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“EFECTO DE ALCALOIDES TIPO TROPANO PRESENTES EN Schizanthus grahamii
SOBRE LA PRESION ARTERIAL, EN RATAS NORMOTENSAS E HIPERTENSAS”.

1. RESUMEN

Se evalu6 el posible efecto de alcaloides tipo tropano extraidos de Schizanthus
grahamii sobre la presion arterial sistolica (PAS), en ratas normotensas e hipertensas.

Se utilizaron 20 ratas hembras cepa Sprague-Dawley de entre 200 a 250 g de peso,
distribuidas al azar en 2 series de 10 ratas cada una: Serie 1: normotensa y serie 2: hipertensa.

El trabajo experimental tuvo una duracion de 17 dias y se dividio en 3 periodos:
Periodo 1: Induccion de hipertension (dias 1 a 7), en el cual se administrd diariamente solucion
isotonica de NaCl al 0,9% a la serie 1 y solucion de L-nitro-arginina-metil éster (L-NAME) en
dosis de 25 mg/kg a la serie 2, (administracion que se mantuvo hasta el dia 17). La PAS se
midio los dias 1, 3, 5y 7, considerandose hipertensas las ratas que presentaron valores iguales
o mayores a 150 mm Hg; Periodo 2: Valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8 a 14),
durante el cual ambas series fueron tratadas con alcaloides tipo tropano extraidos de
Schizanthus grahamii, diluidos en etanol al 7%, en dosis de 100 mg/kg de peso vivo. La PAS
se midio los dias 8, 10, 12 y 14 previo y posterior a 30 minutos del tratamiento. Ademas en este
periodo se evalud la respuesta pupilar a un estimulo luminoso; y Periodo 3: Valoracion de la
mantencion del efecto sobre presion arterial (dias 15 a 17), en el cual se suspendié en ambas
series el tratamiento con Schizanthus grahamii, midiéndose la presion diariamente.

Las soluciones utilizadas fueron administradas por via oral, en volumen de 0,5 ml/100 g
de peso vivo, a través de una sonda buco-esofagica. La determinacion no invasiva de la PAS se
realiz6 en la cola de la rata con un equipo de ultrasonido Doppler.

Al analizar los resultados obtenidos no se observaron cambios estadisticamente
significativos (P>0,05) en la PAS, tanto en la serie 1 como 2, tratadas con alcaloides
purificados de Schizanthus grahamii y la respuesta pupilar se presentd en cada una de las
mediciones. Después de la suspension del tratamiento la PAS se mantuvo, no presentandose
diferencias significativas.

Se concluye que los alcaloides tipo tropano extraidos de Schizanthus grahamii
utilizados en este trabajo, en las dosis administradas, no producen modificacion significativa de
la PAS tanto en ratas normotensas como hipertensas. Ademas, el extracto utilizado en la dosis
suministrada no produce pérdida del reflejo pupilar.

Palabras claves: Schizanthus grahamii, alcaloides tipo tropano, presion arterial, L-NAME.



“EFFECT OF TROPANE TYPE ALKALOIDS PRESENT IN Schizanthus grahamii ON
THE ARTERIAL PRESSURE, IN NORMOTENSIVE AND HYPERTENSIVE RATS”.

2. SUMMARY

The possible effect of alkaloids tropane type extracted from Schizanthus grahamii on
the systolic arterial pressure (SAP), in normotensive and hypertensive rats was evaluated.

20 Sprague Dawley female rats weighting 200 to 250 g were used, distributed randomly
in 2 serie of 10 rats each. Serie 1: normotensive rats and serie 2: hypertensive rats.

The experimental work lasted 17 days and was divided in 3 periods:

Period 1: Induction of hypertension (day 1 to 7) in which NaCl 0,9% saline solution was
administered daily to serie 1 and L-arginine-methyl ester (L-NAME) solution in dose of 25
mg/kg to serie 2 (administration that lasted till day 17). The SAP was measured at days 1, 3, 5
and 7, considering hypertensive the rats that showed values equal or higher to 150 mm Hg;
Period 2: Evaluation of the effect on arterial pressure (day 8 to 14), during which, both series
were treated with alkaloids tropane type extracted from Schizanthus grahamii, diluted in
ethanol 7%, in a dose of 100 mg/kg of body weight. The SAP was measured at days 8, 10, 12
and 14 before and 30 minutes after the treatment. Furthermore, in this period the pupilar
response to luminous stimulus was evaluated; and Period 3: Evaluation of the maintenance of
the effect on arterial pressure (day 15 to 17), in which, the treatment with Schizanthus
grahamii was suspended in both series and the pressure was measured daily.

The solutions were administered by oral route, in a volume of 0,5 ml/100 g body
weight, using a buco-esophagic probe. The non-invasive determination of the SAP was made in
the tail of the rat with a Doppler ultrasound equipment.

No significant statically changes (P>0,05) in the SAP were observed in the serie 1 and 2
treated with purified alkaloids of Schizanthus grahamii, and the pupilar response appeared in
each one of the measurements. After the suspension of the treatment, the pressure remained
without significant differences in both groups.

It is concluded that the tropane type alkaloids extracted from Schizanthus grahamii
used in this work, in the administered dose, did not produce significant modifications in the
SAP in normotensive and hypertensive rats. In addition, the extract used in the provided dose
did not produced loss of the pupilar reflex.

Key words: Schizanthus grahamii, tropane type alkaloids, blood pressure, L-NAME.



3. INTRODUCCION

La presion sanguinea es la presion que ejerce la sangre sobre las paredes de las venas y
arterias cuando es impulsada por el corazon, resultando como producto del gasto cardiaco y de
la resistencia periférica. En un humano, adulto joven, la presion en la aorta, en las arterias
braquiales y otras grandes arterias, aumenta durante cada ciclo cardiaco hasta alcanzar un valor
maximo (presion sistdlica) de casi 120 mm Hg y disminuye a un valor minimo (presion
diastolica) cercano a 70 mm Hg (Ganong, 1998).

Se considera que un individuo presenta hipertension arterial cuando su presion arterial
se encuentra por encima de los limites previamente establecidos. La OMS define a un
individuo como hipertenso cuando su presion sistolica esta por sobre de 140 mm Hg o la
diastolica es superior a 90 mm Hg (Ministerio de Salud, 1995; Tresguerres y col., 1999).

En el control de la presion arterial interviene el sistema nervioso, por medio de varios
centros de control; diversos sistemas hormonales que pueden, entre otros efectos, modificar el
calibre de los vasos sanguineos; y un conjunto de mecanismos renales que participan en el
control de la volemia. Estos sistemas de regulacion se caracterizan por dos condiciones: el
tiempo que tardan en activarse ante un cambio de presion, y la duracion que tiene su efecto.
Sobre estas bases se ha propuesto que los mecanismos de control actian a corto, medio y largo
plazo. Por la rapidez en el tipo de respuesta, la regulacion nerviosa seria el sistema mas rapido
en actuar. Sin embargo, su eficacia reguladora se pierde a lo largo del tiempo, por lo que se
precisa un mecanismo alternativo. Por ello y después de la activacion nerviosa, se estimulan los
sistemas hormonales de control, que por sus caracteristicas se clasifican como mecanismos de
regulacion a medio plazo. Finalmente, el rifion ejerce sus efectos de forma mas lenta, aunque es
capaz de realizar su accion durante un periodo mas largo de tiempo, de ahi que también se le
conozca como sistema de control a largo plazo (Tresguerres y col., 1999).

Los mecanismos de regulacion de la presion arterial de accion répida son casi en su
totalidad reflejos nerviosos agudos u otras respuestas nerviosas. Ello implica que se estimulan
como unidad las funciones completas vasoconstrictoras y cardioaceleradoras del sistema
nervioso simpatico. Al mismo tiempo hay inhibicion reciproca de las sefiales inhibitorias
vagales parasimpaticas normales dirigidas al corazon. Tras cualquier caida aguda de la presion,
estos mecanismos se combinan para producir: 1) constriccion de las venas y asi transferir
sangre al corazon 2) aumento de la frecuencia y contractibilidad cardiaca, dando al corazon
mayor capacidad de bombeo y 3) constriccion de las arteriolas para impedir la salida de sangre
fuera de las arterias. Todos estos mecanismos actian espontdneamente para elevar la presion
arterial al rango de supervivencia. Cuando la presion se incrementa bruscamente en exceso, O
cuando se transfunde excesiva sangre, los mismos mecanismos actilan en direccion opuesta,
devolviendo la presion al rango normal (Guyton y Hall, 1998).



