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EFECTO DE ALCALOIDES TIPO TROPANO PRESENTES EN Schizanthus tricolor
SOBRE LA PRESION ARTERIAL EN RATAS NORMOTENSAS E HIPERTENSAS
RENOVASCULARES.

1. RESUMEN.

En el presente estudio se evalud el posible efecto de los alcaloides tipo tropano
presentes en el extracto de Schizanthus tricolor sobre la presion arterial sistolica (PAS) de
ratas normotensas e hipertensas renovasculares.

Se utilizaron 20 ratas macho cepa Sprague-Dawley de entre 110 a 300 g de peso
distribuidas al azar en 2 series de 10 ratas cada una: serie 1: normotensas y serie 2:
hipertensas.

El trabajo experimental tuvo una duracion de 65 dias y se dividio en tres periodos:

Primer periodo: Induccién de hipertension arterial (semanas 1 a 8): Se usaron 15 ratas de
aproximadamente 110 g para generar la hipertension arterial con el modelo Goldblatt. La PAS
se midio con el método Doppler, en la cola de las ratas semanalmente, hasta lograr la
hipertension (PAS mayor o igual a 150 mm Hg). Segundo periodo: Valoracion del efecto del
extracto sobre la PAS (dias 1 a 6): Se administrd alcaloides tipo tropano extraidos de
Schizanthus tricolor, diluidos en etanol 7%, en dosis de 20 mg/kg de peso vivo via
intraperitoneal (ip) en volumen de 0,5 ml/100 g de peso a ambas series. La PAS se midi6 15
minutos previo y posterior a la administracion del extracto los dias 2, 4 y 6. Ademas, se evalud
el efecto del extracto sobre el reflejo pupilar. Tercer periodo: Post-tratamiento (dias 6 a 9):
Se evalu6 el posible efecto acumulativo del extracto sobre la PAS. Durante este periodo se
suspendi6 la administracion del extracto y la PAS se midi6 diariamente.

Al analizar los resultados obtenidos se observo que la serie 1 presentd aumentos
estadisticamente significativos de la PAS (p<0,05) en el segundo y tercer periodo. La serie 2
no presento diferencias estadisticamente significativas de la PAS.

Se concluye que los alcaloides presentes en el extracto de Schizanthus tricolor en
dosis de 20 mg/kg de peso vivo via ip aumentan la PAS en ratas normotensas y mantienen su
efecto durante el periodo post-tratamiento. Los alcaloides utilizados no producen aumento
significativo de la PAS en ratas hipertensas. Ademas, el extracto en la concentracion y dosis
suministrada no produce pérdida del reflejo pupilar en ambas series.

Palabras claves: Schizanthus tricolor, alcaloides tipo tropano, presion arterial sistolica,
Goldblatt.



EFFECT OF TROPANE TYPE ALKALOIDS FROM Schizanthus tricolor ON THE
ARTERIAL PRESSURE IN NORMOTENSIVE AND HYPERTENSIVE
RENOVASCULAR RATS.

2. SUMMARY.

In the present study, the posible effect of tropane type alkaloids from an extract of
Schizanthus tricolor on systolic arterial pressure (SAP) in normotensive and hypertensive
renovascular rats was evaluated.

20 Sprague-Dawley male rats 110 to 300 grams body weight distributed at random and
divided in 2 series of 10 rats each were used. Series 1: normotensive rats. Series 2:
Hypertensive rats.

The experimental study lasted 65 days and was divided in 3 periods:

First Period: Induction of arterial hypertension (weeks 1 to 8): Using the Goldblatt model, 15
rats weighing 110 grams were used. The SAP was measured using the Doppler method on the
tail, weekly, until the hypertension was achieved (iqual or higher than 150 mm Hg).

Second Period: Assessment of the extract effect on the SAP (days 1 to 6): The tropane type
alkaloids extracted from Schizanthus tricolor, diluted in ethanol 7%, were administered in
doses of 20 mg/kg body weight ip, in volume of 0,5 ml/100 g body weight to both series. The
SAP was measured 15 minutes before and after the administration of the extract, on days 2, 4
and 6. The effect of the extract on the pupilar reflex was also evaluated.

Third Period: Post-treatment (days 6 to 9): The possible cumulative effect of the extract on
the SAP was assessed daily. During this period the administration of the extract was
suspended.

The results showed that the SAP on series 1 increased significantly (p<0,05), during
the second period and third period. Series 2 did not show diferences in SAP.

It is concluded that the alkaloids of Schizanthus tricolor in doses of 20 mg/kg of body
weight ip, increased the SAP in normotensive rats and maintained the effect during the post-
treatment period. The used alkaloids, did not significantly increase the SAP in the
hypertensive rats, and there was no trace of any lost of the pupilar reflex in both series.

Key words: Schizanthus tricolor, alkaloids tropane type, systolic arterial pressure, Goldblatt.



3. INTRODUCCION.

La presion arterial es la fuerza que ejerce la sangre contra la pared de las arterias al
circular a través del sistema cardiovascular (Planas y Coca, 1998). En cualquier sistema
constituido por una bomba y un sistema cerrado de tubos, como el corazon y los vasos
sanguineos, la presion es proporcional a la cantidad de liquido bombeado hacia los tubos
multiplicada por la resistencia al flujo ejercida por los tubos. De esta manera, la presion
sanguinea aumenta cuando hay un aumento del gasto cardiaco o cuando disminuye el didmetro
de los vasos sanguineos (principalmente arteriolas) (McPhee y col., 2000).

Durante el sistole del ventriculo izquierdo, la sangre es impulsada hacia la arteria aorta
dando lugar a un aumento de la presién sanguinea que recibe el nombre de presion arterial
sistolica (PAS), tras ello, se inicia una disminucidén de la presion, que alcanza su minimo
durante el diastole ventricular: presion arterial diastélica (PAD). La elasticidad de la aorta le
permite acomodar el gran volumen sistolico y atenuar la variacion de presion, de modo que el
paso de PAS a PAD sea progresivo (Planas y Coca, 1998).

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 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 actiian a corto, mediano 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 como los sistemas hormonales de control; que por sus caracteristicas se
clasifican como mecanismos de regulacion a mediano plazo. Finalmente, el rifién 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., 2000).

Los mecanismos de regulacion de la presion arterial de accion rapida son casi en su
totalidad reflejos nerviosos agudos u otras respuestas nerviosas. Ello implica que se estimulan
como unidad las funciones vasoconstrictoras y cardioaceleradoras del sistema nervioso
simpatico. Al mismo tiempo hay inhibicidon reciproca de las sefales inhibitorias vagales
parasimpaticas normales dirigidas al corazén. 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 corazén mayor
capacidad de bombeo y 3) constriccion de las arteriolas para impedir la salida de sangre fuera
de las arterias. Todos estos mecanismos actiian espontaneamente 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 actuan en direccidn opuesta,
devolviendo la presion al rango normal (Guyton y Hall, 2001).

La presion sanguinea se mide casi siempre en milimetros de mercurio (mm Hg) debido
a que el mandémetro de mercurio se ha utilizado desde la antigiiedad como modelo de
referencia para la medida de la presion sanguinea (Guyton y Hall, 2001).

No existe una linea divisoria natural entre hipertension y presion arterial normal, esto
se debe a que la presion arterial es una variable cuantitativa continua. Las consecuencias
fisiopatologicas de la hipertension estan directamente relacionadas con los valores de presion,
asociandose los valores mas elevados a mayor riesgo cardiovascular y de mortalidad. Por lo
general, se establece como limite entre normotenso e hipertenso en un adulto (mayor de 18
aflos) con cifras de presion arterial sistolica y diastélica de 140/90 mm Hg (Vial y col., 1990;
Planas y Coca, 1998).

Desde un punto de vista clinico la hipertension arterial se ha clasificado considerando
si ¢ésta se debe a un factor o a una enfermedad conocida (hipertension secundaria) o si no se
puede identificar ninguna causa clinica especifica de hipertension (hipertension esencial).
Entre el 90 al 95% de los pacientes hipertensos padecen hipertension esencial; s6lo entre un 5
a 10% de los pacientes con presiones arteriales persistentemente elevadas presentan
hipertension de etiologia conocida o secundaria (Frohlich, 1997).

