos
estd modulada por la presencia de células endoteliales. Estas células pueden liberar
sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras. El factor mas importante de relajacion

derivado del endotelio es el 6xido nitrico™®.

El endotelio vascular desempefia un importante papel en la homeostasis modulando
el tono vascular del musculo liso y es el blanco principal en la hipertension y en la
arterosclerosis. Las células endoteliales producen varias sustancias vasodilatadoras como el
oxido nitrico, factores hiperpolarizantes derivados del endotelio y prostaglandinas

vasodilatadoras®’.
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3.4.1 OXIDO NIiTRICO

El 6xido nitrico (ON) es un radical libre que puede actuar como una sustancia
reguladora intra o extracelularmente ya sea como neurotransmisor, autacoide o una
sustancia paracrina. El ON tiene diversas funciones fisioldgicas, entre ellas, la de regular la
relajacion del musculo liso vascular, la agregacion plaquetaria, la neurotransmision

ganglionar y la secrecion de insulina, entre otras>.

El ON se sintetiza a partir de uno de los 4&tomos de nitrogeno guanidino terminales
de la L-arginina, por accién de la sintasa de 6xido nitrico (SON), siendo los productos
terminales de la reaccion el ON y la L-citrulina. La enzima utiliza como cofactores al
NADPH, FAD, tetrahidrobiopterina y hierro. Algunas isoformas de la SON son

dependientes de calcio y calmodulina’®® (Fig.17).

H

" |
H,N_  NH, H,N,_ N—OH OYNHZ

2
\( Oz 02
NH NH NH
> + N=—7=0
H.0 H-O

oxido nitrico
1NADPH 0.5 NADPH

+ + - + -
NH{ COO NH{ COO NHy COO

L-arginina N-Hidroxi-L-arginina L-citrulina

Fig.17.Produccion de ON a partir de L-arginina.
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El mecanismo intracelular mas comun de la accion de ON sobre el musculo liso
vascular, es mediante la intervencion del segundo mensajero GMPc. El ON se une al grupo
hemo de la enzima guanilato ciclasa, el cual convierte el GTP a GMPc. El incremento de
GMPc en tan solo unos segundos de exposicion al ON activa a la proteina cinasa que
fosforila varias proteinas involucradas en el mecanismo de la relajacion del musculo liso
vascular por alguno de los siguientes mecanismos: 1) la inhibicion de los canales de calcio
y la liberacion de calcio de los almacenes intracelulares, provocando una disminucion en
los niveles de calcio citosolico; 2) estimulacion de la ATPasa de sodio-potasio; 3)
estimulacion de la membrana de plasma asociada a la ATPasa de calcio; 4) inhibicion de la
fosfolipasa C y 5) fosforilacion de las proteinas contractiles y regulatorias por protein
cinasa G. La produccion y acumulacion de GMPc puede ser bloqueada por el azul de
metileno, un compuesto capaz de inhibir la activacion de la guanilato ciclasa citosolica por

el ON?%,

Celula
Endotelial

Celula
Musculo Liso

Fig. 18. Mecanismo de accion del Oxido Nitrico
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3.4.2 PROSTAGLANDINAS

El 4cido araquidonico (AA) se libera de algunos tejidos fosfolipidicos. Una vez libre
es procesado por la ciclooxigenasa (COX), citocromo Psso (CYP), oxigenasas o
lipooxigenasas que producen una gran cantidad de eicosanoides capaces de modificar las

funciones vasculares y renales.

La forma constitutiva de la COX, COX-1 esté presente en la mayoria de los tejidos,
la COX cataboliza el metabolismo del AA a prostaglandina H, (PGH,), la cual es
convertida a tromboxano A, (TxA;) por la tromboxano sintasa, a prostaglandina I, (PGI, o
prostaciclina) por la prostaciclina sintasa, o a prostaglandinas E, (PGE,), D, (PGD>) o Fy,

(PGF,,) por isomerasas especificas.

Una gran variedad de farmacos, asi como también substancias enddgenas, estimulan
la liberacion de PGI,. Dentro de las substancias enddgenas se incluyen: bradicinina, ésteres
de colina, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, sustancia P, dcido araquidonico,
PGH,, trombina, tripsina, factor de crecimiento epidérmico, interleucina I y nucleotidos de

adenina®.

Las PGE,; y PGI, dilatan los vasos de resistencia, reducen la liberacion de
noradrenalina de los nervios simpaticos, atentan las respuestas vasoconstrictoras a
angiotensina Il y otras hormonas vasoconstrictoras y facilitan la excrecion renal de sodio y

agua’.
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ACh
& deformacion

Celula
Endotelial

Celula
Musculo Liso

Fig.19. Mecanismo de accion de la Prostaciclina.
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3.4.3 FACTOR HIPERPOLARIZANTE DERIVADO DEL ENDOTELIO (FHDE)

El endotelio vascular libera un factor difusible que hiperpolariza y relaja las células
del musculo liso vascular, predominantemente a través de la activacion de los canales de
potasio activados por calcio. En la circulacion coronaria, este factor hiperpolarizante
derivado del endotelio aparece como un epdxido del citocromo Pysy derivado del acido
araquidonico. Su liberacion juega un papel crucial en el mantenimiento del flujo sanguineo
coronario en la arteriosclerosis”.