El sistema de control local es otro importante mecanismo con que dispone el organismo
para mantener la presion arterial dentro de los valores propios de cada individuo. Una de sus
funciones consiste en la autorregulacion del flujo sanguineo tisular modulando el tono del
musculo liso por mecanismos intrinsecos de la pared, es decir, independientes de factores
humorales sistémicos y del sistema nervioso central; y la otra es la regulacion por sustancias
sintetizadas en la pared de los vasos (Houssay y Cingolani, 2000).

En los ultimos afios ha habido grandes avances en el estudio de la regulacion de la
presion sanguinea, uno de los mas significantes desarrollos es la comprension de la importancia
de los mediadores locales, generados principalmente por el endotelio, en la regulacion de la
funcion vascular. Estos factores son liberados en respuesta a mediadores vaso-activos, cambios
en el flujo sanguineo o en la oxigenacion. Estos mediadores pueden actuar tanto como
vasodilatadores (6xido nitrico, prostaciclinas, factor de hiperpolarizaciéon endotelio
dependiente), o como vasoconstrictores (endotelinas, metabolitos del acido araquiddnico, factor
difusible liberado de las células endoteliales hipoxicas) (Marr, 1999).

Se ha demostrado que, en respuesta a la estimulacion por acetilcolina, las células
endoteliales producen una sustancia que difunde y al actuar sobre las células musculares lisas,
causa su relajacion. Esta sustancia identificada posteriormente como 6xido nitrico es un
vasodilatador cuyo efecto es mediado por incremento de los niveles de GMPc, el cual relaja el
musculo liso porque disminuye la concentracion de Ca”" en el citosol. El 6xido nitrico se forma
a partir de L-arginina por la accién de una enzima denominada 6xido nitrico sintetasa (Houssay
y Cingolani, 2000). Se ha demostrado, ademas, que el 6xido nitrico se descarga en ciertos
nervios que inervan a lo vasos sanguineos y que tiene accion inotrdpica negativa sobre el
corazon (Hardman y col., 2001).

Investigaciones realizadas tanto en animales como en humanos, han demostrado que la
administracion de inhibidores de la enzima 6xido nitrico sintetasa produce vasoconstriccion y
elevacion de la presion arterial sistémica (Carcamo, 2000). Es asi como uno de los mecanismos
para provocar hipertension, consiste en la administracion de sustancias derivadas de L-arginina
tales como L-N“- monometil arginina (L-NMMA) y L-nitro arginina metil éster (L-NAME),
esta ultima fue la utilizada en este trabajo. L-NAME induce a un incremento de la presion
arterial (Moncada y col.,, 1991) y a nivel renal reduce la tasa de filtracion glomerular,
disminuyendo la excrecion de sodio urinario y ademas produce un incremento de la actividad
de renina plasmatica (Fuster y col., 1997).

La acetilcolina es un neurotransmisor endégeno, a nivel de la sinapsis y las uniones
neuroefectoras colinérgicas, en los sistemas nerviosos central y periférico. Las acciones de la
acetilcolina son mediadas por receptores colinérgicos nicotinicos y muscarinicos (Hardman y
col., 2001).

Los receptores muscarinicos pertenecen a la superfamilia de las proteinas receptoras
cuyas funciones son mediadas por la interaccion con proteinas G. Se han identificado mediante
clonacion molecular cinco subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos, los cuales se han
designado M, a M5 en base a su especificidad farmacologica; los cinco subtipos se hallan en el



SNC. Diversos tejidos pueden contener varios subtipos de receptores muscarinicos, y la
complejidad de la neurotransmision muscarinica se incrementa por la presencia de ganglios
parasimpaticos dentro de los tejidos (Hardman y col., 2001).

Hay receptores M; en los ganglios de diversas glandulas secretoras; los receptores M,
predominan en el miocardio y parecen encontrarse también en el musculo liso; por ultimo se
encuentran receptores Ms y My en musculo liso y glandulas secretoras. (Hardman y col., 2001).
Los receptores tipo My también estan presentes en las células endoteliales vasculares (Florez,
1997).

En el sistema cardiovascular la acetilcolina tiene cuatro principales efectos:
vasodilatacion, disminucion de la frecuencia cardiaca (efecto cronotropico negativo), reduccion
de la velocidad de conduccion en los tejidos especializados de lo nodos sinoauricular (SA) y
auriculoventricular (AV) (efecto dromotropico negativo), y disminuciéon de la fuerza de
contraccion cardiaca (efecto inotropico negativo) (Hardman y col., 2001). Todos estos efectos
son de caracter muscarinico, ya que son bloqueados por atropina (Florez, 1997).

La acetilcolina produce, en esencia, dilatacion de todos los lechos vasculares, incluso de
los pulmonares y coronarios. Esto se debe a la presencia de receptores muscarinicos,
primordialmente del tipo M3 en las células endoteliales de los vasos sanguineos; cuando se
estimulan estos receptores las células endoteliales descargan factor de relajacion derivado del
endotelio, u 6xido nitrico. También puede generarse vasodilatacion, de manera secundaria, al
inhibir la acetilcolina la descarga de noradrenalina de las terminaciones nerviosas adrenérgicas
(Hardman y col., 2001).

En general los receptores muscarinicos M3 median la relajacion endotelio dependiente,
mientras que la contraccion puede ser mediada por diversos subtipos. Tanto la relajacion como
la contraccion vascular puede ser mediada también por mecanismos endotelio independientes
dependiendo de la ubicacion anatomica del vaso. Se ha observado que los receptores
muscarinicos M3 median la relajacion de la arteria coronaria equina, la vasculatura renal de los
roedores, la aorta de los conejos, las mesentéricas de las ratas, la arteria uterina de los porcinos,
las arterias cerebrales felinas, las arterias coronarias de los simios, y algunas arterias
bronquiales aisladas. Los receptores muscarinicos M3 también median la relajacion de arterias
pulmonares aisladas en humano y la vasodilatacion en el antebrazo de pacientes voluntarios
sanos o con hipertension esencial. En los vasos aislados de pulmén de rata, receptores
muscarinicos M; y M, median respectivamente la vasodilatacion directa e indirecta (Eglen y
col., 1996).

Los receptores muscarinicos colinérgicos del tipo Mj se encuentran, ademas de las
células del endotelio, en las células del musculo liso de la mayoria de las arterias y arteriolas.
La activacion de estos receptores en las células del musculo liso provoca su contraccion y
ademas vasoconstriccion. Sin embargo este efecto vasoconstrictor es normalmente anulado por
el efecto vasodilatador de activar los receptores Ms en las células del endotelio vascular siendo
este ultimo efecto mas fuerte que la estimulacion de los receptores M3 en el musculo liso
(Cunningham, 1999).



La acetilcolina disminuye la frecuencia cardiaca al reducir el ritmo de la depolarizacion
diastolica espontanea (corriente del marcapaso) y al incrementar la corriente repolarizante a
nivel de nodo SA.; esta accion retrasa el logro del potencial umbral y los acontecimientos
sucesivos en el ciclo cardiaco (Hardman y col., 2001). En el nodo AV aumenta notablemente el
periodo refractario, lo que es causa de los bloqueos de conduccion; en el musculo ventricular la
inervacion colinérgica es escasa y dirigida principalmente al sistema de conduccion, pero
cuando el tono adrenérgico es alto, la acetilcolina provoca una clara reduccion de la
contractibilidad porque interfiere en el sistema del AMPc y la subsiguiente fosforilacion de
proteinas intracelulares responsables de la contraccion cardiaca (Florez, 1997).

La clase de farmacos a los que se ha llamado antagonistas de los receptores
muscarinicos abarca atropina, su representante mejor conocido, y otros compuestos, la mayor
parte de los cuales generan efectos similares desde el punto de vista cualitativo. Los
antagonistas de los receptores muscarinicos impiden los efectos de la acetilcolina al bloquear
su fijacion a los receptores colinérgicos muscarinicos a nivel de los sitios neuroefectores en
musculo liso, misculo cardiaco y células glandulares, lo mismo que en ganglios periféricos y
SNC (Hardman y col., 2001).

Existen dos farmacos anticolinérgicos muy conocidos que son alcaloides naturales
(extraidos de plantas), el mas importante por su uso en clinica es atropina, que se extrae de las
plantas llamadas Atropa belladona y Datura stramoniun. El otro alcaloide de importancia es
escopolamina que se obtiene de Hyoscyamus niger . De estos alcaloides se derivan otros
sintéticos como son: homatropina, bromuro de metescopolamina, metilbromuro de
escopolamina, metilbromuro de homatropina, anisotropina, climidio, glicopirrolato, ipratropio
y fentonio. Estos farmacos, por su nitrogeno cuaternario no pasan al SNC y dentro de sus
reacciones adversas tenemos, que por el hecho de bloquear los receptores nicotinicos del
ganglio simpatico, producirdn hipotension postural, conocida como hipotension ortostatica.
(Marken, 1996).