Existen varios procedimientos por los que podemos inducir aumentos de presion
arterial. Una posibilidad es provocar, en animales de experimentacion, la estenosis de una
arteria renal. (Tresguerres y col., 2000).

El método Goldblatt, es el método utilizado en este trabajo y lleva su nombre en honor
a quien fue el primero en estudiar los aspectos cuantitativos de la hipertension causada por
estenosis de la arteria renal. El sistema renina-angiotensina es el que produce el ascenso
temprano de la tension arterial en la hipertension de Goldblatt a través de dos mecanismos: El
primero es la vasoconstriccion y el segundo es actuando sobre los rifiones para disminuir la
excrecion de sal y agua. Por lo tanto, aunque por razones diferentes, ambos rifiones se vuelven
retenedores de sal y agua. En consecuencia se desarrolla hipertension (Guyton y Hall, 2001).

La hipertension renovascular es la elevacion aguda o crénica de la presion arterial,
causada por la oclusion parcial o completa de una o ambas arterias renales o de sus ramas,
frecuentemente corregible por cirugia o por angioplastia transluminal percutdanea. Esta
estenosis u oclusion puede producir hipertension porque estimula la liberacion de la enzima
renina por las células yuxtaglomerulares del rifion afectado. El didmetro interno tiene que estar
reducido en un 70% antes de que la estenosis sea hemodindmicamente significativa. En
pacientes mayores de 50 anos (generalmente hombres) la causa mas frecuente de estenosis de
la arteria renal es la arterioesclerosis; en enfermos mas jovenes (generalmente mujeres) son las
displasias fibrosas. La hipertension renovascular se caracteriza por un gasto cardiaco elevado y
una alta resistencia periférica (Manual Merck, 2001).



Todas las acciones de la angiotensina II se han atribuido a una accion en receptores
tipo 1 y tipo 2, los cuales se antagonizan entre si. En el rifion, el receptor tipol induce la
vasoconstriccion y la retencion del sodio, mientras que el receptor tipo 2 promueve la
vasodilatacion y la natriuresis (Carey y col., 2000).

Se ha demostrado que la angiotensina II provoca un mayor aumento de la resistencia
vascular renal, cuando estd disminuida la sintesis de 6xido nitrico (ON) o de prostaglandinas.
Sin importar la localizacion exacta del defecto en la sintesis del o6xido nitrico, esta
anormalidad puede desempefiar un papel importante en el deterioro de la vasodilatacion en
pacientes con hipertension esencial, contribuyendo a la patofisiologia de esta condicion (Panza
y col., 1993; Tresguerres y col., 2000).

Los factores de riesgo tradicionales tales como hipertension, tabaquismo, diabetes,
envejecimiento e hipercolesterolemia inducen la disfuncién endotelial de las arterias
coronarias debido a la biodisponibilidad disminuida del ON. Un endotelio alterado puede
perder su capacidad de ejercer su efecto protector sobre el sistema vascular reduciendo sus
acciones antiateroscleroticas y antitrombdticas y asi, desempefiando un papel patofisiologico
dominante en el desarrollo y la progresion del proceso aterosclerdtico (Ramzi y col., 2001;
Perticone y col., 2001).

Para medir presion arterial se pueden usar métodos directos e indirectos. Si se inserta
una cénula en una arteria, la presion arterial se puede medir de modo directo con un
manometro de mercurio o con un transductor de presion y un poligrafo (Ganong, 1998). Un
método indirecto de medir la presion arterial es a través de equipos de ultrasonido Doppler,
que se basan en el efecto Doppler, que es el fenomeno por el cual la frecuencia de una onda
recibida después de la reflexion por un objeto en movimiento se cambia por aquella que tenia
al salir de su fuente. La mayor parte de las aplicaciones médicas del efecto Doppler en
ultrasonidos utilizan transductores estacionarios para transmitir y recibir las ondas
ultrasonicas. Las ondas viajan desde una fuente a un receptor por reflexion; si hay movimiento
del reflector hacia el transductor, la frecuencia recibida aumentard por el efecto Doppler y
viceversa. La interpretacion del examen Doppler permite obtener valores volumétricos y de
presiones (mm Hg), dependiendo del equipo que se use (Taylor y col., 1999).

El diagnostico de la hipertension esencial depende de la demostracion repetida de una
presion arterial (PA) sistolica y/o diastolica mas alta de lo normal, y de la exclusion de causas
secundarias. Al menos deberan hacerse dos determinaciones de la PA durante 3 dias antes de
diagnosticar a un paciente hipertenso (Manual Merck, 2001).

En relacion al tratamiento de la hipertension arterial, la farmacoterapia ha tenido un
¢éxito relativo, no se conoce un tratamiento que asegure una mejoria sin la aparicion de
reacciones adversas, como la hipokalemia, hiperglicemia, bradicardia, mareos, entre otros
sintomas, que llevan al paciente al abandono de la terapia (Vial y col., 1990).

La fitomedicina y la homeopatia han propuesto la utilizacion de diversas sustancias que
tendrian efectos benéficos sin condicionar reacciones adversas (Figueroa., 1993).



Con el nombre de farmacos colinérgicos se ha denominado a todos aquellos farmacos
que imitan la accidon de Acetilcolina (ACh) liberada en las terminaciones nerviosas post-
ganglionares parasimpaticas (Parsons y col.,, 1993). Los receptores muscarinicos fueron
definidos por Sir Henry Dale en 1914, como aquellos que eran activados selectivamente por
muscarina y bloqueados por atropina, y los receptores nicotinicos como aquellos que eran
activados por nicotina y bloqueados por curare (Hulme y col., 1990).

Se han descrito cinco subtipos de receptores muscarinicos, principalmente con base en
datos de experimentos sobre union a ligandos y clonacion de cDNA. En la actualidad se esta
volviendo comun una terminologia estdndar para estos subtipos (M; a Ms), y hay buenas
pruebas, basadas principalmente en agonistas y antagonistas selectivos, que sugieren que hay
diferencias funcionales para estos subtipos (Craig y Stitzel, 1994; Katzung, 2002).

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 M3 y My en musculo liso y glandulas secretoras. Los receptores tipo M4
también estan presentes en las células endoteliales vasculares (Hardman y col., 2001; Flérez,
2003).

Los efectos de la activacion de los diferentes subtipos de receptores muscarinicos
presentes tanto en musculatura lisa vascular como en endotelio, son variables segtn la especie
animal; localizacion anatomica del vaso sanguineo; subtipo de receptor muscarinico
predominante y la interaccion con agentes muscarinicos. Es asi, como la activacion de
receptores M3 ubicados a nivel vascular producen vasodilatacion en arterias coronarias de
simios y equinos; arterias renales y mesentéricas de ratas; aorta de conejo y rata; arteria uterina
de cerdos; arterias pulmonares humanas; arterias femorales y cerebrales de gatos. A su vez
existe vasoconstriccion mediada por receptores M; en: arterias coronarias de ratas; vena porta
de cerdos y arterias pulmonares de humanos (Eglen y col., 1996). Se debe de considerar que
los receptores M3 localizados en la musculatura lisa vascular poseen un efecto vasoconstrictor,
el cual es normalmente anulado por la actividad de los receptores Mj endoteliales que
vasodilatan (Cunningham, 1999).

En el sistema cardiovascular ACh tiene cuatro principales efectos: vasodilatacion,
disminuciéon de la frecuencia cardiaca (efecto cronotropico negativo), reduccion de la
velocidad de conduccion en los tejidos especializados de los nodos sinoauricular (SA) y
auriculoventricular (AV) (efecto dromotropico negativo), y disminucion de la fuerza de
contraccion cardiaca (Hardman y col., 2001). Todos estos efectos son de caracter muscarinico,
ya que son bloqueados por atropina (Florez, 2003).