En las arterias coronarias de muchas especies (incluyendo al humano) y
posiblemente en las arterias renales, cardtida y mesentérica; un metabolito del acido
araquidonico derivado del citocromo P4so y un acido epoxieicosatrienoico (EET) se libera
después de su estimulacion con bradicinina o acetilcolina. Las células endoteliales
metabolizan el 4acido araquidénico por las vias de ciclooxigenasa, lipooxigenasas y
citocromo Pyso. La hiperpolarizacion por medio del FHDE comparte con el ON el hecho de
que su liberacioén se asocia a un incremento en la concentracion de calcio en las células
endoteliales. Las sustancias liberadas activan los canales de potasio inducidos por calcio e

. . . , . 25,26
hiperpolarizan y relajan el mtsculo liso vascular™".

La relajacion y la hiperpolarizaciéon no se altera por analogos de arginina, que
inhiben la liberacion de oOxido nitrico o por inhibidores de la liberacion de las
ciclooxigenasas o lipooxigenasas; puede inhibirse por bloqueadores de los canales de
potasio inducidos por calcio como el Tetraetilamonio o la caribdotoxina, pero no por

inhibidores de ATP sensible a los canales de potasio como la glibenclamida®’.
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DEFORMACION

© CELULA

.PL\‘;@-—- Caz+* ‘\@\ K ENDOTELIAL
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Fig.20. Sintesis del Factor Hiperpolarizante Derivado del Endotelio.

31

JESSICA E. RODRIGUEZ



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El () Metoprolol es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la presion arterial
en pacientes hipertensos; sin embargo, su mecanismo de accion atn es controvertido. Todos
los efectos hasta ahora conocidos (la disminucién de la frecuencia y fuerza de contraccion
cardiaca, la supresion de la liberacion de renina y el bloqueo de los receptores [
presinapticos) se presentan inmediatamente después de la administracion del farmaco,

observandose el efecto antihipertensivo hasta después de varios dias de tratamiento.

Se observd en un estudio reciente que farmacos estructuralmente analogos al
Metoprolol, disminuyen la presion arterial y la frecuencia cardiaca durante un tiempo
breve; aun sin tener actividad antagonista de los receptores adrenérgicos B, lo que sugiere
que el Metoprolol ademas de bloquear dichos receptores y provocar el efecto agudo
observado con su administracion, tiene un mecanismo adicional que podria explicar el

efecto hipotensor tras dosis repetidas de éste farmaco.
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5. OBJETIVOS

GENERALES

¢ Sugerir un mecanismo de accién que explique el efecto antihipertensivo de
instalacion lenta producido por el Metoprolol mediante la comparacion con
compuestos analogos que reducen la presion arterial y la frecuencia cardiaca con

un mecanismo de accion diferente al bloqueo de los receptores adrenérgicos f3.

PARTICULARES

¢ Comprobar el efecto antagonista del Metoprolol y de los compuestos analogos

sobre los receptores adrenérgicos B en auriculas de rata.

¢ Estudiar el efecto relajante de los compuestos estructuralmente andlogos al

Metoprolol en el muasculo liso vascular de anillos de aorta de rata.

¢ Investigar el efecto de varios inhibidores, que disminuyen la sintesis de

sustancias enddgenas, o bien, que inhiben los canales de potasio.
¢ Estudiar el efecto del Metoprolol y de los compuestos analogos 7D1, 7D2, 8D1

y 8D2 sobre los canales de calcio del musculo liso vascular de anillos de aorta

de rata.
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6. HIPOTESIS

El efecto hipotensor observado al administrar el Metoprolol o los compuestos
analogos 7D1, 7D2, 8D1 y 8D2 no se debe unicamente a bloqueo de los receptores
adrenérgicos f3, por lo que es posible que exista algun otro mecanismo de accion como
podria ser el bloqueo delos canales de calcio, laliberacion de éxido nitrico, laliberacion de
prostaglandinas, la sintesis del factor hiperpolarizante inducido por citocromo Pasp, 0 la
apertura de los canales de potasio; que participen en larelgjacion del musculo liso vascular

de anillos de aorta de rata.
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7. MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

MATERIAL BIOLOGICO

Ratas Wistar macho de entre 250 y 300 g de peso, las cuales se mantuvieron en
jaulas dentro del bioterio en un cuarto con temperatura constante ( 22 + 2 °C), ciclo de
luz-oscuridad de 12 / 12 horas, se alimentaron con alimento estandar rat purina y agua

discrecionalmente.