Los anticolinérgicos presentan diversas aplicaciones terapéuticas como las que se
sefialan a continuacion: bloqueo de la hiperactividad parasimpdtica, situaciones de
hiperactividad gastrointestinal y urinaria, ulcera gastroduodenal, enfermedad respiratoria,
medicacion preanestésica y aplicaciones oftalmicas (Marken, 1996).

A nivel cardiovascular, como consecuencia del bloqueo de la influencia vagal sobre los
receptores M, cardiacos, atropina aumenta la automaticidad del nodo SA y la velocidad de
conduccién en el nodo AV, tanto mas cuanto mayor sea el tono vagal basal del individuo;
aumenta por lo tanto la frecuencia cardiaca y se acorta el espacio PR del electrocardiograma
(Flérez, 1997). A dosis clinicas, la atropina contrarresta por completo la vasodilatacion
periférica y la disminucién aguda de la presion arterial provocada por los colinésteres. En
contraste, cuando se da de manera aislada, no es sobresaliente ni constante su efecto sobre los
vasos sanguineos y la presion arterial (Hardman y col., 2001).

Cuando la frecuencia cardiaca se eleva se reduce el tiempo de llenado diastolico, por
tanto disminuye el volumen latido, de manera que el gasto cardiaco no aumenta en proporcion



con la frecuencia cardiaca. Este problema se encontr6 cuando las primeras versiones de los
marcapasos producian frecuencias ventriculares elevadas, limitando el llenado diastdlico y por
ello el gasto cardiaco cae por debajo de lo normal. La presion sanguinea puede reducirse a
niveles tan bajos que el paciente se siente débil o se desmaya (Cunningham, 1999).

A nivel ocular, los fairmacos antagonistas muscarinicos como atropina, bloquean las
respuestas del esfinter del iris y del musculo ciliar del cristalino; en consecuencia, producen
dilatacion pupilar (midriasis) y paralizacion de la acomodacion (ciclopejia). La vision se hace
borrosa, aparece fotofobia y disminuye la respuesta pupilar refleja a la luz y la convergencia.
Estas modificaciones de los musculos intrinsecos del ojo pueden provocar una dificultad en el
drenaje del humor acuoso del ojo con hipertension ocular. Los efectos oculares aparecen mas
lentamente y duran mas tiempo que el resto de los efectos atropinicos. Si se aplican atropina o
escopolamina directamente en el saco conjuntival, estos efectos permanecen durante varios dias
(Florez, 1997).

Es importante destacar que las uniones neuroefectoras parasimpaticas de los diferentes
6rganos no son sensibles por igual a los antagonistas de los receptores muscarinicos. Las dosis
pequenas de antagonistas de los receptores muscarinicos deprimen las secreciones salival y
bronquial, y la sudoracion. A dosis mayores se dilata la pupila, se inhibe la acomodacion del
cristalino para la vision de cerca y se bloquean los efectos vagales sobre el corazon de modo
que se incrementa la frecuencia cardiaca. Dosis mayores inhiben el control parasimpatico de la
vejiga urinaria y el tubo digestivo y, por lo tanto, inhiben la miccion y disminuyen el tono y la
motilidad intestinal. Se requieren dosis aiin mayores para suprimir la secrecion y la motilidad
gastrica. Por lo tanto dosis de atropina y la mayor parte de los antagonistas de los receptores
muscarinicos relacionados que reducen el tono gastrointestinal y deprimen la secrecion
gastrica, afectan también de manera invariable, la secrecion salival, la acomodacion ocular y la
miccién (Hardman y col., 2001).

La mayoria de las drogas con propiedades anticolinérgicas (antimuscarinicas) provienen
de la familia Solanaceae y comparten una estructura basica comun: el anillo tropénico. Las
plantas del género Schizanthus, pertenecientes a la familia Solanaceae, concentran una variada
gama de alcaloides con esqueleto tipo tropano (Muiioz, 1992), lo que permite suponer que
alguna de estas estructuras tendrian actividad anticolinérgica o bien precursores que den origen
a estructuras con actividad biolédgica relacionada (Gringauz, 1997).

Se han demostrado numerosos efectos bioldgicos para los alcaloides con esqueleto tipo
tropano; sin embargo, ello no ha sido posible demostrar para las plantas chilenas, ni tampoco
para las novedosas estructuras que ellas biosintetizan (Muioz, 1992).

Las plantas que contienen alcaloides de tropano presentan compuestos del tipo atropina
y derivados, y por tanto de efectos bloqueantes colinérgicos; de ahi que las investigaciones
farmacologicas estén dirigidas al tratamiento de intoxicaciones por organofosforados, en la
farmacoterapia de afecciones oculares por su efecto midriatico, como inhibidores de la
secrecion de HCI, estados broncoconstrictivos de predominio vagal, reductoras de la
espasticidad del musculo liso intestinal, en la disminucion riesgosa de la frecuencia cardiaca,



mareos, vomitos y ultimamente para minimizar los sintomas de la enfermedad de Parkinson.
Una caracteristica de estas moléculas es que la selectividad de sus efectos es variable,
presentando a menudo reacciones adversas inconvenientes (Mufioz, 1992). Esto incentiva a
investigar la quimica y farmacologia de los alcaloides presentes en Schizanthus como una

eventual fuente de novedosas estructuras con potencial accion selectiva (Hartmann y col.,
1996).

Las plantas del género Schizanthus son endémicas en Chile. Son conocidas mas bien
por sus caracteristicas ornamentales que por sus propiedades quimicas o su potencial
aplicabilidad medicinal. Suelen ser conocidas por una serie de sinonimias comunes: “orquidea
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del hombre pobre”, “flor de pajarito”, “pajarito”, “mariposita”, etc (Munioz, 1992). (Figuras N°
ly?2).

Figura 1: ** Schizanthus grahamii. Figura 2: *° Schizanthus grahamii (flor)

El género Schizanthus comprende sobre 27 especies, todas nativas de Sudamérica
(Chile, Argentina y Pert1). Alcaloides derivados de tropano han sido reportados en S. hookerii
(San Martin y col., 1980; Gambaro y col., 1983); S. grahamii (San Martin y col., 1987); S.
litoralis (Mufioz y col., 1996) y en S. pinnatus (Griffin y Lin, 1999).

*a: Disponible en Internet: http://www.thompson-morgan.com/seeds/us/product_7429_1.html
*b: Disponible en Internet: http://www.anniesannuals.com/signs/S/Schizantus grahamii.htm




Las actuales investigaciones del género Schizanthus, en el Instituto de Farmacologia de
la Universidad Austral de Chile, pretenden determinar y analizar sus aspectos quimico-
hemisintético, farmacologicos (entre ellos su accion sobre el sistema digestivo, cardiovascular
y nervioso) y toxicoldgico. Para este fin se han seleccionado tres representantes del género: S.
grahamii, que fue el utilizado en el presente trabajo, S. hookerii y S. litoralis, la eleccion se
fundamenta en su relativa abundancia natural y una mayor variedad de bases de alcaloides,
particularmente de las dos primeras, en relacion a otras especies del género.

Trabajos en Schizanthus grahamii han permitido el aislamiento de una serie de bases
diméricas de tropano: Schizanthina C 35, D 37 y E 38, ademds del monoester 3a-
senecioiloxitropano 36 (San Martin y col., 1987). Otros alcaloides con esqueleto tipo tropano
presentes en esta especie son: Higrina; Higrolina A; Higrolina B; Tropinona; Tropina;
Pseudotropina; 3a-acetoxitropano; 3a, 7B-dihidroxitropano; 5-(2-oxopropil)-higrina; 5-(2-
hidroxi)-higrina; Cuscohigrina; 3a senecioiloxi-7 B-hidroxitropano y Shizanthina F, G, H e I
(Muioz, 1992).

Los alcaloides extraidos y purificados de Schizanthus grahamii que fueron utilizados
en el presente trabajo son: 3a-hidroxi-7f-trigloiloxitropano; tropanol y 3a, 7B-
dihidroxitropano.