ACh produce, en esencia, dilatacion de todos los lechos vasculares, incluso de los
pulmonares y coronarios. La dilatacion de los lechos vasculares por los colinésteres se debe a
la presencia de receptores muscarinicos, primordialmente del tipo M3 (Bruning y col., 1994).
Los receptores muscarinicos encargados de la relajacion se encuentran 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 (Moncada y



col., 1991). Por lo tanto, la disfuncion del endotelio podria tener un profundo efecto sobre la
PA, motivo por el cual su papel en la hipertension estd siendo investigado. La evidencia de
que las personas hipertensas tienen una actividad disminuida del 6xido nitrico es preliminar
(Taddei y col., 1997; Beers y Berkow, 1999).

Los compuestos con efectos antimuscarinicos que existen en la naturaleza se
conocieron y emplearon durante milenios como medicamentos, venenos y cosméticos. La
eficacia de los farmacos antimuscarinicos varia segun el tejido que se estudie y la fuente del
agonista (Katzung, 2002).

Atropina fue aislada desde Atropa belladona y Datura stramonium por primera vez en
1831 y sus efectos fueron estudiados principalmente durante la segunda mitad del siglo XIX.
Los farmacos del grupo de la belladona estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, sobre
todo en las plantas de la familia Solanaceae. Atropa belladona produce principalmente
atropina (d/-hiosciamina). Se encuentra el mismo alcaloide en Datura stramonium, conocida
también como Chamico y Estramonio. Quimicamente son ésteres organicos formados por la
combinacién de un acido aromatico, el acido tropico, y bases organicas complejas (Katzung,
2002).

Las plantas de la familia Solanaceae producen una variedad de alcaloides, algunos de
innegable importancia terapéutica. En esta familia fue donde primero se encontraron los
alcaloides de tropano y es la que ha recibido mayor atencion, particularmente los géneros
Datura, Atropa, Scopolia, de donde se extraen comercialmente los principales alcaloides de
tropano de interés medicinal: atropina y escopolamina, inhibidores de los efectos muscarinicos
de ACh, que bloquean sobre todo los 6rganos que reciben inervacién parasimpatica. Los
efectos se manifiestan a nivel cardiaco, vascular, visceral (tracto digestivo y urinario), en las
secreciones (digestivas, pancreaticas, sudorales y salivales), a nivel bronquial y ocular
(Brachet y col., 1997).

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

Algunos alcaloides naturales y semisintéticos aislados de solanaceas son de actual uso
clinico: atropina, pseudoatropina, escopolamina, hioscina, hiosciamina, metil bromuro de
anisotropina (Valpin®) y otros (Gringauz, 1997).

Las auriculas estdin abundantemente inervadas por fibras nerviosas parasimpaticas
(vagales) y, en consecuencia, el nodo sinoauricular es sensible al bloqueo de los receptores



muscarinicos. El efecto producido en el corazén inervado latiendo espontdneamente con dosis
terapéuticas, moderadas o grandes de atropina es un claro bloqueo de la accion vagal y de una
taquicardia relativa (Hardman y col., 2001).

Atropina aumenta la automaticidad del nodo SA y la velocidad de conduccion en el
nodo AV, tanto mayor sea el tono vagal basal del individuo; aumenta por lo tanto la frecuencia
cardiaca y se acorta el espacio PR del electrocardiograma (Florez, 2003)

Cuando la frecuencia cardiaca aumenta demasiado se reduce el tiempo de llenado
diastolico, por lo tanto, disminuye el volumen por latido, de manera que el gasto cardiaco no
aumenta en proporcidon con la frecuencia cardiaca. Este problema se encontrd en las primeras
versiones de los marcapasos que producian frecuencias ventriculares elevadas, limitando el
llenado diastélico y, como consecuencia de ello, el gasto cardiaco caia por debajo de lo normal
(Cunningham, 1999).

Los antagonistas de los receptores muscarinicos bloquean las reacciones del musculo
del esfinter del iris y del musculo ciliar del cristalino a la estimulacion colinérgica. Por lo
tanto, dilatan la pupila (midriasis) y paralizan 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 hipertensioén 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, permanecen durante varios dias (Hardman
y col., 2001; Flérez, 2003).

Las plantas del género Schizanthus, pertenecientes a la familia Solanaceae, concentran
una variada gama de bases de tipo esqueleto tropano (Mufioz, 1992). Este género incluye a
doce especies originarias de Chile, con la excepcion de Schizanthus grahamii cuya éarea de
dispersion alcanza también a Argentina (Coccuci, 1989). Son conocidas mas bien por sus
caracteristicas ornamentales. Algunas de las especies del género Schizanthus suelen ser
conocidas por una serie de sinonimias comunes: “orquidea del hombre pobre”, “flor de
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pajarito”, “pajarito”, etc. (Mufioz, 1992).

Durante mucho tiempo la botanica clasica lo clasifico como un género monotipico de
Chile, representante de la Familia Scrophulariaceae (Hunziker, 1979). Esta aseveracion se
mantuvo largo tiempo como un hecho establecido en los textos botanicos, ya que Schizanthus
posee flores zigomorfas, caracteristica no comun de la familia Solanaceae, avalado por otra

serie de caracteristicas morfologicas, seroldgicas, inflorescencias, etc. (Grau y Gronbach,
1984; Grau, 1992).

Sin embargo, las evidencias de tipo quimico descartaron tal posibilidad al demostrar
que el género Schizanthus concentra una gran cantidad de alcaloides del tipo tropano,
situacion absolutamente ausente en la Familia Scrophulariaceae que suele caracterizarse por

concentrar glicosidos cardiotonicos y otros (San Martin y col., 1980; Seigler, 1981; Gambaro
y col., 1983).



Se han demostrado numerosos efectos biologicos para los alcaloides con esqueleto tipo
tropano (Lounasmaa y Tamminen, 1993); sin embargo, ello no ha sido posible demostrar para
las plantas chilenas, ni tampoco para las novedosas estructuras que ellas biosintetizan (Mufioz
y col., 1994).

Los estudios quimicos del género Schizanthus en Chile comenzaron con las
investigaciones de Castillo y colaboradores a partir de los afios 80 (San Martin y col., 1980;
Gambaro y col.,, 1983). Se pudo inferir que el género acumula un amplio espectro de
alcaloides derivados del tropano con estructuras Unicas (San Martin y col., 1987; De la Fuente
y col., 1988), con formacion de mono y diésteres derivados principalmente de los &acidos
angélico, tiglico, senecioico, itaconico y/o mesacoOnico; asi como la sintesis de derivados
higrina e higrolina (Gambaro y col., 1983).

Recientemente, una serie de compuestos que incluyen inéditos alcaloides diméricos de
tropano y dos novedosas fenilamidas como mezclas de isdbmeros geométricos han sido aislados
desde Schizanthus litoralis y Schizanthus porrigens, respectivamente (Mufioz y col., 1996).

En cuanto a la evaluacion biologica del género Schizanthus, se han obtenido
resultados con los extractos crudos de Schizanthus hookeri y Schizanthus litoralis en
intestino aislado de rata. Este 6rgano es abundante en receptores colinérgicos muscarinicos lo
que permitid probar la capacidad de estos extractos para inhibir la contraccion muscular
inducida con acetilcolina. En ambos casos, la inhibicion observada se recupera con facilidad lo
que supone que puede tratarse de un antagonismo competitivo y reversible. (Castillo, 2002;
Mancilla, 2002).

Los receptores colinérgicos muscarinicos presentan diferente sensibilidad a la accion
bloqueadora de un inhibidor: si se toma como prototipo a atropina, ésta muestra similar
afinidad por los diferentes subtipos de receptores muscarinicos de proyeccion clinica
denominados M, M, y M3, lo cual es uno de los motivos de su amplio espectro de efectos y,
por lo tanto, escasa selectividad y mayor ocurrencia de reacciones adversas. De lo anterior se
puede colegir que los efectos de estas estructuras pueden variar en su selectividad y
conjuntamente con la manifestacion de la acciéon terapéutica deseada, se presenten
concomitantemente efectos adversos (Hartmann y col., 1996; Katzung, 2002; Flérez, 2003).