REACTIVOS Y FARMACOS

Compuestos andlogos7D1, 7D2, 8D1 y 8D2 Provistos por el M.enC. Ignacio Regla
de la FES Zaragoza
Bicarbonato de Sodio J.T. Baker
Cloruro de Acetilcolina SIGMA
Cloruro de calcio dihidratado J.T. Baker
Cloruro de potasio Merck
Cloruro de sodio Merck
Cloruro de Tetraetilamonio SIGMA
Clotrimazol RBI
Dextrosa J.T.Baker
EDTA disddico SIGMA
Eter Etilico Fermont
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Fosfato diacido de potasio
Indometacina

Isopropil arterenol (Isoproterenol)
L-Fenilefrina

L-NAME

Sulfato de Magnesio heptahidratado
Tartrato de Metoprolol

EQUIPO

Balanza Analitica

Equipo para 6rgano aislado
Micropipetas

Poligrafo

J.T.Baker
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
J.T.Baker
CIBA-GEIGI

DENVER INSTRUMENTS COMPANY®
BIOPAC SYSTEMS. INC®

GILSON®  capacidades de 100-1000 pL
GRASS®
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REACTIVOS PARA LA PREPARACION DE LA SOLUCION BICARBONATADA
KREBS

REACTIVO |mM/L|g/L
NaCl 118.0 | 6.89
Dextrosa 11.7 | 2.1
NaHCOs3 25.0 2.1

KCI 48 |0.35
MgSO4*7H,O | 1.2 |0.29
KH2PO4 1.2 |0.16
CaCI*2H,0 25 10.36
EDTA 0.026 | 0.01

Los reactivos se disuelven por litro de agua destilada, dejando en ultimo lugar al
cloruro de calcio para evitar precipitacion de las sales. Posteriormente se oxigena por 20

min con la mezcla del carbdgeno (95 % O, y 5 % CO»).

PREPARACION DE SOLUCION DESPOLARIZANTE KCI 80 mM

REACTIVO ' mM/L|g /L
NaCl 43.0 | 251
KCI 80 5.96

Nota: la solucion despolarizante se prepara de la misma manera que la solucion Krebs,

unicamente sustituyendo las cantidades de NaCl y KCI indicadas.
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8. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

8.1 Procedimiento general para la preparacion de anillos adrticos y auriculas

Los animales se anestesiaron con éter etilico, se extrajo inmediatamente la aorta
toracica y se coloco en solucion de Krebs bicarbonatada para quitar el tejido adiposo y el
tejido conectivo circundante. Las arterias se cortaron en anillos (3-4 mm de longitud) y se
colocaron en camaras para 6rgano aislado de 5 mL que contenian de la misma solucién
Krebs a 37 °C, pH 7.4 y burbujeado con una mezcla de 95 % O,y 5 % CO,. Los anillos se
montaron en dos ganchos de Nicrom, los cuales a través de hilos permitieron fijar la
preparacion por un extremo al fondo de la cdmara y por el otro al transductor de tension del
equipo Biopac Systems. INC®. para registrar los cambios de tension en la preparacion.

A los anillos aodrticos se les dio una tension inicial de 4 g y se les permitio
estabilizarse por 2 h, tiempo durante el cual se les contrajo con fenilefrina (10° M) para
evaluar su viabilidad. En los experimentos se evalu6 la integridad del endotelio
farmacoldgicamente con acetilcolina (10° M) y se descartaron los anillos con una
relajacion menor al 80 %.

Para la preparacion de auriculas, los animales se anestesiaron con éter etilico. Se les
extrajo el corazdn integro, el cual se coloco en solucion de Krebs; éste se sujetd por la parte
inferior del l6bulo y se cortd el musculo hasta llegar a las auriculas, con precaucién con un
hilo y unas pinzas de punta fina se at6 por un extremo la auricula que no tiene latido
(izquierda) sin dafiar el nodo sinoauricular; de igual manera la auricula que late
espontaneamente (derecha) se atd también del extremo opuesto con un hilo y se colocaron
en camaras para tejido aislado de igual manera que con los anillos adrticos. Se dio tension
hasta que la respuesta registrada con el poligrafo Grass® fue estable y se registro la

frecuencia cardiaca con el tacografo.
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8.2 Efecto del Metoprolol y los compuestos analogos 7D1, 7D2, 8D1 y 8D2

sobre la respuesta inducida por Isoproterenol en auriculas de rata.

Después del periodo de estabilizaciéon requerido para tener una respuesta de
frecuencia cardiaca constante de las auriculas se realizd una curva, utilizando como

agonista de los receptores adrenérgicos B al Isoproterenol (107 M).

Se realizd una curva de concentracidon-respuesta de frecuencia cardiaca con el
Isoproterenol hasta alcanzar la respuesta maxima y se decidi6 utilizar una concentracion de
10® M de agonista como dosis de prueba. Las respuestas a Isoproterenol 10° M se
observaron antes y después de la incubacion de las preparaciones con concentraciones
logaritmicas crecientes de Metoprolol (10¥, 107, 107, 10°> M) y los compuestos
analogos (10%,107,10°,10° M) incubados por 20 min. Se registrd el incremento de
frecuencia cardiaca en presencia de éstos farmacos hasta observar el bloqueo de la

respuesta inducida por el Isoproterenol.

8.3 Efecto de los inhibidores L-NAME, Indometacina, Clotrimazol y TEA en
anillos de aorta precontraidos con fenilefrina 10° M.

