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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de 6 compuestos Morfolinicos (LQM-308, LQM-309,
LQM-310, LQM-312, LQM-313, LQM-314) 6 compuestos Tiomorfolinicos ( LQM-318, LQM-319, LQM-320,
LOM-321, LQM-324, LQM 332) sobre la contraccion auricular producida con Fenilefrina, caracterizando la
funcion que ejercen estos compuestos sobre el sistema adrenérgico a; mediante la obtencion de las constantes
de afinidad empleando el método doble reciproca. Se utiliz6 un modelo In Vitro de preparaciones aisladas de

corazon de rata Wistar.

La parte experimental se llevo acabo empleando la auricula derecha de rata con Fenilefrina un agonista
especifico de los receptores adrenérgicos a; en ausencia y presencia de los compuestos LQM antes

mencionados que funcionan como antagonistas.

Para realizar dicha investigacion se realizo una toracotomia y se extrajo el corazon, se aisl6 la auricula derecha
la cual se colocé en camaras de tejido aislado bajo condiciones fisioldgicas normales, es decir; se colocé en
solucion de Krebs y con oxigenacion (95% de O, y 5% de CO,), a temperatura de 32-35°C. Se ajusto la tension
a 0.5¢g con la finalidad de producir la contraccion isométrica méaxima, la cual se registro con tensores integrados
a la camara de tejido aislado, el cual mandaba la sefial a la computadora y se registraba con el programa ACQ
381 NEWLEDGE. Se dejaron estabilizar las preparaciones por un periodo de una hora y se realizaron lavados
con solucion de Krebs cada 15 minutos. Posteriormente se adicionaba la concentracién de Fenilefrina (10™°, 10
° 10 107, 10°, 10°, 10" y 10°*M) realizando la Curva Concentracion respuesta a Fenilefrina.

Para realizar las Curvas-Concentracién Respuesta a Fenilefrina en presencia del compuesto, la auricula se dejo
incubar durante 1h con el compuesto a evaluar transcurrido este tiempo se realizo la Curva Concentracion-
Respuesta a Fenilefrina.

Los resultados obtenidos muestran que los compuestos LQM-313, LQM-320, LQM-318, LQM-332, LQM-309 Y
LQM-319 presentan un efecto antagonico de tipo no competitivo. Los compuesto LQM-314 y LQM-321 inhiben
por completo la respuesta contractil de la Fenilefrina. El compuesto LQM-308 presenta un antagonismo de tipo
competitivo mientras que los compuestos LQM-310, LOM-312 y LQM-324 presentan una tendencia a provocar

sinergismo sobre la respuesta a Fenilefrina.
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1) INTRODUCCION
Actualmente las enfermedades cardiovasculares aportan el mayor nimero de muertes
anuales en todo el mundo, por lo que se les considera un verdadero problema sobre la
humanidad; en México este problema es una de las principales causas de mortalidad™.
Sabemos que el tratamiento de estas patologias es de alto costo debido a que la mayoria
de los medicamentos para su tratamiento son trasnacionales’
Debido a esto se realizan investigaciones nuevas sobre la sintesis de farmacos nuevos
gue sean utiles en el tratamiento de las cardiopatias en especial para la poblacion mexicana
para que puedan acceder a ellos de manera mas facil, es decir que tengan menor costo y
sobre todo que hayan sido desarrollados especialmente para esta poblacion. A los farmacos
nuevos se le realizan una serie de analisis para determinar si poseen algun efecto
farmacoldgico.
Uno de los analisis para determinar dicho efecto es determinar su mecanismo de accion
(farmacodinamia), lo que permite la identificacion de su accidn primaria, el sitio sobre el cual
se lleva a cabo, el tipo de interacciébn quimica entre el farmaco y la célula o elemento
biolégico involucrado, asi como la secuencia de cambios bioquimicos y fisiolégicos que
surgen como consecuencia de la interaccion del farmaco en un sistema bioldgico
determinado.?™ ?° Dicho andlisis se realiza empleando un método farmacolégico para la
identificacion de receptores, el cual permite conocer y demostrar la interaccion del farmaco
con su receptor, esto debido a su afinidad y a su actividad intrinseca, asi como la
sensibilidad de los receptores en los que el farmaco nuevo actla de manera especifica, en
este método podemos emplear dosis muy pequefias para demostrar dicha relacion (dosis-
efecto).
Los métodos farmacoldgicos se basa en el empleo de antagonistas y agonistas especificos
en preparaciones de tejidos u organos aislados (in vitro). Cabe sefalar que los tejidos son
mantenidos en condiciones de viabilidad (soluciones fisiol6gicas) que conservan su

capacidad de respuesta. *°
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En el presente trabajo se evaluaron los compuesto morfolinicos y tiomorfolinicos sintetizados
mediante un sistema asistido por computadora en el Laboratorio de Quimica Medicinal a
cargo del Dr. Enrigue Angeles Anguiano; los cuales han presentado efecto sobre la presion
arterial y el ritmo cardiaco al ser evaluados en el Laboratorio de Farmacologia del Miocardio
a cargo de la Doctora Luisa Martinez Aguilar. * Se determiné el efecto de los compuestos
morfolinicos y tiomorfolinicos sobre el sistema adrenérgico a.; en la auricula derecha de rata
Wistar.
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2) OBJETIVOS

2.10bjetivo General:

Determinar el efecto de 6 compuestos Morfolinicos (LQM-308, LQM-309, LQM-310, LQM-
312, LQM-313, LQM-314) y 6 compuestos Tiomorfolinicos ( LQM-318, LQM-319, LQM-
320, LQM-321, LQM-324, LQM 332) en modelo in vitro para conocer la respuesta sobre
la contraccién muscular producida con Fenilefrina en la preparacion aislada de la auricula

derecha de corazén de rata Wistar macho.