Esto incentiva a investigar la quimica y farmacologia de los alcaloides presentes en

Schizanthus tricolor como una eventual fuente de novedosas estructuras con potencial accion
selectiva.

3.1. HIPOTESIS:

Los alcaloides presentes en el extracto de Schizanthus tricolor producen aumento de la
presion arterial sistdlica en ratas normotensas e hipertensas renovasculares.
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3.2. OBJETIVOS:

El objetivo general de este estudio fue determinar el efecto de los alcaloides tipo
tropano presentes en el extracto de Schizanthus tricolor sobre la presion arterial sistdlica en
ratas normotensas e hipertensas renovasculares.

Como objetivos especificos se plantearon los siguientes:
1. Evaluar la presion arterial sistolica en ratas normotensas e hipertensas renovasculares
previo y posterior a la administracion del extracto.
2. Evaluar el efecto de los alcaloides tipo tropano presentes en el extracto sobre el reflejo
pupilar en ratas normotensas e hipertensas renovasculares.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1 MATERIAL.

4.1.1 Material biologico:

Se utilizaron 31 ratas machos cepa Sprague-Dawley (Anexo N° 1), procedentes del
Bioterio de animales de experimentacion del Instituto de Farmacologia de la Universidad
Austral de Chile con un peso de 110,5 + 2,20 g para la etapa de induccion de hipertension
arterial, y de 306,6 + 5,52 g para la etapa de valoracion del efecto del extracto sobre la presion
arterial (Anexo N° 2).

4.1.2 Material farmacologico:

-Alcaloides tipo tropano 3a-senecioloxitropan 6f-ol, 2-metil-2-butenoiloxitropan 6a-ol y 3a-
tropanol, extraidos de la fraccion polar de Schizanthus tricolor. '

- Sulfato de Atropina 1%o.

- 5-¢til-5-(metilbutil) barbiturato sodico (Pentobarbital) * al 0,4% y 0,8%.

- Etanol 7%. *

4.1.3 Materiales para la induccion de hipertension:
- Material quirtrgico.

- Clamp de plata (con diametro interno de 0,2 mm).

- Material de sutura.

4.1.4 Materiales para medicion de presion arterial:
- Equipo de ultrasonido Doppler °.

- Esfigmomandmetro.

- Gel de ultrasonido.

- Lampara.

- Cubiculo de inmovilizacion.

- Superficie temperada.

4.1.5 Materiales para evaluacion de reflejo pupilar
- Linterna oftdlmica

! Proporcionados por el Dr. Orlando Mufioz, Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.
23 Laboratorio Sigma.

* Laboratorio Equilab.
3 Parks Medical Electronic B-811.
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Figura N° 2: 2-metil-2-butenoiloxitropan 6a-ol
(3-hydroxy-8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-6-yl (2E)-2-methylbut-2-enoate. [UPAC)
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12



13

4.2 METODOS.

4.2.1 Condiciones experimentales

Las ratas fueron mantenidas en el bioterio en jaulas colectivas con alimento y agua, en
un ambiente controlado con temperaturas entre 18 a 22 °C y con ciclos de luz-oscuridad de 12
horas.

. o .« y . . 1
El pesaje de las ratas se realizo, cada vez que se administro el extracto, en una balanza digital
con un rango de discriminacion de = 0,1 g. El peso se expresod en gramos.

Una vez finalizado el experimento se procedid a la eutanasia de las ratas con una
sobredosis anestésica (Pentobarbital 80 mg/kg de peso via intraperitoneal).

4.2.2. Periodos experimentales:

4.2.2.1. Periodo de induccion (PI) de hipertension arterial mediante el método de
Goldblatt dos rifiones una pinza. (Goldblatt y col., 1934; Leenen y De Jong, 1971; Gémez,
1988; Sanchez, 1988; Améstica, 2000; Gallardo, 2001 y Barria, 2003)

Previo a la cirugia las ratas fueron sometidas a un ayuno de 24 horas. Transcurrido
dicho periodo, se pesaron y anestesiaron con Pentobarbital en concentracion de 4,0 mg/ml y en
dosis de 40 mg/kg, via intraperitoneal (ip).

El modelo Goldblatt dos rifiones una pinza se aplicé a ratas de aproximadamente 110 g
a través de una intervencion quirtrgica, realizando una incision dorsal paramedial, entre las
vértebras T10 y L3, para abordar el rifién izquierdo. Se denud¢ la arteria renal y se coloco un
clamp de plata lo més cercano posible al nacimiento adrtico de la arteria renal (Anexo N° 3).
El rifién contra lateral no fue manipulado.

Posterior a la intervencion quirtrgica las 15 ratas tuvieron libre acceso a agua y
alimento, tratando de evitar perturbaciones, para permitir el establecimiento de la hipertension
arterial.

En la 8% semana posterior a la intervencion quirtrgica se determind diariamente por 3
dias la presion arterial con la finalidad de verificar si las ratas habian desarrollado
hipertension. Se consideraron hipertensas las ratas que presentaron PAS igual o superior a 150
mm Hg.

" Soehnle.
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4.2.2.2. Periodo de valoracion del efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor

sobre la presion arterial en ratas normotensas e hipertensas renovasculares (dias 1 a 6).
Se constituyeron al azar 2 series experimentales de 10 ratas cada una:

Serie 1: Ratas normotensas, tratadas con extracto de Schizanthus tricolor.

Serie 2: Ratas hipertensas renovasculares, tratadas con extracto de Schizanthus tricolor.

El extracto se administrd diariamente via ip en dosis de 20 mg/kg y en volumen de 0,5
ml/100 g de peso vivo.

La PAS se midié dia por medio (dias 2, 4 y 6), 15 minutos previo y 15 minutos
posterior a la administracion del extracto, utilizando el método Doppler. Ademas, se midio la
PAS a ambas series antes de dar inicio al tratamiento (dia 1), con el objeto de obtener valores
basales (controles) de la PAS.

No se considerd una serie control con etanol, (diluyente del extracto) para evaluar su
efecto sobre presion arterial, debido a que Figueroa (1993) demostrd que la administracion de
etanol al 9,6% en dosis de 0,5 ml/100 g de peso vivo via ip no produjo diferencias
estadisticamente significativas en la presion arterial sistolica y diastélica de ratas normotensas.

4.2.2.3. Periodo post tratamiento (PPT)

En este periodo se suspendid la administracion del extracto y se midi6 diariamente
durante tres dias consecutivos la presion arterial, para evaluar la mantencion del efecto del
extracto sobre la presion arterial.

4.2.2.4. Evaluacion del efecto de alcaloides tipo tropano de Schizanthus tricolor y
atropina sobre el reflejo pupilar.

Se realizé6 un periodo pre-experimental en el cual se observd la funcidén pupilar en
respuesta a un estimulo de luz mediante el empleo de una linterna oftalmoldgica. Esta se
evalud como: presente o ausente.

A 6 ratas normotensas se les administr6 via ip sulfato de atropina al 1%o en dosis de 1
mg/kg de peso vivo y a otras 3 extracto de Schizanthus tricolor, luego se procedié a observar
la pérdida de reflejo pupilar para evaluar la posible actividad atropinica del extracto. Ademas,
se midio el tiempo de instauracion de midriasis, con la finalidad de establecer el momento de
maxima actividad farmacoldgica para realizar en este momento la medicion de la PAS.
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4.3. Procedimiento estadistico:

Los resultados obtenidos en este estudio fueron expresados como medias aritméticas y

su error tipico, efectudndose pruebas inferenciales intraseries, paramétricas y no paramétricas.
Se trabajé con un nivel de significacion de 0,05 considerandose p<0,05 como significativo.

La metodologia estadistica aplicada en el analisis de los datos se detalla a continuacién:

a)
b)
©)
d)
e)
f)

g)

h)

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

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

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

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

Andlisis 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).
Pruebas de comparaciones multiples no paramétricas de Dunn, la que se aplico en
los casos en que la prueba de Kruskal-Wallis, resultd significativa (Rosner 2000).
Prueba ¢ de Student, la que se utiliz6 para evaluar si dos grupos difieren o no en
forma significativa (Spiegel, 1991).