Después del periodo de estabilizacion de 120 min hasta alcanzar la maxima
respuesta a fenilefrina, se realizO una curva control concentracion — respuesta de
Metoprolol y los compuestos analogos (10>, 10°, 10> M) hasta obtener la maxima
relajacion del tejido. Después de un periodo de 45 a 60 min con lavados perioddicos, los
anillos por espacio de 20 min se incubaron con L-NAME (10 M), Indometacina (10° M),
Clotrimazol (10° M) y TEA (10 mM), se indujo nuevamente la contraccion con fenilefrina
y se repitid otra curva concentracion -respuesta a Metoprolol y los analogos estructurales

7D1, 7D2, 8D1 y 8D2 (10‘3~5’ 10-3, 1023 M).
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8.4 Efecto del Metoprolol y los analogos 7D1, 7D2, 8D1 y 8D2 en anillos

precontraidos con potasio 80 mM.

Después del periodo de estabilizacion de 120 min se despolarizaron los anillos con
80 mM de potasio hasta alcanzar su respuesta maxima y se realizO una curva
concentracion - respuesta al Metoprolol y los andlogos estructurales 7D1, 7D2, 8D1 y 8D2

(107,107, 10%° M) hasta registrar la relajacion maxima alcanzada.

8.5 Curva concentracion - respuesta a calcio en anillos despolarizados con

potasio 80 mM en Krebs sin cloruro de calcio.

Se colocaron anillos de aorta en una solucion Krebs en ausencia de calcio en las
mismas condiciones que en los protocolos anteriores. Se despolarizo el tejido con la
solucion de potasio 80 mM cada 30 min (120 min de periodo de estabilizacion) hasta
alcanzar la respuesta contractil maxima, lavando frecuentemente con el Krebs sin calcio.
Después de este periodo se despolarizdé nuevamente el tejido y se realizo la curva control
concentracion - respuesta a calcio (10*M — 10"'M) hasta alcanzar la respuesta maxima. Con
lavados frecuentes después de la curva se permitio al tejido recuperarse por espacio de 45
min, nuevamente se despolarizé el tejido con potasio 80 mM y se incubd con Metoprolol y
los analogos 7D1, 7D2, 8D1 y 8D2 en una concentracion de 10°° M por 20 min, y se
procedié a realizar la curva de calcio en las mismas concentraciones logaritmicas
crecientes. Con el mismo procedimiento para las curvas siguientes, se incubaron los

farmacos en concentraciones 10 y 10> M por 20 min.
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RESULTADOS

9. RESULTADOS

Efecto de los inhibidores L-NAME, Indometacina, Clotrimazol y TEA en anillos

de aorta, sobre la relajacion producida por Metoprolol

LOG[M] METOPROLOL

0 \—,L—[% -3& ? -3.5 -%? %
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Fig. 21. Efecto de los inhibidores TEA (10 mM), Clotrimazol (10 M), Indometacina (10° M) y
L-NAME (10 M) en la relajacion producida por Metoprolol (MET) en anillos de aorta de rata
precontraidos con fenilefrina (10°M). *p< 0.05 vs Metoprolol.
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RESULTADOS

En los anillos incubados con TEA (inhibidor de la los canales de potasio inducidos por
calcio), la respuesta producida por el Metoprolol en una concentracion 107 M muestra un
leve incremento de la relajacion que es estadisticamente significativo al compararlo con su
control, sin embargo, en las concentraciones 10” y 10>° M de Metoprolol no se observa
ningin cambio que sea diferente a las relajaciones de los anillos tnicamente tratados con
Metoprolol.

Los anillos de aorta que se incubaron con Clotrimazol (inhibidor de la sintesis de

Factor Hiperpolarizante inducido por citocromo P450) no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en presencia y ausencia de €ste inhibidor (Fig. 21).
En los anillos incubados con Indometacina (inhibidor de la liberacion de Prostaglandinas) se
observa un incremento de la respuesta relajante al administrar concentraciones logaritmicas
crecientes de Metoprolol; estas respuestas son estadisticamente significativas, al compararse
con anillos relajados en ausencia del inhibidor (Fig. 21).

En presencia de L-NAME (inhibidor de la liberacion de 6xido nitrico) la relajacion
producida por el Metoprolol en una concentraciéon 10> M no presenta diferencias estadisticas
en comparacion con el control; sin embargo, la relajacion con concentraciones mayores de
Metoprolol 10® y 10>> M se observa claramente disminuida, siendo estadisticamente

diferente al compararse con los anillos relajados inicamente con Metoprolol (Fig.21).