Segun Christofi y col. (1991), la presencia de bases de tropano deberia otorgarle a los
extractos de Schizanthus una actividad antiespasmodica en el musculo liso digestivo, lo que se
puede medir cuantitativamente gracias a procedimientos in vitro, con tiras de musculo liso de
intestino delgado de rata —en bafios de 6rgano aislado- conectados con transductores de tension
a poligrafos tradicionales o computarizados, que permiten registrar las modificaciones en el
tono y actividad basal espontdanea. Esta metodologia, que fue utilizada por Castillo (2002) con
extractos de S. hookerii, por Mancilla (2002) al usar extractos de S. litoralis y S. grahamii y
Ponce (2002), utilizando extractos de S. pinnatus; no s6lo midi6 el efecto espasmolitico sino
que también, gracias a la utilizacion conjunta de alcaloides de Schizanthus con farmacos de
reconocido efecto anticolinérgico como atropina, o de efecto colinérgico indirecto como
carbacol, permiti6 demostrar claramente la naturaleza de su mecanismo de accion, es decir,
afinidad por los receptores colinérgicos muscarinicos y carencia de actividad intrinseca, por las
sinergias y antagonismos condicionados (Katzung, 1998).

La determinacion de efectos cardiovasculares es de especial importancia, en el caso de
los alcaloides provenientes de Schizanthus, ya que poseerian un efecto bloqueador colinérgico
y, por lo tanto, al disminuir la accidon vagal cardiaca, podrian condicionar un predominio
simpatico con efecto cronétropo e indtropo positivo, lo que aumenta el débito cardiaco y
conlleva a un incremento de la presion arterial. Estos estudios se realizan mediante poligrafos
tradicionales o computarizada en ratas normotensas anestesiadas, 1o que permite obtener en
forma aguda e invasiva registros de presion arterial y electrocardiografos (Ahumada y col.,
1991). También es necesario determinar el efecto de los alcaloides administrados en forma
periddica, lo que obliga a realizar estudios con metodologias de registro no invasivo de la
presion arterial y de la frecuencia cardiaca en animales conscientes (Pedraza-Chaverri y col.,
1998).



En el esquema de trabajo que se utilizo, se consideraron como referencia otros estudios
en los cuales se evaluo el efecto sobre presion arterial provocado por extractos naturales
(extraidos de plantas) como Allium ampeloprasum (Carcamo, 2000; Gallardo, 2001) y Tristerix
tetrandus (Torres, 2002), quienes administrando una dosis de 100 mg/kg lograron generar un
efecto antihipertensivo en ratas hipertensas no sélo durante los dias de administracion sino que
ademas éste se mantuvo hasta el siguiente dia luego de la suspension del tratamiento.

3.1 HIPOTESIS:

En base a los antecedentes descritos anteriormente se planteo la siguiente hipotesis:

Los alcaloides con esqueleto tipo tropano presentes en Schizanthus grahamii producen
aumento de la presion arterial sistolica en ratas normotensas e hipertensas inducidas por L-
NAME.

3.2 OBJETIVOS:

Demostrar que los alcaloides con esqueleto tipo tropano presentes en Schizanthus
grahamii producen aumento de la presion arterial sistolica en ratas normotensas e hipertensas
inducidas por L-NAME.

Demostrar que los alcaloides con esqueleto tipo tropano presentes en Schizanthus
grahamii producen desaparicion del reflejo pupilar.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL:

4.1.1 Biologico:

Se utilizaron 26 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley entre 200 y 250 g de peso
provenientes del Bioterio del Instituto de Farmacologia de la Universidad Austral de Chile
(Figura N° 3, anexo N° 1).

4.1.2 Farmacolégico:

- L-nitro-arginina-metil éster (L-NAME).

- Solucioén isotonica de NaCl al 0,9%.

- Pentobarbital sodico.

- Etanol al 7%.

- Sulfato de atropina al 0,02%.

- Alcaloides 3a-hidroxi-7-trigloiloxitropano; tropanol y 3a, 7B-dihidroxitropano,
purificados y extraidos de la fraccion polar de Schizanthus grahamii.*

*Proporcionados por el Dr. Orlando Mufioz, Departamento de Quimica, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

4.1.3 Instrumental para evaluar presion arterial: (Figura N° 4, anexo N° 2)

- Equipo de ultrasonido Doppler (Parks Medical Electronic B-811)
- Esfigmomandmetro y manguito inflable.

- Gel para ultrasonido.

- Fuentes de calor.

- Cubiculo de inmovilizacion.

4.1.4 Otros:

- Balanza Soehnle.

- Jeringas desechables de 3 ml.

- Sondas buco-esofagicas de poliuretano.
- Linterna oftalmica.



4.2 METODOS:

Los animales fueron distribuidos al azar en dos series, de 10 ratas cada una,
denominadas serie 1 (normotensa) y serie 2 (hipertensa). Ademas se utilizaron 6 ratas en forma
pre-experimental.

En ambas series se midi6 la presion arterial sistdlica (PAS) 30 minutos después de
administrados alcaloides tipo tropano extraidos de Schizanthus grahamii con el fin de evaluar
el efecto agudo provocado por los alcaloides. El efecto generado 24 horas después de la
administracion se evalué comparando cada una de las mediciones, previas al tratamiento, y por
ultimo se consider6 un periodo en el cual se suspendi6 la administracion del extracto y se midio
diariamente la presion arterial sistolica, con la finalidad de evaluar si los efectos generados por
los alcaloides sobre presion arterial se mantenian en el tiempo.

No se consider6 una serie control etanol (diluyente del extracto) para evaluar su efecto
sobre presion arterial, ya que se ha demostrado en ratas, que al administrar alcohol etilico al
9,6%, en dosis de 0,5 ml/100 g de peso vivo, por via intraperitoneal, no se producen diferencias
estadisticamente significativas (P>0,05) en la presion arterial tanto diastdlica como sistolica
(Figueroa, 1993).

4.2.1 Condiciones previas de las series experimentales:

Previo a la seleccion, por 2 dias consecutivos, en todas las ratas se midio la presion
arterial sistolica en la cola, mediante un método no invasivo utilizando para ello un
esfigmomanometro y un equipo de ultrasonido Doppler (Ultrasonic Doppler Flow Model B-
811), con la finalidad de verificar su condicién de normotensas.

Se realizd un trabajo pre-experimental con 6 ratas (no consideradas en las series
experimentales), con la finalidad de establecer en cuanto tiempo post administracion de
alcaloides tipo tropano de Schizanthus grahamii debia medirse la presion arterial sistolica. Se
administro por via oral sulfato de atropina al 0,02%, en dosis de 1mg/kg y volumen de 0,5
ml/100 g de peso vivo. Posterior a la administracion, bajo condiciones ambientales de
oscuridad, se evalué cada 5 minutos la respuesta pupilar por medio de un estimulo luminoso,
mediante el empleo de una linterna oftdlmica, hasta la pérdida de reflejo pupilar, momento en
el cual se midi6 la PAS nuevamente. Se obtuvo un tiempo promedio de 30 minutos desde la
administracion de atropina hasta la pérdida de reflejo pupilar, tiempo que fue considerado
como referencia para determinar el momento de la medicion de la PAS post administracion de
extractos de Schizanthus grahamii en las series experimentales, durante el periodo de
valoracion del efecto sobre presion arterial.



4.2.2 Periodos de experimentacion:
El experimento dur6 17 dias y se dividio en 3 periodos:

4.2.2.1 Periodo 1: Induccion de hipertension (dias 1 a 7).

En este periodo se administro diariamente, a la serie 1, solucion isoténica de NaCl al
0,9%, mediante sonda buco-esofagica, en volumen de 0,5 ml/100g de peso vivo. En la serie 2,
se indujo hipertension arterial mediante la administracion diaria de L-nitro-arginina-metil éster
(L-NAME), por via oral, en dosis de 25 mg/kg y volumen de 0,5 ml/100g de peso vivo. Se
consideraron hipertensas las ratas que presentaron una PAS mayor o igual a 150 mm Hg.

La PAS se midi6 dia por medio en ambas series (dias 1, 3, 5y 7).

4.2.2.2 Periodo 2: Valoracion del efecto de Schizanthus grahamii sobre presion arterial (dias
8 al4).

Durante este periodo se continu6 administrando diariamente L-NAME a la serie de ratas
hipertensas (serie 2), y ambas series fueron tratadas con extractos purificados de Schizanthus
grahamii, diluidos en etanol al 7%, suministrados diariamente mediante sonda buco-esofagica,
en dosis de 100 mg/kg, y volumen de 0,5 ml/100 g de peso vivo.

La PAS se midi6 dia por medio en ambas series, previo y 30 minutos posterior a la
administracion de extractos purificados de Schizanthus grahamii (dias 8, 10, 12 y 14).