2.2 Objetivos Particulares

@ Realizar las Curvas Concentracion- Respuesta a Fenilefrina en ausencia y presencia
de los compuestos Morfolinicos (LQM-308, LQM-309, LQM-310, LQM-312, LQM-313,
LQM-314) y Tiomorfolinicos (LQM-318, LQM-319, LQM-320, LQM-321, LQM-324,
LQM 332) sobre la contraccion de la auricula derecha de corazon de rata.

@ Realizar las Curvas Concentracion-% Respuesta a Fenilefrina en ausencia y presencia
de los compuestos Morfolinicos (LQM-308, LQM-309, LQM-310, LQM-312, LQM-313,
LQM-314, y Tiomorfolinicos LQM-318, LQM-319, LQM-320, LQM-321, LQM-324,
LQM 332) sobre la contraccion de la auricula derecha de corazon de rata.

@ Determinar las constantes de afinidad (Kp) de las Curvas Concentracion-Respuesta a
Fenilefrina en ausencia y presencia de los compuestos Morfolinicos (LQM-308, LQM-
309, LQM-310, LQM-312, LQM-313, LQM-314) y Tiomorfolinicos (LQM-318, LQM-
319, LQM-320, LQM-321, LQM-324, LOM 332) mediante el método de doble
reciproca.

@ Determinar si los compuestos Morfolinicos (LQM-308, LQM-309, LQM-310, LQM-312,
LQM-313, LQM-314) y Tiomorfolinicos (LQM-318, LQM-319, LQM-320, LQM-321,
LQM-324, LQM 332) presentan sinergismo o antagonismo mediante su constante de

afinidad (Kp) y el efecto maximo.
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3) HIPOTESIS

Es importante conocer los mecanismos mediante los cuales los compuestos son capaces
de modificar la funcién de un sistema bioldgico para producir una respuesta. Debido a esto
al evaluar los compuestos empleando un modelo in vitro se puede determinar la funcién
gue ejercen estos compuestos sobre el sistema adrenérgico a.; mediante la obtencién de
las Curvas Concentracién-Respuesta a Fenilefrina en ausencia y presencia de los
compuestos LQM 300°s .
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4) MARCO TEORICO

4.1 Diseino de nuevos farmacos.

Es bien sabido que los malos habitos alimenticios y el sedentarismo traen consigo una
serie de problemas a la salud, Las cardiopatias se ha incrementado de manera
considerable en México y muchos paises del mundo por lo cual los profesionales de la
salud (quimicos, bidlogos, médicos, farmacéuticos entre otros), se dan a la tarea de
trabajar en conjunto para poder crear nuevos farmacos que sean de gran utilidad.?' Por
tal motivo al disefiar un farmaco nuevo los investigadores deben tomar en cuenta que,
el farmaco optimo sera aquel que presente mayor indice terapéutico y no necesariamente
aquel que presenta mayor actividad biolégica. Cuanto mayor sea el indice terapéutico de
un farmaco, menor sera su riesgo y mayor la tranquilidad con la que se pueda aumentar la
dosis hasta conseguir el efecto terapéutico con la intensidad que se desea. Por lo tanto,
el disefio de nuevos farmacos debe plantearse como objetivos no solo lograr una buena
actividad farmacoldgica, sino también conseguir que presente lo menos posible efectos

téxicos y adversos® ®.

4.2 Técnicas para el disefio de nuevos farmacos

Debido a la necesidad que existe entre las personas de mejorar su calidad de vida
empleando medicamentos cada vez mas seguros Yy eficaces los investigadores tienen la
tarea de realizar rapido las investigaciones para crearlos y satisfacer esta necesidad’;
esto lo llevan acabo empleando métodos eficientes para el disefio de moléculas que
posean actividad farmacolégica y asi evaluar mayor numero de moléculas en menor
tiempo; estos métodos deben permiten la optimizacion de su potencia y el perfil
farmacologico para garantizar su efectividad. Algunos de los métodos existentes son:
sintesis de analogos, isdmeros o isopteros, la modificacion de grupos funcionales o del
sistema de anillos de la molécula modelo, métodos asistidos por computadora, como la
identificacion de estructuras farmacoforas por modelaje molecular o de la optimizacion de
la actividad mediante el estudio de relaciones cuantitativas de estructura actividad, entre

otros® €.