La CEsy de L-NAME en anillos incubados, no es estadisticamente diferente con
respecto a los anillos relajados unicamente con Metoprolol, aunque se observe una
disminucién significativa de la respuesta con este inhibidor. Los demds inhibidores; TEA,

Clotrimazol e Indometacina tampoco producen cambios estadisticamente significativos en la

CEso del Metoprolol. (Tabla 3)
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RESULTADOS

Efecto del Tetraetilamonio (TEA) en anillos de aorta, sobre la relajacion

producida por los analogos estructurales 7D1, 8D1, 7D2, 8D2.
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Fig. 22. Efecto de TEA (10 mM) en la respuesta producida por los compuestos analogos
7D1, 8D1, 7D2 y 8D2 en anillos de aorta de rata precontraidos con fenilefrina (10°M). *p<
0.05 vs compuestos analogos.
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RESULTADOS

Efecto del Clotrimazol en anillos de aorta, sobre la relajacion producida por los
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Fig. 23. Efecto de Clotrimazol (10°M) en la respuesta producida por los compuestos
analogos 7D1, 8D1, 7D2 y 8D2 en anillos de aorta de rata precontraidos con fenilefrina

(10°M). *p<0.05 vs compuestos analogos.
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RESULTADOS

Efecto de la Indometacina en anillos de aorta, sobre la relajacion producida por
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Fig.
analogos 7D1, 8D1, 7D2 y 8D2 en anillos de aorta de rata precontraidos con fenilefrina

(10°M). *p<0.05 vs compuestos anélogos.
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RESULTADOS

Ffectn del | -NAMF en anillns de anrta snhre la relaiacidn nrodiicida nor lns
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Fiy. «o. ciecw ue L-vavie (1u™ M) en la respuesta producida por los compuestos analogos
7D1, 8D1, 7D2 y 8D2 en anillos de aorta de rata precontraidos con fenilefrina (10° M).
*p< 0.05 vs compuestos analogos.
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RESULTADOS

Tabla 3. Valores de pD: (-Log CEx) de las respuestas a Metoprolol y los

compuestos analogos en presencia y ausencia de Inhibidores en anillos de aorta

precontraidos con fenilefrina 10°M. *p< 0.05

Met | Met+Inh | 7D1 | 7D1+Inh | 8D1 | 8D1+Inh | 7D2 | 7D2+Inh | 8D2 | 8D2+Inh
L-NAME
10*M 2.86 2.63 3.15| 2.50* 291 2.54* 301 | >2.5* [297| 2.55*
Indometacina
10°M 2.86 3.05 3.17 | 2.64* |2.81 2.76 2.88 2.79 2.96 2.82
Tetraetilamonio
10mM 3.13 3.17 3.13 3.20 2.93 3.08 3.22 3.03 3.05 3.09
Clotrimazol
10°M 3.13 3.11 >2.5 2.58 2.68 2.88 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5
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RESULTADOS

La relajacion con los compuestos 7D1, 8D1 y 8D2 en anillos incubados con TEA no
presenta cambios estadisticamente significativos al incrementar las concentraciones de éstos
compuestos, sin embargo, con el andlogo 7D2 se observa una disminucion de la respuesta
relajante en presencia del inhibidor en comparacion con su control a una concentraciéon 107
M, esta disminucion de la respuesta no se presenta al incrementar la concentracion (Fig. 22).

En anillos incubados con Clotrimazol, la relajacion producida por concentraciones
crecientes de los compuestos analogos 7D1, 8D1, 7D2 y 8D2 no presenta diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los anillos controles. (Fig.23)

La relajacion producida por el compuesto analogo 7D1 en concentraciones de 107 y
10> M sobre anillos incubados con Indometacina es estadisticamente diferente a la relajacién
producida por el compuesto en ausencia del inhibidor. Las respuestas relajantes inducidas por
los otros compuestos 8D1, 7D2 y 8D2 no se alteraron en los anillos incubados con
Indometacina. (Fig.24)

El L-NAME produjo una disminucion en la relajacion inducida por los cuatro
compuestos andlogos 7D1, 8D1, 7D2 y 8D2 estadisticamente diferente a los anillos controles
en concentraciones de 10 y 107 M, pero no en la concentracién menor de 10~ M en todos

los casos. (Fig. 25)

La CEsg de los compuestos analogos 7D1, 8D1, 7D2 y 8D2 en los anillos relajados no
se modifica en la relajacion en presencia de los inhibidores TEA, Clotrimazol e Indometacina,
con excepcion del andlogo 7D1 que si presenta cambios estadisticamente significativos en
presencia de este ultimo inhibidor. La CE50 de éstos compuestos en presencia de L-NAME,
con respecto a los anillos controles es estadisticamente diferente para todos los compuestos

analogos. (Tabla 3)
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RESULTADOS

Efecto del Metoprolol sobre larespuesta inducida por Isoproterenol en
auriculas de ratay la respuesta observada en anillos precontraidos con

potasio 80 mM
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Fig.26. (Izquierda) Efecto sobre la Frecuencia cardiaca provocada por concentraciones
logaritmicas crecientes de Metoprolol sobre la respuesta inducida por Isoproterenol (10 M)
en auriculas de rata. (Derecha) Efecto del Metoprolol en la relajacién de anillos de aorta de

rata despolarizados con KCI 80 mM.
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RESULTADOS

Efecto del 7D1 sobre larespuesta inducida por Isoproterenol en auriculas de

ratay la respuesta observada en anillos precontraidos con potasio 80 mM
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Fig. 27. (Izquierda) Efecto sobre la Frecuencia cardiaca provocada por concentraciones
logaritmicas crecientes del compuesto andlogo 7D1 sobre la respuesta inducida por
Isoproterenol (10® M) en auriculas de rata. (Derecha) Efecto del andlogo 7D1 en la

relajacion de anillos de aorta de rata despolarizados con KCI 80 mM.