En ambas series, bajo condiciones ambientales de oscuridad, se evalud la respuesta
pupilar por medio de un estimulo de luz, mediante el empleo de una linterna oftalmica
inmediatamente después de administrado el extracto de Schizanthus grahamii, y cada 5
minutos hasta que transcurrieron 30 minutos, momento en el cual se midi6 la PAS nuevamente.
Esta variable se evalué como: ausente o presente.

4.2.2.3 Periodo 3: Valoracién de la mantencion del efecto de Schizanthus grahamii sobre
presion arterial (dias 15 a 17).

Se mantuvo la administracion de L-NAME en la serie 2, suspendiéndose el tratamiento
con Schizanthus grahamii tanto en la serie normotensa como hipertensa. La PAS se midi6
diariamente durante 3 dias en ambas series.

4.2.3 Condiciones experimentales:

Los animales se mantuvieron en el bioterio, en jaulas colectivas, bajo condiciones
ambientales controladas, con una temperatura entre 18°C a 22°C y ciclos de luz-oscuridad
alternados de 12 horas. La alimentacion fue proporcionada en forma ad-libitum con pellet
estandarizado. Asimismo, las ratas tuvieron libre acceso al agua.

Cada vez que se inicio el trabajo con cada unas de las ratas se control6 su peso, el cual
fue expresado en gramos.

Previo a la medicion de la PAS, la rata se ubico en una superficie temperada, con la cola
bajo una fuente de calor por unos 5 minutos. De esta manera se logré6 una adecuada
vasodilatacion por efecto de la temperatura.



Al final del experimento se procedio a la eutanasia de las ratas mediante sobredosis de
anestésico (Pentobarbital sodico en dosis de 80 mg/kg).

4.2.4 Procedimiento estadistico:

Los resultados obtenidos en este trabajo experimental se expresaron como medias
aritméticas y su error tipico, efectudndose ademds pruebas inferenciales intragrupos,
paramétricas y no paramétricas. Se trabajé con un nivel de significacion de 0,05;

considerandose como significativo un p < 0,05.

La metodologia estadistica aplicada en el analisis de los datos fue la siguiente:

a) Prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov, la que se usé con el fin de
comprobar la normalidad de los datos (Zar, 1999).

b) Prueba de homocedastacidad de Barlett, usada para comprobar que las varianzas
entre las series sean homogéneas (Zar, 1999).

c) Analisis de varianza paramétrico (Andeva) de una via, cuyo objetivo es comparar
los promedios de tres 0 mas grupos de datos (Spiegel, 1991).

d) Prueba de comparaciones multiples de Tukey, usada en los casos en que el Andeva
paramétrico resulto significativo (Zar, 1999).

e) Analisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, el que se uso6 en los casos en
que no se cumplen los requisitos de normalidad y homocedasticidad (Rosner, 2000).

f) Pruebas de comparaciones multiples no paramétricas de Dunn, la que se aplico en
los casos en que la prueba de Kruskal Wallis, resulto significativa (Rosner 2000).

g) Prueba ¢ de Student de datos no pareados, la que se us6 para evaluar si dos grupos
difieren o no en forma significativa (Spiegel, 1991).

h) Correccion de Welch, aplicada en aquellos casos en que la prueba de ¢ de Student de
datos no pareados no cumplia con los requisitos de homocedasticidad de las
varianzas.

El analisis de los resultados se realizd usando el programa computacional estadistico
Graph Pad Prism (version 3.0).



S. RESULTADOS

El anélisis estadistico de los resultados obtenidos a partir del efecto generado sobre
presion arterial sistdlica en ratas, producto de la administracion de los alcaloides tipo tropano
3a-hidroxi-7B-trigloiloxitropano; tropanol y 3a, 7B-dihidroxitropano, extraidos de Schizanthus
grahamii, en la serie 1 (normotensa) y 2 (hipertensa), se realizd por separado en cada una de
las series, presentandose los valores de presion arterial sistélica promedio (PASP) de acuerdo a
los periodos de experimentacion.

5.1 PRESION ARTERIAL SIST(')LICA PROMEDIO (PASP) DEL PERIODO 1:
INDUCCION DE HIPERTENSION POR L-NAME (DIAS 1,3,5Y 7).

5.1.1 Serie 1 (normotensa):

La PASP, en esta serie, no present6 diferencias estadisticamente significativas (P>0,05)
durante el periodo de induccion de hipertension, en el cual se administrd solucion isotonica de
NacCl al 0,9% (anexos N° 3y 4).

5.1.2 Serie 2 (hipertensa):

Los valores de PASP, en esta serie, presentaron diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) entre el dia 1 y los dias 3, 5 y 7 del periodo de induccion de
hipertension; no asi entre estos ultimos. La PASP para los dias de medicion fueron: 127,8 +
3,70 para el dia 1; 171,2 + 3,91 para el dia 3; 165,6 + 6,43 para el dia 5y 165,2 &+ 3,37 para el
dia 7. Las presiones fueron tomadas previo a la administracion de L-NAME (Grafico N° 1,
anexo N° 5).
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Grafico N° 1: Presion arterial sistolica promedio (£E.E), en ratas, expresada en mm de Hg, de
la serie 2 (hipertensa) durante el periodo de induccion de hipertension (dias 1, 3, 5y 7). Letras
minusculas distintas sefialan diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

52 PRESION ARTERIAL SISTOLICA PROMEDIO (PASP) DEL PERIODO 2:
VALORACION DEL EFECTO DE Schizanthus grahamii SOBRE PRESION
ARTERIAL (DiAS 8, 10, 12 Y 14), PREVIO Y 30 MINUTOS POSTERIOR AL
TRATAMIENTO.

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05), en ninguna
serie, entre los valores de PASP durante el periodo de valoracion del efecto sobre presion
arterial, tanto en las mediciones previo como 30 minutos posterior a la administracion de
alcaloides purificados de Schizanthus grahamii. (Graficos N° 2y 3, anexos N° 6y 7).



5.2.1 Serie 1 (normotensa):
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Grafico N° 2: Presion arterial sistolica promedio (£E.E), en ratas, expresada en mm de Hg, de
la serie 1 (normotensa) durante el periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial (dias
8,10, 12 y 14) previo (pre) y 30 minutos posterior (post) a la administracion de alcaloides tipo
tropano de Schizanthus grahamii. Letras minusculas iguales sefialan ausencia de diferencias
estadisticamente significativas (P>0,05).

5.2.2 Serie 2 (hipertensa):
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Grafico N° 3: Presion arterial sistolica promedio (£E.E), en ratas, expresada en mm de Hg, de
la serie 2 (hipertensa) durante el periodo de valoracidon del efecto sobre presion arterial (dias
8, 10, 12 y 14) previo (pre) y 30 minutos posterior (post) a la administracion de alcaloides tipo
tropano de Schizanthus grahamii. Letras mintsculas iguales sefialan ausencia de diferencias
estadisticamente significativas (P>0,05).



53 PRESION ARTERIAL SISTOLICA PROMEDIO (PASP) DEL DiA 7 EN
COMPARACION CON LOS VALORES DE PASP DEL PERIODO 2: VALORACI()N
DEL EFECTO DE Schizanthus grahamii SOBRE PRESION ARTERIAL (DIAS 8, 10, 12
Y 14).

5.3.1 Mediciones previas al tratamiento:

Al comparar el valor de PASP del tltimo dia del periodo de induccién de hipertension
(dia 7), en el cual la serie 2 se encontraba en estado de hipertensa, con los valores de PASP
obtenidas durante el periodo de valoraciéon del efecto sobre presion arterial previo a la
administracion de alcaloides purificados de Schizanthus grahamii, no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) en ninguna de las series (anexos N° §, 9,
10y 11).

5.3.2 Mediciones posteriores al tratamiento:

En ambas series, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas (P> 0,05)
entre el valor de PASP del dia 7, en el cual se considerd a la serie 2 como hipertensa, y los
valores de PASP obtenidas durante el periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial
30 minutos posterior a la administracion de alcaloides purificados de Schizanthus grahamii
(anexos N° 12, 13, 14 y 15).



54  PRESION ARTERIAL SISTOLICA PROMEDIO (PASP) DEL DiA 14, PREVIO
AL TRATAMIENTO, EN COMPARACION CON LOS VALORES DE PASP DEL
PERIODO 3: VALORACION DE LA MANTENCION DEL EFECTO DE Schizanthus
grahamii SOBRE PRESION ARTERIAL (DIAS 15,16 Y 17).