4.3 Etapas del desarrollo de un farmaco'
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El desarrollo de nuevos farmacos abarca diferentes etapas las cuales son: investigacion
basica la cual comprende una parte quimica desde el descubrimiento del farmaco nuevo o
cabeza de serie, obtenido por cualquiera de los método antes mencionados.
Posteriormente se manipula la molécula para poder optimizarla, después se realizan
ensayos in vitro e in vivo para determinar asi su mecanismo de accién. La siguiente
etapa es la del desarrollo preclinico, en esta etapa se estudia su produccién a mayor
escala, su formulacion farmacéutica, su farmacologia y su toxicologia. La ultima etapa es
el desarrollo clinico, en esta fase por primera vez se realizan estudios en humanos, esta
contempla 4 fases; la fase | el objetivo del estudio es establecer la tolerancia (registro de
efectos adversos) y la seguridad (no presente toxicidad) mediante el empleo del farmaco

en voluntarios sanos.
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i 4
INVESTIGACION DESARROLLO DESARROLLO
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2
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Diagrama 1. Etapas del desarrollo de un farmaco.

Primordialmente la fase Il contempla estudios comparativos de diferentes esquemas de
dosificacion ademas de determinar pautas de tratamiento. La fase lll, sélo se realiza si los
datos obtenidos de la fase Il son satisfactorios, estda comprende determinar el perfil de
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eficacia y seguridad en comparacién con otros farmacos. Por ultimo la fase IV que son
estudios post-lanzamiento, es decir se continuara monitoreando el comportamiento del

producto (p. Ej.; si se presentan efectos adversos)24.

5) RECEPTORES

5.1 Definicion

Se ha observado que los efectos de los farmacos son el resultado de sus relaciones con
las moléculas corporales; esto ocurre generalmente de una manera muy especifica, ocurre
por interaccion con un tipo de molécula (o grupo de ellas) en concreto. Asi se derivo el
concepto de receptor, que puede definirse como el componente de una célula u organismo
con el cual interactia (o se presume que lo hace) el farmaco®’. Son estructuras
macromoleculares de naturaleza proteica, asociada a veces a radicales lipidicos o
hidrocarbonados, que se encuentran localizados en gran numero en las membranas

externas de las células, en el citoplasma y en el nicleo celular *°

5.2 Clasificacion de receptores

Existen muchas clasificaciones de los receptores de acuerdo a diferentes caracteristicas

gue poseen, la que se menciona a continuacion es en base a las familias existentes:
a) Receptores con actividad enzimatica: son aquellos que estan asociados a
adenilciclasa, tirosincinasa, guanilpolinilciclasa, por lo tanto, promueven la formacion
de segundos mensajeros.
b) Receptores acoplados a proteinas G: Esta es la mas abundante de todas las
proteinas asociadas a los receptores. De todos los neurotransmisores conocidos
muchas hormonas se unen a receptores asociados a proteinas G. La cadena
polipeptidica de aminoacidos tiene 7 dominios que se unen a la membrana, que son
cadenas carboxilicas hidrofilicas.
c) Receptores de citoplasma o factores de transcripcion: tienen que ver con la

sintesis proteica.

5.3 Interaccion farmaco-receptor
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La interaccion del receptor con el farmaco se traduce en una sefial que va al interior de la
célula con una transduccion subsiguiente de la informacion. En la célula pueden pasar
muchos eventos, entre otras cosas la liberaciéon de segundos mensajeros que promueven
cambios en la permeabilidad de la membrana. Esta interaccion sucede por el
establecimiento de uniones quimicas, eléctricas o nucleares entre las partes activas de
ambas moléculas (F-R). Mientras mas fuerte sea la union mas tiempo persiste el efecto
farmacolégico. En términos practicos, esto puede significar la irreversibilidad del efecto.
Existen otros tipos de union que participan en la interaccion farmaco-receptor, como los
enlaces ionicos, los puentes de hidrogeno y los llamados enlaces de Van der Waals

(uniones en las que intervienen fuerzas nucleares) ' '°

Existen dos etapas que median la interaccion Farmaco-Receptor:

@ Unioén: el reconocimiento de los dos elementos moleculares.

@ Transduccion de la senal y la aparicién del efecto. La mayoria de los receptores
responden a proteinas que estan en la membrana. Pero no debemos olvidar que
existen también proteinas que estan en el citoplasma celular y son unidades de
transduccion que se relacionan con la respuesta de ciertas hormonas, las cuales se
unen a los receptores solubles ubicados en el citoplasma, los que tienen que ver con
la asociacion del ADN, o sea una estructura proteica que se une al farmaco y que
también se une al ADN y posteriormente esto es incorporado al nucleo, modificandose

de esta manera la sintesis proteica®.

5.4 Agonista y antagonistas
Los farmacos que actuan sobre los receptores especificos se pueden clasificar segun la
accion sobre el receptor. Los agonistas activan a los receptores produciendo una

respuesta subsiguiente mientras que los antagonistas se unen a los receptores pero sin
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producir una respuesta. Los antagonistas reducen la probabilidad de que los agonistas se
fijen al receptor y de esta manera se oponen a su accion de forma eficaz al eliminar a los
receptores del sistema. Distinguimos dos tipos de antagonismo: el competitivo y el no
competitivo?® 2.