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

El analisis de los resultados se realiz6 utilizando el programa computacional estadistico

Graph Pad Prism (version 3.0).
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5. RESULTADOS.

El andlisis estadistico de los valores de presion arterial sistolica (PAS) producto de la
administracion intraperitoneal de extracto de Schizanthus tricolor a ratas normotensas (serie
1) e hipertensas renovasculares (serie 2) se presentan a continuacion ordenados por periodo
experimental y por momento de medicion de la PAS.

5.1. PRESION ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

5.1.1 Promedio de presion arterial sistélica (PASP) en el periodo de induccion de
hipertension arterial (PI) con la técnica Goldblatt dos rifiones una pinza (analisis
intraseries).

Durante este periodo se aprecia un aumento de la PASP de 119,8 + 1,82 mm Hg en la
primera semana a 138,0 + 1,26 mm Hg en la segunda semana. Las ratas presentaron
hipertension a partir de la tercera semana, con valores de PASP de 153,6 + 2,04 mm Hg
(Grafico N° 1, Anexo N° 5).
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Grafico N° 1: Promedio de PAS en mm Hg (+ E.E.) en ratas pre-cirugia (PC) y durante el
periodo de induccidon de hipertension arterial (PI) con la técnica Goldblatt dos rifiones una
pinza.
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5.1.2.1. Promedio de presion arterial sistolica (PASP) en el periodo de valoracion del
efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo a su administracion
(analisis intraseries).

Ratas normotensas:

En el PVEE se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el
dia 1 y los dias 4 y 6; y entre el dia 2 con el dia 6. Esto permite apreciar que hubo aumento de
PASP progresiva desde 130,8 + 3,84 mm Hg el dia 1 hasta 158,4 = 3,15 mm Hg el dia 6
(Grafico N°2, Anexo N°6).
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Grafico N° 2: Promedio de PAS (= E.E.) en ratas normotensas (serie 1) en el periodo de
valoracion del efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo a su
administracion. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Ratas hipertensas:

En el PVEE al realizar el analisis intraseries no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) entre mediciones de presion arterial sistdlica
promedio (PASP) (Anexo N° 7, Anexo N° 8).
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5.1.2.2. Promedio de presion arterial sistolica (PASP) en el periodo de valoracion del
efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos posterior a su
administracion (analisis intraseries).

Ratas normotensas:

En el PVEE se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el
dia 1 y los dias 4 y 6; y entre el dia 2 y el dia 6. Esto permite apreciar que hubo aumento de
PASP progresiva desde el segundo dia de iniciado el tratamiento (Grafico N° 3, Anexo N° 9).
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Grafico N° 3: Promedio de PAS (= E.E.) en ratas normotensas (serie 1) en el periodo de
valoracion del efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos posterior a su
administracion. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Ratas hipertensas:
En el PVEE al realizar el analisis intraseries los dias de medicion no se observaron

diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre mediciones de presion arterial
sistolica promedio (PASP) (Anexo N° 10, Anexo N° 11).
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5.1.2.3. Variacion de la presion arterial sistolica promedio (PASP) en ratas normotensas
e hipertensas renovasculares durante el periodo de valoracion del efecto del extracto
(PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo y 15 minutos posterior a su
administracion, y durante el periodo post-tratamiento (PPT) dias 7, 8 y 9.

En el PVEE al realizar el andlisis intraseries se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre la medicion previa y posterior de PAS en ratas normotensas
(seriel) (Anexo N° 12), no asi en ratas hipertensas (serie 2) (Anexo N° 13).
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Grafico N° 6: Promedio de PAS en ratas normotensas (serie 1) e hipertensas renovasculares
(serie 2), en el periodo de valoracion del efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor
15 minutos previo y 15 minutos posterior a su administracién, y durante el periodo post-
tratamiento (PPT). Asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05)
entre la medicion previa y posterior a la administracion del extracto.
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5.1.3.1. Promedio de presion arterial sistolica (PASP) del dia 6, ultimo dia del periodo de
valoracion del efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo a su
administracion y durante el periodo post-tratamiento (PPT) dias 7, 8 y 9 (analisis
intraseries).

Ratas normotensas:

En el PPT al realizar el andlisis intraseries se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre el dia 6 y los dias 8 y 9. Esto permite apreciar que hubo aumento
de PASP progresiva desde 158,4 + 3,15 mm Hg el dia 6 hasta 175,6 £ 2,21 mm Hg el dia 8
(Grafico N° 7, Anexo N°14).
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Grafico N° 7: Promedio de PAS (+ E.E.) en ratas normotensas (serie 1) el dia 6, Gltimo dia
del periodo de valoracion del efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos
previo a su administracion y durante el periodo post-tratamiento (PPT). Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Ratas hipertensas:

En el PPT al realizar el andlisis intraseries entre el dia 6 y los dias 7, 8 y 9 no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre mediciones de presion
arterial sistolica promedio (PASP) (Anexo N° 15, Anexo N° 16).
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5.1.3.2. Promedio de presion arterial sistolica (PASP) del dia 6, ultimo dia del periodo de
valoracion del efecto del extracto de Schizanthus tricolor (PVEE) 15 minutos posterior a
su administracion y durante el periodo post-tratamiento (PPT) dias 7, 8 y 9 (analisis
intraseries).

Ratas normotensas:

En el PPT al realizar el andlisis intraseries se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre el dia 6 y el dia 8. Esto permite apreciar que hubo aumento de
PASP progresiva desde 164,4 = 3,11 mm Hg el dia 6 hasta 175,6 + 2,21 mm de Hg el dia 8
(Gréafico N° 8, Anexo N° 17).
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Grafico N° 8: Promedio de PAS (+ E.E.) en ratas normotensas (serie 1) el dia 6, Gltimo dia
del periodo de valoracion del efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos
posterior a su administracion y durante el periodo post-tratamiento (PPT). Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Ratas hipertensas:

En el PPT al realizar el andlisis intraseries entre el dia 6 y los dias 7, 8 y 9 no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre mediciones de presion
arterial sistolica promedio (PASP) (Anexo N° 18, Anexo N° 19).



22

5.2. Evaluacion del efecto de alcaloides tipo tropano presentes en el extracto de
Schizanthus tricolor sobre el reflejo pupilar.

La aplicacion de extracto de Schizanthus tricolor en dosis de 20 mg/kg via ip no
produjo modificacion del reflejo pupilar frente al estimulo luminoso en ambas series.

Atropina Schizanthus tricolor
Rata Pre-experimental | Normotensas Hipertensas
1 Ausente Presente Presente
2 Ausente Presente Presente
3 Ausente Presente Presente
4 Ausente Presente Presente
5 Ausente Presente Presente
6 Ausente Presente Presente
7 ——-- Presente Presente
8 - Presente Presente
9 ——-- Presente Presente
10 -—-- Presente Presente
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6. DISCUSION.

La determinacion de efectos cardiovasculares es de especial importancia, en el caso de
los alcaloides tipo tropano provenientes del género Schizanthus, ya que podrian tener un
efecto bloqueador colinérgico disminuyendo la accidon vagal cardiaca, condicionando un
predominio simpatico con efecto crondtropo e indtropo positivo, lo que aumentaria el débito
cardiaco e incrementaria la presion arterial (Ahumada y col. 1991).

Estos estudios se pueden realizar mediante registros poligraficos tradicionales o con
poligrafia computarizada en ratas normotensas anestesiadas, lo que permite obtener en forma
aguda e invasiva registros de presion arterial y electrocardiograficos. 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 en animales
concientes (Pedraza-Chaverri y col., 1998).

6.1. PRESION ARTERIAL SISTOLICA.

En la literatura se mencionan valores de presion arterial sistolica promedio (PASP)
normal de 141 mm Hg (Baker y col., 1979), de 110 mm Hg (Farris y Griffith, 1996). En
trabajos efectuados en ratas en la Universidad Austral de Chile (UACh) se mencionan valores
de presion arterial sistolica promedio (PASP) normal, de 127,5 mm Hg (Sanchez, 1988), de
121,7 + 2,90 mm Hg (Olhaberry, 1992), de 148,0 = 2,10 mm Hg (Alvarez, 1996), de 126,7 +
4,14 mm Hg (Mieres, 1998), de 140,0 + 6,18 mm Hg (Palma, 2000).