Al comparar el valor de PASP obtenido previo al tratamiento, del tltimo dia del periodo
de valoracion del efecto sobre presion arterial (dia 14), dia en el cual finaliz6 la administracion
del extracto de Schizanthus grahamii, con los valores de PASP obtenidos durante el periodo
de valoraciéon de la mantencion del efecto sobre presion arterial (dias 15, 16 y 17), no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) en ninguna de las series
(Graficos N° 4y 5, anexos N° 16y 17).
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Grafico N° 4: Presion arterial sistolica promedio (£E.E), en ratas, expresada en mm de Hg, de
la serie 1 (normotensa) al término del periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial
(dia 14) previo (pre) a la administracion de alcaloides tipo tropano de Schizanthus grahamii y
durante el periodo de valoracion de la mantencion del efecto sobre presion arterial (dias 15, 16
y 17). Letras minusculas iguales sefialan ausencia de diferencias estadisticamente significativas
(P>0,05).



Serie 2 (hipertensa):
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Grafico N° 5: Presion arterial sistolica promedio (+E.E), en ratas, expresada en mm de Hg, de
la serie 2 (hipertensa) al término del periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial
previo (pre) a la administracion de alcaloides tipo tropano de Schizanthus grahamii y durante
el periodo de valoracion de la mantencion del efecto sobre presion arterial (dias 15, 16 y 17).
Letras minusculas iguales sefialan ausencia de diferencias estadisticamente significativas
(P>0,05).



55  VARIACION DE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA PROMEDIO (PASP),
DURANTE EL EXPERIMENTO, EN AMBAS SERIES (Grafico N° 6, anexo N° 18).

5.5.1 Periodo 1: Induccion de hipertension arterial (dias 1 a 7).

En la serie 1 (normotensa), no se presentaron diferencias estadisticamente significativas
(P> 0,05) entre los valores de PASP de los dias de medicion.

En la serie 2 (hipertensa), el valor de PASP ascendio significativamente (P<0,05) desde
127,8 £ 3,70 (dia 1) a 171,2 £ 3,91 mm Hg (dia 3). Al término del periodo (dia 7) la PASP fue
de 165,2 + 3,37 mm Hg evidenciando la condicion de hipertension de la serie en estudio.

5.5.2 Periodo 2: Valoracion del efecto de Schizanthus grahamii sobre presion arterial (dias
8a14).

En la serie 1 (normotensa), en cada uno de los dias de medicion, la PASP de las
mediciones 30 minutos posterior a la administracion del extracto de Schizanthus grahamii se
elevo levemente con respecto al valor de PASP de las mediciones previo a la administracion
del extracto, pero no en forma significativa (P>0,05). Tampoco varié en forma significativa
(P> 0,05) la PASP entre los dias de medicion.

En la serie 2 (hipertensa), no hubo variaciones significativas (P>0,05) de la PASP entre
las mediciones previo y 30 minutos posterior a la administracion del extracto de Schizanthus
grahamii, asi como tampoco entre los dias de evaluacion.

5.5.3 Periodo 3: Valoracion de la mantencion del efecto de Schizanthus grahamii sobre
presion arterial (dias 15 a 17).

En ambas series hubo una disminucion de la PASP a partir del dia 15, no siendo esta
variacion de tipo significativa (P>0,05).
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Grafico N° 6: Variacion de la PASP de las 2 series experimentales de ratas en estudio,
expresada en mm de Hg, durante el desarrollo del experimento. Se incluyen en el periodo de
valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8 a 14), tanto las mediciones previo (pre)
como 30 minutos posterior (post) a la administracion del extracto de Schizanthus grahamii .

5.6 EVALUACION DE LA RESPUESTA PUPILAR.

En ambas series, la respuesta pupilar al estimulo luminoso se evalu6 como PRESENTE
en cada una de las observaciones realizadas inmediata a la administracion del extracto de
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Schizanthus grahamii y luego cada 5 minutos hasta transcurridos 30 minutos.



6. DISCUSION

6.1 PRESION ARTERIAL SISTOLICA NORMAL.

En el dia 1 del presente trabajo experimental, utilizando el método Doppler en ratas
conscientes, se obtuvieron valores de presion arterial sistolica promedio (PASP) de 135,0 +
2,91 mm Hg en la serie 1 (normotensa) y de 127,8 & 3,70 en la serie 2 (hipertensa), previo a la
administracion de L-NAME.

En la literatura se citan valores de PASP en ratas normotensas de 114 + 3 mm Hg
(Frank, 1976), 134 £ 4 mm Hg (Melby y Altman, 1976) y de 127 £ 2 mm Hg (Bouriquet y
Casellas, 1995). En trabajos realizados en el Instituto de Farmacologia de la Universidad
Austral de Chile se ha utilizado el mismo método de medicion de presion arterial sistolica
obteniéndose valores en ratas normotensas conscientes muy similares al presente estudio
(Carcamo, 2000; Gallardo, 2001; Pantanalli, 2001; Yutronic, 2001; Torres, 2002). Estas
referencias permiten afirmar que los valores de PASP de los individuos normotensos al inicio
del presente estudio estuvieron dentro de los rangos esperados para la especie.

6.2 INDUCCION DE HIPERTENSION.

En la serie hipertensa inducida por L-NAME, se obtuvo al final del periodo, una PASP
de 165,2 + 3,376 mm Hg, valor que fue significativamente superior al registrado al inicio del
periodo. Utilizando el mismo método de evaluacion, administrando L-NAME, Carcamo
(2000), Pantanalli (2001) y Torres (2002), reportan valores de PASP de 155,4 + 1,30; 154,3 +
1,28 y de 153,6 + 1,48 mm Hg respectivamente, para el mismo momento del estudio, con
diferencias estadisticamente significativas respecto de la serie normotensa.

Se han reportado otros resultados con aumentos significativos de la PAS en ratas
producto de la administracion de L-NAME pero con amplia variabilidad en cuanto a la dosis
utilizada y tiempo de administracion. Utilizando una dosis de 100 mg/kg/dia p.o por 21 dias,
Sventek y col. (1997) registra una PASP de 189,0 + 3,0 mm Hg. Mendizéabal (1999) obtuvo un
registro de PASP de 171,1 mm Hg, luego de la administracion de L-NAME en dosis de 30
mg/kg/dia durante 4 semanas. En ambos trabajos se utilizaron dosis y periodos mayores que en
el presente estudio.

En base a los antecedentes planteados se puede atribuir el aumento de la presion arterial
en la serie 2, a la administraciéon de L-NAME, sustancia que produce hipertension arterial por
inhibicion en la produccion del vasodilatador 6xido nitrico, reduce la tasa de filtracion



glomerular, disminuyendo la excrecion de sodio urinario y aumenta la actividad de renina
plasmatica (Fuster y col., 1997).

6.3 VALORACION DEL EFECTO DE Schizanthus grahamii SOBRE PRESION
ARTERIAL.

En los resultados obtenidos, no se encontraron diferencias significativas en la PASP,
producto de la administracion de alcaloides purificados extraidos de Schizanthus grahamii,
tanto en la serie normotensa como hipertensa.

Segtin Sharapin y col. (2000), dependiendo del propdsito al que se destine, se puede
obtener un extracto cuya composicion quimica contiene la mayor parte de los constituyentes
quimicos de la planta, o uno que contenga solo constituyentes con una determinada naturaleza.

En Schizanthus grahamii se han aislado nuevos alcaloides de tropano que no habian
sido descritos para la familia Solanaceae (Mufoz, 1992) y una serie de alcaloides que ya
habian sido encontrados en otras especies del género (San Martin y col., 1987). Utilizando los
alcaloides con esqueleto tipo tropano 3a-hidroxi-7p-trigloiloxitropano; tropanol y 3a, 7B-
dihidroxitropano, extraidos de la fraccion polar de Schizanthus grahamii, no se logré generar
cambios en la presion arterial sistolica de ratas normotensas e hipertensas. Sin embargo, hasta
las investigaciones actuales no habian sido evaluados los efectos sobre presion arterial de estos
alcaloides, por lo tanto cabe la posibilidad que a solo algunos de ellos se les atribuya alguna
actividad bioldgica como la mencionada, y que no hayan sido incluidos en el presente estudio.

La capacidad de disminuir el tono muscular en ileon de rata ya ha sido demostrado en
algunos alcaloides del género Schizanthus, debido a sus propiedades anticolinérgicas sobre los
receptores muscarinicos (Castillo, 2002; Mancilla, 2002; Ponce, 2002). De esta forma, al
demostrar resultados sin diferencias significativas para otras actividades biologicas, como
cambios en la presion arterial, incentiva a nuevas investigaciones orientadas a la posible
utilizacion de estos alcaloides como bloqueadores colinérgicos pero sin los indeseables efectos
secundarios de los medicamentos de uso actual.