Antagonistas competitivos: Estos agentes interactian en el mismo sitio de los
receptores que el farmaco agonista y por ello compiten con la unidén del segundo. Un
antagonista competitivo desplaza la Curva Concentracion-Respuesta hacia la derecha, lo
que hace que el farmaco se manifieste como si fuera menos potente® 2.

Antagonistas no competitivos: Estos farmacos pueden evitar la union del agonista o
impedir que este active al receptor. Un antagonista no competitivo reduce la respuesta
maxima y el fendmeno es similar al que produce un inhibidor no competitivo de una

reaccion catalizada por enzimas?® 2"

ACOMNISTA AO0HISTA
a8 Tﬂﬁcﬂ?iﬂﬂﬂ HO Pl
N I
AMTAGOMISTS
COMPETITIVO COMPETITIVD

Efecto bioclogico

Log de la concentracion de farmaco

Fig., 1. Efecto de los antagonistas de un farmaco. se muestra en color rosa el efecto biolégico producido por
un agonista completo en color café el efecto biolégico producido por la presencia de un agonista con un
antagonista competitivo y por ultimo en color azul se presenta el efecto biolégico producido por un agonista y
un antagonista competitivo. Tomada de la referencia 2.

5.5 Receptores Adrenergicos a

En la década de los setenta se establecid la existencia de dos tipos de receptores
alfaadrenérgicos; los a1 y los az y los B esto se comprobd en diversos 6rganos que la
adrenalina, noradrenalina y otros agonistas con efecto a4 (pero no los que tenian accion
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exclusiva ), eran capaces de inhibir la liberacion de noradrenalina provocada por
estimulacién de fibras adrenérgicas.

Usualmente el receptor a1 media la respuesta en el érgano efector y el receptor a, se
localiza presinapticamente y regula la liberacion del neurotransmisor. Sin embargo, el
receptor a, también aparece a nivel postsinaptico y coexiste en el musculo liso vascular

con el receptor a. Ambos receptores a son importantes para el control del tono vascular.

Hoy se sabe que los receptores a4 y los a2 no representan poblaciones homogéneas y se
pueden subdividir unos y otros en distintos subtipos. Actualmente la clasificacion de los
receptores adrenergicos-as ha quedado establecida de la manera siguiente: subtipo aia
(clonado a4c) y nombrado provisionalmente por algunos investigadores a1, subtipo aig
(clonado ai,) y subtipo aip (clonado ai4) y nombrado provisionalmente por algunos
investigadores a144. Parece que el subtipo aia estaria mas implicado en el mantenimiento
del tono basal y la tension arterial en animales conscientes y, sin embargo, los subtipos

asg Y ayp probablemente participan mas en la respuesta de los agonistas > ' %%

5.6. Via de Senalizacidon de la Fenilefrina

La fenilefrina es un potente vasoconstrictor que posee efectos simpaticomiméticos tanto
directos como indirectos. El efecto dominante es agonista adrenérgico a+°. La Fenilefrina
es un adrenérgico-a4 selectivo, este receptor es un receptor acoplado a proteina G el cual
a su vez se encuentra asociado al GTP, tanto la proteina Gy GTP regulan la actividad de
la PLC (fosfolipasa C), una vez activada, la lipasa desdobla rapidamente el
fosfatidilinositol-difosfato (PIP) a trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol los cuales actuan
como segundos mensajeros® ',

El IP; puede difundirse rapidamente a través del citoplasma vy fijarse a un canal de Ca?*
almacenado en el citoplasma. Al aumentar la concentracién de calcio citoplasmatico en la
célula se inicia una cadena de reacciones dependientes de este ion, muchas de ellas son
mediadas por proteinas fijadoras de Ca?* especificas, la mas comun de ellas es la
calmodulina, provocando la respuesta celular, es decir la contraccién muscular® ™ ¢

El diacilglicerol permanece en la membrana celular y activa proteinquinasa C, lo que
provoca una entrada de calcio en la célula. El exceso de diacilglicerol es destruido por

hidrolisis en glicerol mas el correspondiente acido graso®.
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Fenilefrina

Fosforilacion /
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Fig. 2 Via de sefializacion de la Fenilefrina sobre los receptores a-4. La Fenilefrina se une al sitio activo
provocando la activacion de la proteina Gy esta a su vez promueve el intercambio GDP para GTP-a que es
la forma activa tanto la Proteina G y el GTP activan la Fosfolipasa C (PLC) la cual desdobla rapidamente el
PIP; a IP; y Diacilglicerol (DG) los cuales actian como segundos mensajeros provocando una respuesta
celular.

6) ASPECTOS CUANTITATIVOS DE LA ACCION FARMACOLOGICA

La cuantificacion de la respuesta a los farmacos tiene implicaciones practicas y teoricas
importantes. Por un lado, permite establecer las bases de la relacidén entre la dosis de un
medicamento y el efecto terapéutico que puede esperarse y por otro lado, ha sido de gran
utilidad en el analisis de la naturaleza de la interaccién F-R.