50

JESSICA E. RODRIGUEZ



%FRECUENCIA CARDIACA

RESULTADOS

Efecto del 8D1 sobre larespuesta inducida por Isoproterenol en auriculas de

ratay la respuesta observada en anillos precontraidos con potasio 80 mM
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Fig. 28. (lzquierda) Efecto sobre la Frecuencia cardiaca provocada por concentraciones
logaritmicas crecientes del compuesto analogo 8D1 sobre la respuesta inducida por
Isoproterenol (10® M) en auriculas de rata. (Derecha) Efecto del analogo 8D1 en la

relajacion de anillos de aorta de rata despolarizados con KCI 80 mM.
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RESULTADOS

Efecto del 7D2 sobre la respuesta inducida por Isoproterenol en auriculas de
ratay la respuesta observada en anillos precontraidos con potasio 80 mM
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Fig. 29. (Izquierda) Efecto sobre la Frecuencia cardiaca provocada por concentraciones
logaritmicas crecientes del compuesto andlogo 7D2 sobre la respuesta inducida por
Isoproterenol (10® M) en auriculas de rata. (Derecha) Efecto del analogo 7D2 en la

relajacion de anillos de aorta de rata despolarizados con KCI 80 mM.
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RESULTADOS

Efecto del 8D2 sobre la respuesta inducida por Isoproterenol en auriculas de

ratay la respuesta observada en anillos precontraidos con potasio 80 mM
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Fig. 30. (Izquierda) Efecto sobre la Frecuencia cardiaca provocada por concentraciones
logaritmicas crecientes del compuesto andlogo 8D2 sobre la respuesta inducida por
Isoproterenol (10® M) en auriculas de rata. (Derecha) Efecto del analogo 8D2 en la

relajacion de anillos de aorta de rata despolarizados con KCI 80 mM.
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RESULTADOS

Tabla 4. Valores de pD; (-Log CEs) de las respuestas a Isoproterenol 10%M y KCI 80 mM
en auriculas y anillos de aorta de rata Wistar

Metoprolol 7.12 3.22
7D1 >5.00 3.40
8D1 5.11 3.65
7D2 5.39 3.48
8D2 5.32 3.57
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RESULTADOS

La disminucion de la frecuencia cardiaca debido al bloqueo de los receptores
adrenérgicos B en las auriculas de rata, es proporcional al aumento de concentracion en las
auriculas incubadas con Metoprolol, reduciéndose la respuesta agonista inducida inicialmente
por el Isoproterenol aproximadamente un 80% con una concentracion maxima de 10°° M de

Metoprolol. (Fig.26, izquierda)

Con los compuestos andlogos, la reduccion de la frecuencia cardiaca fue menor que la
producida por el Metoprolol, aun al utilizar logaritmos de concentracion mayores. Esta
reduccion de la frecuencia se presentd con concentraciones de los compuestos andlogos de
10° y 10° M alcanzando como maximo un 50% de inhibicion de la respuesta inducida por el
Isoproterenol con los andlogos 8D1, 7D2 y 8D2; y una reduccion menor del 30% con el

analogo 7D1. (Fig. 27-30 izquierda)

Una concentracion alta de potasio (80 mM) produjo una contraccion sostenida de los
anillos de aorta. La relajacion producida por el Metoprolol y los compuestos analogos sobre
los anillos despolarizados fue directamente proporcional a la concentracion de los farmacos
alcanzando mas del 90 % de relajacion con una concentracion maxima de 107> M. (Fig. 26-

30 derecha)

La CEsyp del Metoprolol es de aproximadamente dos logaritmos menos que la
concentracion necesaria para observar bloqueo de los receptores adrenérgicos P con los
compuestos andlogos 7D1, 8D1, 7D2 y 8D2. En los anillos despolarizados con potasio 80
mM, la CEsy es similar en la relajaciéon del musculo liso vascular por Metoprolol y los
analogos, pero esta concentracion es mayor que la necesaria para observar el antagonismo de

los receptores B en las auriculas de rata. (Tabla 4)
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RESULTADOS

Curva concentracion - respuesta a calcio en anillos incubados con Metoprolol

y despolarizados con potasio 80 mM en Krebs sin cloruro de calcio
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Fig. 31. Efecto del Metoprolol en la curva concentracién-respuesta a calcio en anillos de
aorta de rata despolarizados con potasio 80 mM en Krebs sin cloruro de calcio. *p< 0.05 vs

control.
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CONTRACCION(g)

RESULTADOS

Curva concentracion - respuesta a calcio en anillos incubados con 7D1y 8D1
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Fig. 32. Efecto de los compuestos analogos 7D1 y 8D1 en la curva concentracion-respuesta
a calcio en anillos de aorta de rata despolarizados con potasio 80 mM en Krebs sin cloruro

de calcio. *p< 0.05 vs control.
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RESULTADOS