En la revision bibliografica realizada no se encontraron antecedentes o estudios
relacionados con el efecto de extractos de plantas del género Schizanthus sobre presion arterial,
pero existen publicaciones respecto a la accion de atropina, alcaloide natural extraido de Atropa
belladona y Datura estramonium sobre el sistema cardiovascular y presion arterial. Con los
antecedentes antes mencionados sobre la similitud que tendria este alcaloide con respecto a los
extraidos de plantas del género Schizanthus en la estructura quimica y tomando en cuenta que
los efectos bioldgicos de atropina sobre el sistema cardiovascular radicarian en la actividad
anticolinérgica, actividad que también fue demostrada para alcaloides de Schizanthus
grahamii (Mancilla 2002), permitiria de alguna manera comparar la accion de éstos con
atropina.



Segin Hardman y col. (2001), a dosis clinicas, la atropina contrarresta por completo la
vasodilatacion periférica y la disminucion aguda de la presion arterial provocada por los
colinésteres pero cuando se administra de manera aislada, no es sobresaliente ni constante su
efecto sobre los vasos sanguineos y la presion arterial. Al no producirse en este estudio
cambios en la PAS con la utilizacion de alcaloides de Schizanthus grahamii, se sugiere
carencia de actividad intrinseca (Ponce, 2002) y que para producir cambios en la presion
arterial habria que provocar un antagonismo competitivo frente a un agonista colinérgico.

Los efectos de atropina sobre el sistema cardiovascular son mayores en cuanto mas sea
el tono vagal basal del individuo (Florez, 1997). Vasques y col. (1999) utilizaron atropina en
ratas concientes normotensas, en una dosis 2 mg/kg iv, logrando inhibir significativamente los
efectos hipotensores y bradicardicos del extracto de W. viscosissima, debido a las propiedades
de éste como agonista muscarinico. En el trabajo realizado por Scheinman y col. (1975), en
humanos, se evalud la respuesta de pacientes con hipotension sistémica (presion arterial
sistolica menor a 100 mm Hg) a la administracion de atropina en dosis que variaron de 0,5 a
1,0 mg. totales, resultando en un aumento significativo desde 77 + 17 mm Hg a 115 + 12 mm
Hg.

Considerando la accion anticolinérgica que tienen los alcaloides presentes en
Schizanthus grahamii seria interesante evaluar el efecto sobre presion arterial en ratas con
hipotension, bajo el mismo esquema del presente estudio.

En este estudio, como trabajo pre-experimental se administrd atropina en dosis de 1
mg/kg p.o lograndose en 30 minutos dilatacion pupilar, momento en el cual se esperaria un
efecto sobre el sistema cardiovascular. Este trabajo sirvido como referencia al utilizar
Schizanthus grahamii, esperandose 30 minutos para medir la PAS, sin embargo el efecto
ocular no se produjo asi como tampoco variaciones significativas de la PAS, lo cual podria
atribuirse a: que los alcaloides presentes en el extracto no producen este efecto, que las dosis
utilizadas no fueran las suficientes o que haya sido necesario considerar mayor tiempo entre las
mediciones.

Seria recomendable que en estudios posteriores se realizaran mediciones secuenciales
de presion arterial, entre cada dosis administrada, para determinar con exactitud si en algin
momento ocurren cambios significativos de la presion arterial y si éstos se mantienen en el
tiempo.

Por otro lado, en un individuo los mecanismos de regulacion de la presion arterial
(sistemas nervioso, humoral y factores locales) interacttian de tal forma de asegurar un flujo
sanguineo adecuado para el metabolismo de los tejidos, tanto en condiciones fisiologicas
basales como ante desequilibrios de naturaleza fisiologica (ejercicio, cambios posturales) o
patologica (hemorragia, hipertension) (Houssay y Cingolani, 2000). Por lo tanto, si los
alcaloides tipo tropano presentes en Schizanthus grahamii, indujeran cambios significativos en
la presion arterial, puede que la activacion de los mecanismos de regulacion lleven nuevamente
al individuo a condiciones basales.



Con respecto al probable efecto del diluyente etanol, la literatura cita que al administrar
cantidades moderadas de alcohol, la presion arterial, el gasto cardiaco y la fuerza de
contraccion del musculo cardiaco no sufren alteraciones (Hardman y col., 2001). Figueroa
(1993), al administrar en ratas, alcohol etilico al 9,6% por via intraperitoneal, en dosis de 0,5
ml/100 g de peso, demostrd estadisticamente que no se produjeron diferencias significativas en
la presion arterial diastolica y sistolica.

En otros trabajos bajo condiciones experimentales muy similares a este, utilizando
extractos naturales (provenientes de plantas), se produjeron disminuciones significativas de la
PAS en ratas hipertensas. Es asi como Carcamo (2000) y Gallardo (2001), administrando
extracto etanolico de Allium ampeloprasum en ratas hipertensas por L-NAME y por el método
Goldblatt 2 rifiones 1 pinza, respectivamente, lograron disminuir significativamente la PAS.
También en el trabajo realizado por Pantanalli (2001) utilizando extracto liofilizado de
Stachytarpheta cayennensis en ratas hipertensas por L-NAME se obtuvo una disminucion
significativa de la PAS; resultado que también obtuvo Torres (2002), al usar extracto n-
butanolico de Tristerix tetrandus en ratas hipertensas por L-NAME. En estos trabajos, al igual
que en el presente estudio se utilizo una dosis de 100 mg/kg. del respectivo extracto.

6.4 VALORACION DE LA MANTENCION DEL EFECTO DE Schizanthus grahamii
SOBRE PRESION ARTERIAL.

Se compararon estadisticamente los valores de PASP obtenidos en cada dia del periodo
con respecto a la PASP del dia 14 previo a la administracion de los alcaloides, no
encontrandose diferencias significativas.

Al sugerir una actividad atropinica de los alcaloides con esqueleto tropano presentes en
Schizanthus grahamii, debido a sus semejanzas en cuanto a estructura quimica y mecanismo
de accion, podria esperarse que los efectos provocados por éstos en presion arterial se
mantengan en el tiempo por un periodo similar a atropina. No obstante, de acuerdo a la
literatura investigada, existen diferencias dificiles de estandarizar respecto a la duracion de los
efectos sobre presion arterial de atropina, debido a que depende del nivel de presion arterial
basal del individuo, o si existiese o no una patologia cardiovascular. Segun Ko y col. (2001) el
efecto hipertensivo en perros sedados, provocado por atropina, utilizada en la dosis
convencional (0,04 mg/kg) durante la pre-medicacion anestésica, se mantiene por 50 minutos.

De acuerdo a los estudios realizados respecto de los efectos sobre presion arterial de
otros extractos naturales, como en el caso de Allium ampeloprasum, el efecto antihipertensivo
se mantuvo hasta el dia siguiente luego de la suspension de los extractos lo que podria indicar
un posible efecto residual del éstos (Carcamo, 2000; Gallardo, 2001). Similar resultado obtuvo
Torres (2002), utilizando extracto de Tristerix tetandrus.

Los antecedentes obtenidos en este estudio permitiran ampliar los conocimientos de la
farmacologia de los alcaloides presentes en las plantas del género Schizanthus, como una



eventual fuente de novedosas estructuras con potencial accidn selectiva y de esta forma acceder
a medicamentos mas seguros y especificos, con menos efectos secundarios indeseables, y asi
en conjunto con futuras experiencias relacionadas, orientar el uso de estas sustancias en la
farmacoterapia utilizada en medicina humana y veterinaria.



7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, en relacion a la
administracion de los alcaloides tipo tropano 3a-hidroxi-7B-trigloiloxitropano; tropanol y 3a,
7B-dihidroxitropano, extraidos de la planta de la especie Schizanthus grahamii, diluidos en
etanol al 7%, en dosis de 100 mg/kg, por via oral, en volumen de 0,5 ml/100 g, a ratas
normotensas e hipertensas inducidas por L-NAME, se concluye lo siguiente:

Los alcaloides utilizados en este trabajo, en las dosis administradas, no producen
aumento significativo de la presion arterial sistolica en ratas normotensas, asi como tampoco en
ratas hipertensas inducidas por L-NAME.

Los alcaloides utilizados en este trabajo, en las dosis administradas, no producen
pérdida del reflejo pupilar en ratas normotensas ni en ratas con hipertension inducida por L-
NAME.
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9. ANEXOS

ANEXO N° 1

Figura no disponible en el documento digital

Figura N° 3: Rata cepa Sprague Dawley.