6.1 Curvas Concentracién —Respuesta

La Curva Concentracion-Respuesta constituye el elemento fundamental para la
cuantificacion de la actividad farmacoldgica y permite estudiar las caracteristicas de la
interaccion farmaco receptor para llevar a cabo, esto es necesario conocer la cantidad de

receptores ocupados ya que esto determina la concentracion del farmaco en el 6rgano
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blanco, lo cual a su vez, permite formar un numero adecuado de complejos farmaco-
receptor y producir una accién farmacologica cuantal o gradual. La respuesta gradual o
cuantitativa es aquella que relaciona la concentracion con la magnitud de la respuesta, y
la respuesta cualitativa o cuantal o de tipo todo o nada que relaciona la frecuencia con la

cual una dosis de un farmaco provoca una respuesta fija del tipo todo o nada® %°.

6.1.1 Curvas Concentracion-Respuesta gradual > °

Las Curvas Concentracion-Respuesta se obtienen cuando se emplean varias
concentraciones crecientes de un farmaco en un mismo objeto biolégico (érgano de tejido
aislado in vitro o en el animal entero in situ) y después de cada aplicacién se determina la
respuesta maxima, se obtendra una Curva Concentracion-Respuesta que se clasifica
como gradual debido a que esta constituida por respuestas de magnitud variable y cada
vez mayor.

Este tipo de curvas se puede visualizar graficando en el eje de las abscisas la

concentracion del farmaco y en las ordenadas el efecto, teniendo una forma sigmoidea.

Etacbo
bua |y

log concentracion

Figura 3. Curva tedrica log Concentracién-Respuesta que
presenta la forma caracteristica sigmoidal.

6.2 Grafica doble reciproca'"?"

Inicialmente, las fuerzas electroestaticas atraen al donde

farmaco hacia el receptor, si la forma del farmaco F=famaco
R= receptor,
klconstante de velocidad al inicio
(indica velocidad de fijacion del
bien, si se trata de antagonistas irreversibles, de forma  famaco al receptor).

k2= esla constante de velocidad de

corresponde con la del lugar de fijacion del receptor, sera

retenido alli temporalmente por enlaces débiles, o

compensacion, (indica la velocidad
de disociacion de complgo
féarmaco-receptor).
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permanente por enlaces covalentes mas fuertes que los anteriores. Cuanto mayor es él
numero de enlaces, mejor es la interaccién entre el farmaco y el receptor y por tanto,

mayor es la afinidad del farmaco por el receptor.

F+'R,« FR® Efecto

La afinidad es definida por la constante de disociacion, a la cual se le asigna el simbolo
Kp. Cuanto menor es la Kp, mayor es la afinidad. Valores de la Kp de orden nanomolar
representan a farmacos con una alta afinidad por su receptor®.

Sabemos que los conceptos de cinética enzimatica los podemos relacionar directamente
con los conceptos de la interaccién farmaco-receptor, aunque hay que adaptarlos para
poderlos emplear.

La ecuacion de Michaelis-Menten aplicable a la cinética enzimatica es:

v = Vals] e- EnlS]
K. +[S] Ko +[S]
Ecuacién Michaelis-Menten Analisis Kp
V= velocidad de cinética enzimatica E= Efecto producido.
V =velocidad maxima E..= Efecto maximo
(S)= concentracion de substrato (F)= concentracion de substrato
K= constante de Michaglis Kp= constante de afinidad del farmaco por
el receptor

Empleando la expresion doble reciproca, la ecuacion de Michaelis-Menten se transforma

en una recta cuya ecuacion aplicada a la interaccion F-R es la siguiente:

1—&* 1 1

— I E
E Em [F] Emax
Donde Kp se define como la concentracion molar de farmaco que produce una respuesta

igual al 50% de la respuesta maxima.
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Fig4. Graficatedrica Doble Reciproca. En la cual
podemos apreciar d efecto maximoy laKp,

La grafica doble reciproca se ha empleado para analizar el tipo de antagonismo, ya sea de
tipo competitivo (farmaco que tiene la capacidad de unirse al receptor, pero incapaz de
producir una repuesta) donde se puede apreciar en la grafica que el efecto maximo es el
mismo pero su constante de afinidad es diferente. En el caso de ser un antagonismo no
competitivo (estos farmacos pueden evitar la unién del agonista o impedir que este
active al receptor), el efecto maximo se reduce y la Kp es igual®'.

1E VE
Antagonista Agomsta
-
- 7 Agonista * .
/ Antagomsta
v /
— Agonist :
| - g:::;: 4 Agonista
- - solo
' 1F] e
1k
ko |[-r . f Liky LF]

fig. 5 efecto antagénico no competitivo fig.6 efecto antagénico competitivo

7) CARACTERISTICAS DE LA AURICULA DERECHA

7.1 Auricula derecha
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ey

Fig. 7 Estructura del corazon.