En este trabajo se obtuvieron, con el método Doppler, valores de PASP de 114,9 + 1,81
mm Hg en ratas normotensas concientes de 110,5 £ 2,20 g de peso previo a la aplicacion del
método Goldblatt dos rifiones una pinza, valores similares a los obtenidos por Gallardo (2001)
y Barria (2003) en ratas de similar peso y utilizando el mismo método de medicion. Previo al
inicio del tratamiento se obtuvieron valores de PAS de 130,8 £ 3,84 mm Hg en ratas
normotensas de 306,6 + 5,52 g de peso (Anexo N° 2). Dichos valores se encuentran dentro de
los rangos antes mencionados y también de los obtenidos por otros estudios realizados en el
Instituto de Farmacologia de la UACh en los cuales se utilizo el mismo método para evaluar la
PAS en ratas normotensas concientes, obteniéndose valores de 127,2 + 0,53 mm Hg
(Carcamo, 2000), 135,0 = 1,62 mm Hg (Pantanalli, 2001), 134,6 + 4,28 mm Hg (Yutronic,
2001) y de 131,2 £ 1,37 mm Hg (Torres, 2002).
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6.1.1. Periodo de induccion de hipertension arterial (PI) mediante el método Goldblatt
dos rifiones una pinza y periodo de verificacion de establecimiento de hipertension
arterial.

Desde que Goldblatt realizé experimentos en perros se demostrd que la presion arterial
asciende cuando se efectiia estenosis de una o ambas arterias renales. Cualquiera sea la
variedad de hipertension arterial sistémica renovascular, el sistema renina-angiotensina-
aldosterona esté hiperactivo y contribuye a perpetuar el ciclo de la hipertension (Ramiro y col.,
2002).

Los valores de PAS obtenidos en ratas hipertensas renovasculares en la 7° semana
(178,0 + 4,29 mm Hg) y en la 8" semana (178,6 = 4,37 mm Hg) son similares a los obtenidos
por otros autores que también utilizaron el método Goldblatt para inducir hipertension arterial
en ratas y Doppler para su medicion. Al respecto Vio y col. (1980) obtuvieron valores de PAS
de 178,3 +4,9 mm Hg a 195,0 + 6,2 mm de Hg, entre la 5*a 15 semana posterior a la cirugia.
Barria (2003) utilizando un clamp con un didmetro interno de 0,2 mm obtuvo valores de PAS
de 183,4 + 6,39 mm Hg en la 7" semana. Gallardo (2001) utilizando un clamp con un didmetro
interno de 0,3 mm obtuvo valores de PAS del51 £1,32 mm Hg en la 7* semana y de 153,5 +
1,00 mm Hg en la 8" semana, valores inferiores a los obtenidos en este trabajo.

Las diferencias de PAS en los trabajos anteriormente citados se explicaria por la
diferencia de didmetro del clamp utilizado y el didmetro de la arteria a comprimir; al respecto
DiPette (1999) y Al-Qattan (2001) indican que a medida que se disminuye el diametro del
clamp, aumenta el grado de constriccion de la arteria renal y se obtienen valores mas altos de
PAS y en un tiempo menor.

Antecedentes bibliograficos indican que el modelo Goldblatt dos rifiones una pinza
presenta un alto riesgo de mortalidad posterior a la cirugia; ademas de una gran variabilidad en
la induccién de hipertension arterial, motivo por el cual Gomez (1988), Sanchez (1988),
utilizaron aproximadamente el doble de las ratas para inducir hipertension arterial, sin
embargo, Améstica (2000), Gallardo (2001) y Barria (2003) obtuvieron 100%, 80% y 88% de
éxito respectivamente en lograr ratas hipertensas. En este trabajo se sometié a cirugia a 15
ratas de las cuales 14 presentaron hipertension arterial a la 3* semana post-cirugia, alcanzando
valores de PAS iguales o superiores a 153 mm Hg.

6.1.2. Periodo de valoracion del efecto del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor sobre
la presion arterial en ratas normotensas e hipertensas renovasculares.

Castillo (2002) y Mancilla (2002) en sus trabajos con ileon de rata, demostraron la
capacidad de los alcaloides tipo tropano presentes en plantas del género Schizanthus, de
inhibir la accion de agentes colinérgicos.

No se encontraron referencias bibliograficas de Schizanthus tricolor o de alcaloides
tipo tropano de esta planta relacionados con efectos sobre el sistema cardiovascular y la
presion arterial, pero si de atropina, la cual es considerada como prototipo del grupo. Las
acciones y los efectos de la mayor parte de los antagonistas de los receptores muscarinicos con
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que se cuenta en clinica difieren so6lo en un sentido cuantitativo de los de atropina (Hardman y
col., 2001).

Considerando que los efectos biologicos de atropina sobre el sistema cardiovascular
radicarian en su actividad anticolinérgica seria posible comparar la accion de ésta con
Schizanthus tricolor.

6.1.2.1. Ratas normotensas:

La administracion de extracto de Schizanthus tricolor produjo en las ratas
normotensas un aumento significativo de la PAS. En el momento previo a la administracion
del extracto hubo un aumento de la PAS de 27,6 mm Hg. En las mediciones posteriores a la
administracion del tratamiento se logré un aumento progresivo de 33,6 mm Hg de la PAS lo
que sugiere un posible efecto acumulativo de los alcaloides presentes en el extracto.

Cabello* (2003) induciendo hipertension con el método L-NAME y administrando
extracto de Schizanthus litoralis via oral obtuvo aumentos estadisticamente significativos de
la PAS de 12,6 mm Hg en el momento previo a la administracion del extracto. En el momento
posterior a la administracion del extracto no obtuvo diferencias estadisticamente significativas.
Las diferencias en los resultados obtenidos se deberian que este autor utiliz6 una dosis de
extracto menor (10 mg/kg) por via oral, y la absorcién digestiva de extracto deberia ser
inferior a la absorcion intraperitoneal.

Herrera (2003) utilizando extracto de Schizanthus grahamii en dosis de 100 mg/kg e
igual método experimental y via de administracion que Cabello (2003), no obtuvo diferencias
estadisticamente significativas sobre la PAS en ratas normotensas e hipertensas. Al no
producirse en este estudio cambios en la PAS, se sugiere carencia de actividad intrinseca
(Ponce, 2002).

Los efectos inhibitorios sobre la relajacion de anillos de aorta de rata inducida por
carbacol demostrados por Gottschalk (2003) para los alcaloides tipo tropano extraidos de
Schizanthus grahamii podrian estar dados por sus propiedades anticolinérgicas. Esto basado
en la capacidad de unirse a receptores colinérgicos, tanto muscarinicos como nicotinicos
(Schmeller y col., 1995), y a las propiedades anticolinérgicas descritas para estos alcaloides,
como es el caso de atropina y escopolamina (Florez, 2003).

El aumento de la PAS obtenida en este estudio se deberia a la posible accion
antimuscarinica de los alcaloides tipo tropano de Schizanthus tricolor sobre los receptores
muscarinicos M3 de los vasos sanguineos.

*Comunicacion personal: Srta. Daniela Cabello. Universidad Austral de Chile. Instituto de Farmacologia.
Valdivia. Chile.
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Los efectos de los agonistas muscarinicos como el carbacol o acetilcolina sobre el
tono de la musculatura lisa vascular con endotelio intacto, estan dados por su accion sobre
receptores muscarinicos, especialmente M3 ubicado a nivel endotelial. La activacion de estos
receptores lleva a una relajacion endotelio dependiente producida principalmente por la
liberacion de factores relajantes derivados del endotelio como 6xido nitrico. Estos receptores,
son bloqueados facilmente por atropina (Neelam y col., 1991; Katzung, 2002).