ANEXO N° 2

Figura no disponible en el documento digital

Figura N° 4: Instrumental para medir presion arterial: equipo de ultrasonido Doppler
esfigmomanometro, manguito inflable, gel de ultrasonido, cubiculo de inmovilizacion.



ANEXO N°3

Tabla N° 1: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estdndar (+E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 1 (normotensa), durante el periodo de

induccion de hipertension (dias 1, 3, 5y 7), previo a la administracion de solucion de NaCl al
0,9%.

DIiAS DE
EVALUACION | PASP (mmHg) +E.E
I 135,0 2.91
; 132,2 2,97
5 1422 348
7 134,0 3,02
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Grafico N° 7: Presion arterial sistolica promedio (£E.E), en ratas, expresada en mm de Hg, de
la serie 1 (normotensa) durante el periodo de induccion de hipertension (dias 1, 3, 5y 7).

Letras minusculas iguales sefalan ausencia de diferencias estadisticamente significativas
(P>0,05).



ANEXO N° 5

Tabla N° 2: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estdndar (+E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 2 (hipertensa), durante el periodo de
induccion de hipertension (dias 1, 3, 5 y 7), previo a la administracion de solucion de L-
NAME.

DIiAS DE
EVALUACION PASP (mmHg) +E.E
1 1278 3.70
3 171,2 3,91
S 165,6 6,43
7 165,2 337
ANEXO N° 6

Tabla N° 3: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estdndar (+E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 1 (normotensa), durante el periodo de
valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), previo (pre) y 30 minutos
posterior (post) a la administracion de extractos de Schizanthus grahamii.

DiAS DE
EVALUACION | PASP (mmHg) +E.E
8 (pre) 136,2 2.64
8 (post) 140,2 4,02
10 (pre) 134,8 2,89
10 (post) 1442 2,22
12 (pre) 135,0 1,96
12 (post) 136,8 221
14 (pre) 137.8 2.22
14 (post) 141,8 2.46




ANEXO N° 7

Tabla N° 4: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estdndar (+E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 2 (hipertensa), durante el periodo de
valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), previo (pre) y 30 minutos
posterior (post) a la administracion de extractos de Schizanthus grahamii.

DIAS DE
EVALUACION PASP (mmHg) +E.E
8 (pre) 160,2 3,11
8 (post) 174,6 6,32
10 (pre) 167,8 19,4
10 (post) 170,0 3,32
12 (pre) 166,6 4,52
12 (post) 161,4 1,66
14 (pre) 164,2 3,21
14 (post) 171,4 6,41

ANEXO N° 8

Tabla N° 5: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estandar (+E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 1 (normotensa), del Gltimo dia del
periodo de inducciéon de hipertension (dia 7), en conjunto con las mediciones del periodo de
valoraciéon del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), previo (pre) a la
administracion de extractos de Schizanthus grahamii.

DIAS DE
EVALUACION PASP (mmHg) +E.E
7 134,0 3,02
136,2 2,64
134,8 2,89
12 (pre) 135,0 1,96
14 (pre) 137,8 2,22
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Grafico N° 8. Presion arterial sistolica promedio (+E.E), en ratas, expresada en mm de Hg, de
la serie 1 (normotensa) al término del periodo de induccion de hipertension (dia 7) y durante el
periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), previo (pre) a la
administracion de alcaloides tipo tropano de Schizanthus grahamii. Letras mintsculas iguales
sefialan ausencia de diferencias estadisticamente significativas (P>0,05).

ANEXO N° 10

Tabla N° 6: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estdndar (£E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 2 (hipertensa), del ltimo dia del
periodo de induccion de hipertension (dia 7), en conjunto con las mediciones durante el
periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), previo (pre) a la
administracion de extractos de Schizanthus grahamii.

DIAS DE
EVALUACION PASP (mmHg) +E.E
7 165,2 3,37
160,2 3,11
167,8 19,4
12 (pre) 166,6 4,52
14 (pre) 164,2 3,21
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Grafico N° 9. Presion arterial sistolica promedio (+E.E), en ratas, expresada en mm de Hg, de
la serie 2 (hipertensa) al término del periodo de induccion de hipertension (dia 7) y durante el
periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), previo (pre) a la
administracion de alcaloides tipo tropano de Schizanthus grahamii. Letras mintsculas iguales

—Dia7

Dia 8 (pre)
1 Dia 10 (pre)
—1 Dia 12 (pre)
—Dia 14 (pre)

sefialan ausencia de diferencias estadisticamente significativas (P>0,05).

ANEXO N° 12

Tabla N° 7: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estandar (£E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 1 (normotensa), del ultimo dia del
periodo de induccion de hipertension (dia 7), en conjunto con las mediciones del periodo de
valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), 30 minutos posterior (post) a
la administracion de extractos de Schizanthus grahamii.

DIAS DE
EVALUACION PASP (mmHg) +E.E
7 134,0 3,02
140,2 4,07
144,2 2,20
12 (post) 136,8 2,21
14 (post) 141,8 2,46
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Grafico N° 10: Presion arterial sistolica promedio (+E.E), en ratas, expresada en mm de Hg,
de la serie 1 (normotensa) al término del periodo de induccién de hipertension (dia 7) y
durante el periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), 30
minutos posterior (post) a la administracion de alcaloides tipo tropano de Schizanthus
grahamii. Letras mintsculas iguales sefalan ausencia de diferencias estadisticamente
significativas (P>0,05).

ANEXO N° 14

Tabla N° 8: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estandar (£E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 2 (hipertensa), del ultimo dia de
induccion de hipertension (dia 7), en conjunto con las mediciones del periodo de valoracion
del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), 30 minutos posterior (post) a la
administracion de extractos de Schizanthus grahamii.

DIAS DE
EVALUACION PASP (mmHg) +E.E
7 165,2 3,37
174,6 6,32
170,0 3,32
12 (post) 161,4 1,16
14 (post) 171,4 6,41
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Grafico N° 11: Presion arterial sistolica promedio (+E.E), en ratas, expresada en mm de Hg,
de la serie 2 (hipertensa) al término del periodo de induccidon de hipertension (dia 7) y durante
el periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial (dias 8, 10, 12 y 14), 30 minutos
posterior (post) a la administracion de alcaloides tipo tropano de Schizanthus grahamii.

Letras mintsculas iguales sefialan ausencia de diferencias estadisticamente significativas
(P>0,05).

ANEXO N° 16

Tabla N° 9: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estdndar (£E.E), en ratas,
expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 1 (normotensa), del ultimo dia del
periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial (dia 14), previo (pre) a la
administracion del extracto de Schizanthus grahamii, en conjunto con las mediciones durante
el periodo de valoracion de la mantencion del efecto sobre presion arterial (dias 15, 16 'y 17).

DIiAS DE
EVALUACION | PASP (mmHg) +E.E
14 (pre) 137,8 2,22
15 139,8 3,16
16 135,4 3.17
17 132,4 2,59




ANEXO N° 17

Tabla N° 10: Presion arterial sistolica promedio (PASP), con su error estdndar (£E.E), en
ratas, expresada en mm de Hg, de las mediciones en la serie 2 (hipertensa), del ultimo dia del
periodo de valoracion del efecto sobre presion arterial (dia 14), previo (pre) a la
administracion del extracto de Schizanthus grahamii, en conjunto con las mediciones durante
el periodo valoracion de la mantencion del efecto sobre presion arterial (dias 15, 16 y 17).

DIiAS DE
EVALUACION | PASP (mmHg) +E.E
14 (pre) 164,2 321
15 164,5 3.79
16 164,2 4,52
17 156,6 4,3
ANEXO N° 18

Tabla N° 11: Presion arterial sistolica promedio (PASP), en ratas, expresada en mm de Hg, de
las mediciones durante los 3 periodos del experimento, en las series 1 (normotensa) y 2

(hipertensa).

DIAS DE SERIE 1 SERIE 2
PERIODO EVALUACION | NORMOTENSA HIPERTENSA

1 135,0 127,8
1 3 132,2 171,2
5 142,2 165,6
7 134,0 165,2
8 (pre) 136,2 160,2
8 (post) 140,2 174,6
10 (pre) 134,8 167,8
2 10 (post) 144,2 170,0
12 (pre) 135,0 166,6
12 (post) 136,8 161,4
14 (pre) 137,8 164,2
14 (post) 141,8 171,4
15 139,8 164,5
3 16 135,4 164,2
17 132,4 156,6
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