La auricula derecha recibe la sangre desoxigenada que llega a través de las venas cavas
(superior e inferior). La auricula también recibe sangre desoxigenada del propio corazon
por medio del seno coronario (una valvula Tebesiana cubre la abertura del seno
coronario). Mientras que la vena cava superior carece de valvula, la vena cava inferior
tiene una valvula parcial. Un detalle de interés es que la vena cava inferior recibe
pulsaciones retrogradas (se observan en las venas del cuello y se conocen como ondas 'a’
de cafidn) cuando la auricula derecha se contrae y la valvula tricuspide esta cerrada. Esto
ocurre en arritmias como el ritmo de la union, taquicardia ventricular y el bloqueo
auirculoventricular de tercer grado (bloqueo completo)'™ 2. La auricula derecha contribuye
a la regulacién de la frecuencia cardiaca por medio de barorreceptores presente en su
superficie interior. Los barorreceptores responden a la disminucion de la precarga
(disminucion en el volumen de sangre), produciendo un incremento en los latidos por
minuto. Esto significa que la accion del nervio vago es inhibida, permitiendo que el sistema
nervioso simpatico estimule el corazén. Por otra parte, si el volumen de precarga
incrementa, el nervio vago (estimulado por los barorreceptores) actua disminuyendo los
latidos por minuto. Este efecto ocurre en la arritmia sinusal, en el cual el ritmo cardiaco
aumenta durante la inspiracion y disminuye durante la expiracion. Durante la inspiracién el
volumen de la caja toraxica incrementa, reduciendo el retorno venoso. Durante la

expiracion el volumen de la caja toraxica decrece, causando compresion de las venas
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cavas incrementando el retorno venoso. Por otro lado, las auriculas desempenan una
funcién endocrina. Ambas cavidades producen y liberan el péptido natriurético auricular
(PNA). Este péptido decrece el efecto de la epinefrina, endotelina y del sistema de renina-
angiotensina-aldosterona. PNA es liberado por las auriculas cuando estas detectan un
aumento de la precarga. Los efectos producidos por PNA incluye: disminucion de los
latidos por minuto; reduccion de la precarga por medio de vasodilatacion e incremento en
la eliminacion de orina; estimulacion del nervio vago e inhibe la hipertrofia ventricular. La
pared auricular derecha tiene aproximadamente dos milimetros de grueso. El espesor de
esta pared es suficiente par su funcion de bombear hacia una cavidad de baja presion (el

ventriculo derecho durante su diastole)'™ .

7.2 Sistema de conduccion

Los impulsos eléctricos generados por el musculo cardiaco (el miocardio) estimulan el
latido (contraccion) del corazén. Esta sefal eléctrica se origina en el nédulo sinoauricular
(SA) ubicado en la parte superior de la auricula derecha. El nodulo SA también se
denomina €l «marcapaso natural» del corazén. Cuando este marcapaso natural genera un
impulso eléctrico, estimula la contraccion de las auriculas. A continuacion, la sehal pasa
por el nédulo auriculoventricular (AV). Este detiene la sefial un breve instante y la envia
por las fibras musculares de los ventriculos, estimulando su contraccion. Aunque el nédulo
SA envia impulsos eléctricos a una velocidad determinada, la frecuencia cardiaca podria

variar seguin las demandas fisicas o el nivel de estrés o debido a factores hormonales” '

25_ Anatomia del Sistema de Conduccibn

Vena Cava Supenor__jeet—=x]
Haz inber-nodal anteno

Haz de Bachmann
Haz inler-nodal medio

Seplum Inter-aurcular

Fig. 8 Sistema de conduccion



Q.F.B. Patricia Tamara Cagtillo Garcia

7.3 Compuestos Morfolinicos y tiomorfolinicos

En la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan se sintetizaron una serie de compuestos
mediante un sistema asistido por computadora. Esto se realizé continuando la
investigacion hecha en la Republica de China, donde utilizan la Changrolina como
molécula base ya que posee efecto antiarritmico, la cual puede ser util para el tratamiento
de las cardiopatias.

La molécula fue divida en tres regiones, determinaron que la region 1 es la que posee la
actividad antiarritmica, ademas que la region 2 y 3 podian ser reemplazadas por una gran

variedad de sustituyentes.

Region 3

Fig. 9 Molécula Changrolina dividida en tres regiones
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Los Investigadores pioneros no concluyeron el estudio por lo cual el grupo de
investigadores del Laboratorio de Quimica Medicinal a cargo del Dr. Enrique Angeles
Anguiano retomo la investigacion de estos compuestos, procediendo a su sintesis
utilizando como sustituyentes una molécula de morfolina y/o tiomorfolina (ver figura 10 ),
obteniéndose asi los compuestos morfolinicos, dimorfolinicos vy tiomorfolinicos

denominados LQM".

OH
\/ Y
Fenol sugtituido  Formalderhido Morfollna
R=CH3, X, OH, OVig, &c. Y =0O- morfolinicos

S - tiomorfolinicos

Figura 10: Reaccion quimica de sintesis de la serie de compuestos morfolinicos y tiomorfolinicos

De esta serie de compuesto con clave LQM se seleccionaron algunos como : LQM-308,
LQM-309, LQM-310. LQM-312, LQM-313, LQM-314, LQM 318, LQM-319, LQM-320, LQM
321, LQM-324,Y LQM 332, (ver tabla 1 Estructuras de los compuestos) a los cuales se
les realizé un estudio de actividad biologica dentro del Laboratorio de Farmacologia del

Miocardio a cargo de la Doctora Luisa Martinez Aguilar.
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Tabla 1. Estructuras quimicas de los compuestos evaluados en la auricula derecha
de rata Wistar.