Las auriculas estdn abundantemente inervadas por fibras nerviosas parasimpaticas
(vagales) y, en consecuencia, el nodo sinoauricular es sensible al bloqueo de los receptores
muscarinicos. El efecto principal de atropina en el corazon en dosis altas consiste en alterar la
frecuencia cardiaca, originando taquicardia relativa al bloquear los efectos vagales sobre los
receptores M, del marcapaso nodal sinoauricular. A dosis clinicas, la atropina contrarresta la
vasodilatacion periférica y la disminucion aguda de la presion arterial (Hardman y col., 2001).

Tsukamoto y Matsui (1994), en experimentos con ratas anestesiadas utilizando dosis
altas de atropina, lograron aumentos significativos de la presion arterial suprimiendo la accion
vasodilatadora de acetilcolina.

Poollock y col. (2002) trabajaron in vitro segmentos de arteria pulmonar de rata en
bafio de organo aislado para evaluar la accion de atropina, utilizando concentraciones
crecientes de ésta, contrarrestando la accion vasodilatadora de acetilcolina, efecto que tendi6 a
disminuir al remover el endotelio. Posiblemente este efecto se relacionaria con la accion
antimuscarinica de atropina en los receptores muscarinicos endoteliales, aumentando de este
modo la presion arterial.

De acuerdo a lo citado anteriormente en trabajos realizados con atropina sobre el
sistema cardiovascular, y de la similitud de este alcaloide con los alcaloides tipo tropano de
Schizanthus tricolor, se podria deducir que los alcaloides presentes en el extracto aplicado a
ratas normotensas producen un aumento de la presion arterial sistolica debido a su probable
actividad antimuscarinica.

6.1.2.2. Ratas hipertensas:
La administracion del extracto de Schizanthus tricolor no generd diferencias
significativas en la PAS de las ratas hipertensas.

Cabello (2003) aplicando extracto de Schizanthus litoralis obtuvo disminucion
estadisticamente significativa de la PAS de 23 mm Hg, en el momento posterior a la
administracion del extracto en ratas hipertensas L-NAME. Esto se puede explicar debido a que
el método de induccion de hipertension utilizado por este autor provoca un desbalance entre el
oxido nitrico (ON) y Angiotensina II de manera aguda y reversible (Moncada y col., 1991).

La ausencia de diferencias estadisticamente significativas en este estudio se puede
explicar a que en pacientes con hipertension de tipo crdnico, el endotelio coronario y
extracoronario tiene disminuida su capacidad de inducir la relajacion vascular debido a una
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respuesta deteriorada o a la inactivacion creciente del ON. La disfuncion endotelial puede
desempeniar asi un papel dominante en complicaciones del miocardio, cerebrales, y renales del
paciente hipertenso (Perticone y col., 2001).

La hipertension arterial produce un efecto de estrés sobre las células endoteliales
vasculares, alterando la produccion o la liberacion de diversas substancias vasoactivas. El tono
liso vascular es regulado continuamente por un equilibrio delicado entre la vasodilatacion
(6xido nitrico, prostaciclinas, y factor hiperpolarizante derivado del endotelio) y Ila
vasoconstriccion (endotelina-1, tromboxano A,, prostaglandina H, y anidon superdxido)
(Taddei y col., 1997; Katzung, 2002; Poredos, 2002).

El endotelio vascular es un tejido esencial que ejerce un rol muy importante en el
sistema cardiovascular. Controla no sélo el tono del miisculo liso sino que también modula
otras funciones tales como la cascada de la coagulacion, la permeabilidad vascular y la
proliferacion de las células lisas vasculares, fenomeno conocido como autorregulacion
estructural el cual conduce al mantenimiento de la hipertension (Forte y Nigel, 2001; Perticone
y col., 2001).

La disfuncién endotelial, se manifiesta como una pérdida de la funcion de barrera
selectiva vascular, mayor tendencia a la agregacion plaquetaria y a la trombosis, a la
adherencia de leucocitos, vasoconstriccion y migracion de las células musculares lisas.
Ademas, se caracteriza por una respuesta de vasodilatacion deteriorada a la ACh. Se ha
demostrado que la disfuncioén endotelial progresa con la duracién de la hipertension arterial y
que ademads existe una correlacion positiva entre ambas (Taddei y col.,, 1996; Cooke y
Frohlich, 1997; Poredos, 2002).

El ON, desempeiia un papel muy importante en la regulacion de la funcion renal. Su
sintesis se produce a partir del aminodcido L-arginina por accidon de la enzima 6xido nitrico
sintetasa (ONS), estd implicado en la regulacion de la eliminacion de sodio durante las
elevaciones de la presion arterial y del volumen extracelular (Kapplan y col., 1999; Katzung,
2002).

En resumen, el alza crénica de la presion arterial acelera el proceso de envejecimiento
de los vasos a través de: 1) depdsito de tejido fibroso en las paredes arteriales y arteriolares,
que estrechan su lumen causando un aumento de la resistencia periférica. 2) disfuncion
endotelial, que favorece el depdsito de lipidos, la penetracion de macrofagos en la pared
vascular y la formacion de las placas de ateroma. La disfuncion endotelial inducida por la
elevacion de la presion arterial puede facilitar el desarrollo de otras complicaciones
cardiovasculares, tales como ateroesclerosis (Rojas, 2000).

En relacion a lo anteriormente citado, se puede considerar que la ausencia de efecto
antihipertensivo del extracto en las ratas tratadas se deberia a una alteracion en los vasos
sanguineos, producto del tiempo prolongado durante el cual estuvieron sometidas a la
hipertension renovascular.
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6.1.3. Periodo post-tratamiento (PPT).

El propodsito de medir la PAS en este periodo fue evaluar el posible efecto
residual de los alcaloides presentes en el extracto de Schizanthus tricolor. Los valores de PAS
obtenidos sefialan diferencias estadisticamente significativas para las ratas normotensas, en las
cuales el efecto residual del extracto se mantiene durante los dos primeros dias de
seguimiento, observandose una leve disminucion de la PAS el tercer dia (Anexo N° 14, Anexo
N° 17). Los valores de PAS en las ratas hipertensas no arrojaron diferencias estadisticamente
significativas, pero si es posible apreciar una tendencia a la disminucion de la presion arterial.

Similares resultados obtuvo Zamora* (2003) aplicando extracto de Schizanthus
grahamii. Este autor no obtuvo diferencias estadisticamente significativas en las mediciones
de PAS en ratas hipertensas renovasculares, pero si en las ratas normotensas, en las cuales
obtuvo incremento significativo de la PAS hasta el segundo dia.

No se encontraron referencias bibliograficas en relacion con el efecto residual del extracto
de Schizanthus tricolor.

En el Instituto de Farmacologia de la Universidad Austral de Chile se ha evaluado el
efecto residual en ratas hipertensas para otros extractos de origen vegetal, lograndose una
persistencia del efecto de un dia administrando extracto de Allium ampeloprasum (Ajo
chilote) (Gallardo, 2001), de dos dias aplicando extracto n-butanolico de Tristerix
(Phrgilanthus) tetrandus (Torres, 2002), y de un dia administrando extracto de raiz de
Muehlenbeckia hastulata (Voqui Negro o Quilo) (Barria, 2003).

En este trabajo se mantiene el efecto del extracto por dos dias aprecidndose una leve
disminucién de la PAS el ultimo dia de seguimiento, por lo tanto, seria recomendable extender
el periodo post-tratamiento para poder determinar con exactitud el efecto del extracto sobre la
PAS en un periodo de tiempo mayor.

*Comunicacion personal: Srta. Marisol Zamora. Universidad Austral de Chile. Instituto de Farmacologia.
Valdivia.Chile.
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6.2. Evaluacion del efecto de alcaloides tipo tropano de Schizanthus tricolor sobre el
reflejo pupilar

Atropina administrada en dosis de 1 mg/kg de peso vivo via ip produjo pérdida del reflejo
pupilar a los 15 minutos durante el periodo pre-experimental de este trabajo. Sin embargo, la
administracion del extracto de Schizanthus tricolor no generd este efecto en la dosis y via
administrada. Esto podria deberse a que la dosis administrada o a que los alcaloides tipo
tropano presentes en el extracto no tuvieran la misma actividad que atropina a nivel ocular.