Curva concentracion - respuesta a calcio en anillos incubados con 7D2 vy 8D2
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Fig. 33. Efecto de los compuestos analogos 7D2 y 8D2 en la curva concentracidn-respuesta
a calcio en anillos de aorta de rata despolarizados con potasio 80 mM en Krebs sin cloruro

de calcio. *p< 0.05 vs control.
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RESULTADOS

Tabla 5. Valores de pD; (-Log CEsp) de las curvas concentracion-respuesta a calcio
en Krebs sin calcio en anillos de aorta de rata. *p< 0.05

Metoprolol
7D1
8D1

7D2

8D2

2.98

3.26

3.26

3.32

3.32

2.70*

2.88

2.86

2.37*

2.39%

2.28*

2.38*

1.86*

1.92*

1.93*

1.82*

1.81*
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RESULTADOS

El Metoprolol desplaza la curva de calcio a la derecha aproximadamente 14 veces en
una concentracion 102°M con respecto al control, en una concentracion mas baja de 10> M el

desplazamiento no es estadisticamente significativo (Fig. 31).

Con los analogos 7D1 y 8D1 en una concentracién de 10° M el desplazamiento es de
aproximadamente 8 veces y a una concentracion de 107> M este se incrementa hasta 20 veces
al compararlo con la curva control (Fig. 32). Con los andlogos 7D2 y 8D2 el desplazamiento
es aln mayor que con los otros compuestos, ya que a una concentracién de 107 M es de
aproximadamente 4 veces para el 7D2 y de 3 veces para el 8D2, a una concentracion de 10°M
este desplazamiento aumenta a 11 veces para el 7D2 y 9 veces para el 8D2 y en la tltima
concentracion el desplazamiento es 10 veces mayor que el realizado por los analogos 7 y 8

D1, siendo hasta de 30 veces mas con respecto a su control (Fig. 33).
Como se pudo observar con estos resultados, los compuestos analogos son mas activos

en el bloqueo de la entrada de calcio que el compuesto original, en donde el 7D2 y el 8D2

presentan el mayor efecto de todos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

10. DISCUSION DE RESULTADOS

El mecanismo de accion del efecto antihipertensivo del Metoprolol, un farmaco
antagonista de los receptores adrenérgicos 1, alin no se conoce con precision, pero se ha
mencionado en algunos trabajos, que el Propranolol, un faArmaco antagonista no selectivo de
los receptores adrenérgicos P, puede bloquear la entrada de calcio y producir vasodilatacién
en las microarterias de la retina de algunos bovinos que fueron despolarizadas con una alta
concentracion de potasio, en donde, la caracteristica principal de este tejido es la ausencia
de receptores adrenérgicos B28’29. En otro trabajo, en donde se estudio el efecto de
compuestos analogos del Metoprolol en ratas in vivo, se observd que estos enantiomeros
reducen la frecuencia cardiaca y la presion arterial durante un tiempo breve, pero no
antagonizan la respuesta inducida por el Isoproterenol, por lo que su efecto no se debe al
bloqueo de los receptores B. Por lo que se decidid estudiar en este trabajo la respuesta
producida por el Metoprolol y sus compuestos analogos en el musculo liso vascular de
anillos de aorta de rata y el bloqueo de los receptores § en auriculas de rata.

Con los resultados obtenidos, se observd que el Metoprolol bloquea los receptores
adrenérgicos [ de auriculas en bajas concentraciones del farmaco; sin embargo, los
compuestos analogos no antagonizan la respuesta inducida por el Isoproterenol sino hasta
concentraciones muy altas de éstos, aproximadamente de dos ordenes de magnitud
logaritmica mayores que el Metoprolol. Es posible que el hecho de presentarse esta
respuesta no sea debido al bloqueo de los receptores, sino al bloqueo de la entrada de calcio
que produce vasodilatacion o disminuye la contraccion cardiaca. Se sabe que el potasio
produce una contraccion sostenida por un incremento en el flujo de calcio hacia el interior
de las células musculares a través de una accion despolarizante™, esto pudo observarse en
las curvas realizadas con anillos precontraidos con una solucion de 80 mM de potasio; en
donde los compuestos analogos, tanto como el Metoprolol, con DEsy similares, fueron
capaces de relajar el musculo liso vascular de los anillos contraidos con una alta

concentracion de potasio, lo que indicaria efectivamente que estos compuestos intervienen
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DISCUSION DE RESULTADOS

en el bloqueo de los canales de calcio que permanecen abiertos mientras el musculo se
encuentra despolarizado. Se comprobd entonces, en otro experimento, que en un medio
desprovisto de calcio, al incubarse los andlogos y el Metoprolol son capaces de desplazar a
la derecha una curva concentracion-respuesta a calcio (10'4 - 10" M) al compararse con una
curva control, en este efecto quienes presentaron un mayor desplazamiento fueron los
analogos 7D2 y 8D2. Aunque las concentraciones utilizadas para bloquear la entrada de
calcio tanto por el Propranolol, como por los nuevos isomeros es alta, es posible que la
administracion repetida sea lo que permite alcanzar concentraciones mayores de Metoprolol
en la célula y que dicho mecanismo participe tanto en el efecto antihipertensivo, como en el

efecto terapéutico en la cardiopatia isquémica.