FARMACO/COMPUESTO Estructura
LQM-308 ©Ab
SReRe
LQM-310 o

OH

Y B

9 @
LQM-312 No2
LQM-313 ™~

[ 9
LQM-314 S
[
LQM-318
g 2

LQM-319
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LQM-320

LQM-321

LQM-324

LQM-332

FENILEFRINA
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8) FASE EXPERIMENTAL
8.1 Material
Material Biologico
@ 66 ratas Wistar macho joven con un peso entre 250-400g, animales proporcionados
por el Bioterio de la Facultad de Medicina-UNAM.
Compuestos a evaluar:
@ Morfolinicos (LQM-308, LQM-309, LQM-310, LQM-312, LQM-313, LQM-314)
@ Tiomorfolinicos LQM-318, LQM-319, LQM-320, LQM-321, LQM-324, LQM-332)
Soluciones y Reactivos
@ Solucién de Krebs (1.5L)
@ Carbogeno (PAXAIR: 95% O, Y 5% COy)
@ Pentobarbital sodico de uso veterinario SEPHORTEDAL (0.063g/ml)
@ Acido clorhidrico HCI 0.01M Reactivo analitico MONTERREY®
Equipo
@ Computadora integrada con el softwere ACQ 381 NOWELEDGE
Bafio PolyScience® 801 (0-150°C)
Termometro Widder®,(-20 a +110°C)
Balanza analitica (Sartorius®, BL60S 0.1mg-609)

Q Q O 8

Balanza granataria para animales (OHAUS® 0.1-2610q)

Material de laboratorio:

Piseta

Caja petri

Micropipetas Wilson Pipetman® de 100 y 1000pl
Viales &mbar

Hilo seda 4/0

Estuche de diseccion

Micropipetas Transferpette® de 100 y 1000uL

Q O Q8 8 8 8 8 W

Jeringas de insulina 1 mL
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8.2 Métodos.

Preparacion de los compuestos Morfolinicos y Tiomorfolinicos. Se pes6 de cada
compuesto lo necesario para poder obtener una concentracién de 10> M. Todos los
compuestos evaluados fueron disueltos con la cantidad minima necesaria de HCI (0.01N)

y se llevo a un volumen total de 1mL con solucién de Krebs.

Preparacion de la Curva Concentracion-Respuesta a Fenilefrina en ausencia de los
compuestos Morfolinicos y Tiomorfolinicos Se pesé 0.2g de fenilefrina la cual era
disuelta con solucién de Krebs hasta llegar a un volumen de 1 mL (concentracién 10 M),
de esta solucién se hicieron diluciones obteniendo las siguientes concentraciones (10,
10°,10°, 107, 10%y 10° M).

Se anestesio la rata con pentobarbital sédico con una dosis de 45mg/Kg via i.p. Se
coloco sobre la tabla de diseccion, se realizo una toracotomia con la finalidad de exponer
al corazon, se extrajé el corazén y se colocd en un vaso de precipitados con solucién de
Krebs (32-35°C) y oxigenacion. Posteriormente se coloca el corazdn en una caja petri para
disecar la auricula derecha. Esta se sujeta en la parte inferior a un anillo de acero
inoxidable y del otro extremo fue sujetada con hilo seda 4/0 al transductor de tension. Se
coloca en la cadmara de tejidos aislados con solucién Krebs, oxigeno y temperatura (32-
35°C) el anillo se coloca en la parte inferior de la cAmara y el hilo del otro extremo se
sujeta al transductor. A la preparacion se le aplica una tension de 0.5¢g la cual se deja por
una hora con intervalos de 15 minutos para lavar la preparacion, al terminar este tiempo
de estabilizacién se procede a realizar la Curva Concentracion-Respuesta a Fenilefrina
iniciando con la adicion de 0.1 mL a la camara de la concentracién de 10° M, una vez que
se observa el efecto a esta concentracion se procede adicionar 0.1 mL de Fenilefrina 10®

M. De esta manera se realiz6 para todas las concentraciones.

Determinacién de las Curvas Concentracidon-Respuesta a Fenilefrina en presencia
de los compuestos morfolinicos (LQM-308, LQM-309, LQM-310, LQM-312, LQM-3.13,

2
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LQM-314) y Tiomorfolinicos (LQM-318, LQM-319, LQM-320, LQM-321, LQM-324 y
LQM-332) a una concentraciéon de 10”M. Para este caso, una vez montada la auricula
en la camara después del tiempo de estabilizacién se adiciona 0.1 mL del compuesto
Morfolinico o Tiomorfolinico en una concentracién de 107 M y se dej6 incubar por 30
minutos. Posteriormente se realiza la Curva Concentracion-Respuesta acumulativa a

Fenilefrina.