El interés en los efectos y posibles beneficios de ciertas sustancias purificadas, llevan a un
desarrollo paralelo en la demanda de consumo para estas sustancias. Existe mucha informacion
acerca del uso historico y eficacia de los productos botanicos; sin embargo, la calidad de esta
informacion es muy variable (Katzung, 2002).

Schizanthus tricolor es exclusivo de Chile, y es conocido mas bien por sus caracteristicas
ornamentales que por sus propiedades quimicas o su potencial aplicabilidad medicinal. El
desarrollo de este trabajo permitird ampliar la informacién sobre las propiedades
farmacoldgicas de esta planta como una posible fuente de estructuras con una accion selectiva;
y de esta manera, en conjunto con nuevas experiencias sobre este tema poder acceder a la
elaboracion de medicamentos mas seguros y con menores efectos adversos que puedan aportar
beneficios tanto a la medicina veterinaria como humana.
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6.3. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, en relacion a la
administracion de los alcaloides extraidos de las partes aéreas de la planta de la especie
Schizanthus tricolor, diluidos en etanol 7%, administrados en dosis de 20 mg/kg por via
intraperitoneal, en volumen de 0,5 ml/100 g de peso vivo, a ratas normotensas e hipertensas
renovasculares inducidas por el modelo Goldblatt dos rifiones una pinza se concluye que:

1. Los alcaloides utilizados producen aumento significativo de la presion arterial sistolica en
ratas normotensas.

2. Los alcaloides utilizados no producen aumento significativo de la presion arterial sistdlica
en ratas hipertensas renovasculares.

3. Los alcaloides utilizados no producen pérdida del reflejo pupilar en ratas normotensas e
hipertensas renovasculares.

De acuerdo a los resultados obtenidos se acepta de la hipotesis planteada que: “Los
alcaloides presentes en el extracto de Schizanthus tricolor producen aumento de la presion
arterial sistolica en ratas normotensas”.
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ANEXO N° 1:

8. ANEXOS.

Figura N° 4: Rata de la cepa Sprague Dawley.
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ANEXO N° 2:

Tabla N° 1: Peso promedio de ratas normotensas expresado en gramos (g) y su error estandar
(E.E.) previo a la cirugia (PC) y al inicio del tratamiento.

Peso (gramos) + E. E. PAS (mm Hg) + E. E.
Pre-Cirugia 110,5 2,20 114,9 1,81
Pre- Tratamiento 306,6 5,52 130,8 3,84




ANEXO N° 3:
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Figura N° 5: Esquema de implantacion modelo Goldblatt dos rifiones una pinza.
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ANEXO N° 4:

Figura N° 6: Equipo de ultrasonido Doppler, esfigmomanémetro, manguito inflable, gel para
ultrasonido, cubiculo de inmovilizaciébn y otros materiales necesarios para efectuar la
medicion de la presion arterial sistolica.
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Tabla N° 2: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) desde el inicio de la induccion de la hipertension arterial con la técnica
Golblatt dos rifiones una pinza.

ANEXO N° 6:

Semanas PASP + E. E.
PC 114,9 1,82
1 119,8 1,53
2 138,0 1,26
3 153,6 2,04
4 170,0 2,04
5 176,7 3,72
6 177,6 4,28
7 178,0 4,29
8 178,6 4,37

Tabla N° 3: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas normotensas (serie 1) en el periodo de valoracion del efecto del

extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo a su administracion.

Dias Pre-extracto +E.E.
1 130,8 3,84
2 139,2 2,78
4 149.,4 4,32
6 158,4 3,15
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Administrador
Línea
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ANEXO N°7:

Tabla N° 4: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas hipertensas en el periodo de valoracion del efecto del extracto (PVEE)
de Schizanthus tricolor 15 minutos previo a su administracion.

Dias Pre-extracto + E. E.
1 178,0 4,37
2 185.4 7,42
4 182,2 9,27
6 177,4 6,77
ANEXO N° 8:
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Grafico N° 9: Promedio de PAS (£ E.E.) en ratas hipertensas renovasculares (serie 2) en el
periodo de valoracion del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo a su
administracion. Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05).
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ANEXO N°9:

Tabla N° 5: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas normotensas en el periodo de valoracion del efecto del extracto
(PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos posterior a su administracion.

Dias Post-extracto +E. E.
1 130,8 3,84
2 146,8 1,93
4 155,0 2,60
6 164,4 3,11
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ANEXO N° 10:

Tabla N° 6: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas hipertensas en el periodo de valoracion del efecto del extracto (PVEE)
de Schizanthus tricolor 15 minutos posterior a su administracion.

Dias Post-extracto + E. E.
1 178,0 4,37
2 185.4 7,00
4 179,8 9,16
6 180,2 6,75
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Grafico N° 10: Promedio de PAS (+ E.E.) en ratas hipertensas renovasculares (serie 2) en el
periodo de valoracion del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos posterior a su
administracion. Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05).


Administrador
Línea

Administrador
Línea

Administrador
Línea

Administrador
Línea


46

ANEXO N° 12:

Tabla N° 7: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas normotensas en el periodo de valoracion del efecto del extracto
(PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo y 15 minutos posterior a su

administracion.
Dias Pre-extracto +E. E. Post-extracto +E.E.
2 139,2 2,78 146,8 1,93
4 149.4 4,32 155,0 2,60
6 158,4 3,15 164.,4 3,11
ANEXO N° 13:

Tabla N° 8: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas hipertensas renovasculares en el periodo de valoracion del efecto del
extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo y 15 minutos posterior a su

administracion.

Dias Pre-extracto t+E.E. Post-extracto T E. E.
2 185,4 7,42 185,4 7,00
4 182,2 9,27 179,8 9,16
6 177,4 6,77 180,2 6,75
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ANEXO N° 14:

Tabla N° 9: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas normotensas el dia 6, ultimo dia del periodo de valoraciéon del efecto
del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo a su administracion y durante
el periodo post-tratamiento (PPT) dias.

Dias Pre-extracto + E. E.
6 158,4 3,15
7 167,0 2,11
8 175,6 2,21
9 171,1 1,27
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ANEXO N° 15:

Tabla N° 10: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas hipertensas el dia 6, Gltimo dia del periodo de valoracion del efecto del
extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos previo a su administracion y durante el
periodo post-tratamiento (PPT).

Dias Pre-extracto +E. E.
6 177,4 6,77
7 178.8 5,16
8 181,2 4,19
9 174,4 2,63
ANEXO N° 16:
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Grafico N° 11: Promedio de PAS (+ E.E.) en ratas hipertensas renovasculares (serie 2), 15
minutos previo a la administracion de extracto de Schizanthus tricolor (dia 6) y durante el
periodo post-tratamiento. Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05).
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ANEXO N° 17:

Tabla N° 11: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas normotensas el dia 6, ultimo dia del periodo de valoraciéon del efecto
del extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos posterior a su administracion y
durante el periodo post-tratamiento (PPT) dias 7,8 y 9.

Dias Post-extracto +E.E.
6 1644 3,11
7 167,0 2,11
8 175,6 2,21
9 171,1 1,27
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ANEXO N° 18:

Tabla N° 12: Presion arterial sistolica promedio (PASP) expresada en mm Hg y su error
estandar (E.E.) en ratas hipertensas el dia 6, Gltimo dia del periodo de valoracion del efecto del
extracto (PVEE) de Schizanthus tricolor 15 minutos posterior a su administracion y durante
el periodo post-tratamiento (PPT) dias 7, 8 y 9.

Dias Post-extracto +E.E.
6 180,2 6,75
7 167,0 5,16
8 175,6 4,19
9 171,1 2,63
ANEXO N° 19:
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Grafico N° 12: Promedio de PAS (£ E.E.) en ratas hipertensas renovasculares (serie 2), 15
minutos posterior a la administracion de extracto de Schizanthus tricolor (dia 6) y durante el
periodo post-tratamiento. Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05).
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