El 6xido nitrico juega un papel muy importante en la regulacion del tono vascular.
Con los resultados de este estudio, observamos que la liberacién de 6xido nitrico produce
relajacion del musculo liso vascular de los anillos de aorta y que los farmacos estudiados
son capaces de inducir la liberacion de esta sustancia en el endotelio como parte de su
mecanismo de accion, aunque este efecto no es tan importante en la respuesta del
Metoprolol, los compuestos analogos parecen liberar méas o6xido nitrico, ya que la
inhibicion de la respuesta en los anillos adrticos incubados con L-NAME es mayor a la
producida por el compuesto original. Es probable que la liberacion del 6xido nitrico al ser
un efecto breve, participe en el efecto agudo que presenta el Metoprolol cuando es

administrado en el tratamiento de la cardiopatia isquémica cardiaca.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La relajacion producida por el andlogo 7D1 se ve afectada al incubar con
Indometacina, aunque el efecto observado es menos importante que la liberacion de 6xido
nitrico, es posible que en este compuesto, la liberacion de prostaglandinas participe en la
respuesta vasodilatadora sobre el musculo liso vascular de anillos de aorta de rata. Dado
que este efecto tinicamente se presenta con este analogo, es posible creer que la estructura
de la molécula y su disposicion en el espacio sean los responsables de que el analogo 7D1

sea el unico de los enantiomeros que presente dicho efecto.

La inhibicion por TEA, Clotrimazol e Indometacina (con excepcion del compuesto
7D1 para este ultimo), no modificaron la respuesta inducida por los farmacos Metoprolol,
7D1, 8D1, 7D2 y 8D2 por lo que la apertura de los canales de potasio inducidos por calcio,
la liberacion del Factor Hiperpolarizante inducido por citocromo Psso y la liberacion de

prostaglandinas no participan en el mecanismo de accion de éstos farmacos.

En este estudio no pudo definirse especificamente la funcionalidad que tiene la
relacion estructura-actividad de los compuestos andlogos comparada con el Metoprolol,
salvo que éstos no presentan gran afinidad por los receptores adrenérgicos B que esta
mediada por la posicion del hidroxilo en el carbono quiral de la molécula del Metoprolol.
Los compuestos andlogos también presentan este centro estereogénico, sin embargo, es
posible que al aumentar el tamafio de la molécula y al tener nuevos sustituyentes esta

relacion con el receptor no se lleve a cabo.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Algunos estudios de la farmacocinética del Metoprolol han revelado que el
enantiomero (R) se metaboliza més rédpidamente que el enantidmero (S) que tiende a
acumularse en el plasma sanguineo™, lo que podria explicar el bloqueo de los canales de
calcio y el posterior efecto hipotensor que se presenta después de varios dias de tratamiento

con el Metoprolol.

Los resultados obtenidos hasta ahora con este trabajo nos permiten confirmar que es
posible continuar con el estudio del mecanismo de accion del efecto antihipertensivo del
Metoprolol, enfocado al bloqueo de la entrada de calcio en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR), y posiblemente también los analogos 7D1 y 8D2 para investigar el
efecto terapéutico que pudieran presentar en la hipertension arterial y en la cardiopatia

isquémica cardiaca.
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CONCLUSIONES

11. CONCLUSIONES

¢ El efecto relgjante del musculo liso vascular producido por € Metoprolol no se
encuentra mediado por la liberaciéon de prostaglandinas, la apertura de los canales
de potasioo laliberacion del factor hiperpolarizante.

¢ El Metoprolol induce una relgjacién del musculo liso vascular producida por la
liberacién de oxido nitrico y € bloqueo de la entrada de calcio a musculo liso
vascular.

¢ Las concentraciones de Metoprolol para observar estos efectos son atas; sin
embargo, es posible que la liberacién de éxido nitrico participe en € efecto agudo
que se presenta inmediatamente después de la administracién del farmaco y €l
bloqueo de la entrada de calcio en €l efecto antihipertensivo, asi como también en
el efecto benéfico sobre la cardiopatiaisquémica.

¢ Los compuestos 7D2 y 8D2 parecen ser los mas potentes de los analogos como
antagonistas de la entrada de calcio e inclusive parecen ser mas activos que el
Metoprolol.

¢ Los analogos del Metoprolol parecen liberar mas Oxido nitrico que €l compuesto
original, ya que su efecto se bloquea en mayor grado por el L-NAME. El més activo
en este efecto fue el 7D1.

¢ Es posible que debido a la estructura'y a su posicion en e espacio, € 7D1 sea €
anico de los compuestos analogos del Metoprolol que involucre en su mecanismo
de accién laliberacion de prostaglandinas.

¢ El posible efecto terapéutico potencial del 7D1y del 8D2 deberia investigarse en la
Hipertension arterial y en la cardiopatia isquémica cardiaca.
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