8. 3 Diagrama de la fase experimental
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9) RESULTADOS

Las Curvas Concentracion-Respuesta se realizaron con la finalidad de determinar que
compuesto ya sea Morfolinico (LQM-308, LQM-309, LQM-310, LQM-312, LQM-3.13,
LQM-314) o Tiomorfolinico ) LQM-318, LQM-319, LQM-320, LQM-321, LQM-324 y LQM-
332) presenta efecto sobre la contraccién auricular por la Fenilefrina en presencia de los
compuestos LQM 300’s.

De los compuestos morfolinicos evaluados LQM-308, LQM-309, LQM-310, LQM-312,
LQM-3.13, LQM-314 obsérvese que la disminucién de la contraccion auricular esta dada
por el compuesto LQM-314 el cual inhibe por completo el efecto contractil de la fenilefrina
sobre la auricula derecha desde la primera concentracion 107" a 10°M, seguido por el
compuesto LQM-313, LQM-308, LQM-309 mientras que para los compuestos LQM-310 y
LQM-312 el efecto producido es totalmente diferente, es decir en estos casos se potencia
el efecto contractil de la fenilefrina sobre la auricula derecha.

De los compuestos Tiomorfolinicos evaluados LQM-318, LQM-319, LQM-320, LQM-321,
LQM-324 y LQM-332, obsérvese en las figuras correspondientes que la disminucion de la
respuesta contractil esta dada por el compuesto LQM-321 el cual inhibe por completo la
respuesta contractil de la fenilefrina sobre la auricula derecha, seguido por el LQM-320,
LQM-318, LQM-319, LQM-332 y el compuesto LQM-324 tiene un efecto contrario, este
compuesto presenta potencia de efecto, es decir el efecto contractil de la fenilefrina se ve
aumentado por la presencia del compuesto LQM.

Ademas se realizo un analisis empleando el método doble reciproca para determinar sus
constantes de afinidad y asi poder evaluar el tipo de antagonismo que presentaron los
compuestos evaluados tanto Morfolinicos como Tiomorfolinicos. Véase esto en las figuras
11,12, 13, 14, 15,17, 18, 19, 21 y 22.

Los compuestos LQM-308, LQM-309, LQM-313, LQM-318, LQM-319, LQM-320, LQM-321
y LQM-332, presentan efecto antagonico de tipo no competitivo. En el caso del compuesto
LQM-308 presenta un efecto antagonico de tipo competitivo. Los compuestos LQM-314 y

LQM-321 inhiben completamente el efecto contractil a la Fenilefrina por lo que no se
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grafico sus correspondientes dobles reciprocas. Los compuestos LQM-310, LQM-312 y

LQM-324 promueven a que la Fenilefrina presente un efecto contractil mayor.

Tabla 2. Clasificacion de la respuesta obtenida para los compuestos LQM 300°'s
evaluados

DISMINUCION DE LA AUMENTO DE LA DISMINUCION
RESPUESTA RESPUESTA TOTAL DE
LA RESPUESTA
LQM-308 (Morfolinico) LQM-310 (Morfolinico) LQM-314 (Morfolinico)

LQM-309 (Morfolinico) LQM-312 (Morfolinico) LQM-321(Tiomorfolinico)

LQM-313 (Morfolinico) LQM-324 (Tiomorfolinico)

LQM-318 (Tiomorfolinico)

LQM-319 (Tiomorfolinico)

_ o~~~ ~] ~

LQM-320 (Tiomorfolinico)

LQM332 (Tiomorfolinico)

Tabla 3. Efecto maximo y Kp (promedios) de cada compuesto LQM

COMPUESTO | %Emax Kb proMEDIO
(M)*10”7
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FENILEFRINA| 100.00 1.1+0.27

LQM-308 67.5 3+1.4

LQM-309 111.66 1.4+1

LQM-310 156.41 0.36+ 0.14

LQM-312 113.00 2.5+ 2.1

LQM-313 50.34 0.85 + .374

LQM-314 68.71

LQM-318 75.63 1.2+ .61

LQM-319 133.91 0.63+ 0.23

LQM-320 60.89 1.3+ 0.71

LQM-321 25.91

LQM-324 99.59 0.4+.033

LQM 332 50.34 2.8+1.85
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GRAFICASDE RESULTADOS

LOM 308
A
CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A FENILEFRINA EN
AUSENCIA Y PRESENCIA DEL COMPUESTO LQM 308
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Figura 11. A) Curvas Concentracidon-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea negra) y en presencia del
LQM-308 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados
fueron significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas
curvas mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-308. En este caso la
constante de afinidad vario significativamente. Por lo que observamos un antagonismo de tipo competitivo.
La significancia de la Kp se determind mediante la prueba de la t de Student para datos no pareados con
una significancia de *p<0.05
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LQM-309
A

Figura 12. A) Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea negra) y en presencia del
LQM-309 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados
fueron significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas
curvas mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-309. En este caso la
constante de afinidad no vario significativamente. Por lo que observamos un antagonismo de tipo no
competitivo. La significancia de la Kp se determind mediante la prueba de la t de Student para datos no

CURVA CONCENTRACION-RESPUESTA A FENILEFRINA EN
AUSENCIAYY PRESENCIA DEL LQM 309

1.000
2 0.800
4
g 0.600
% 0.400
W 0.200
0.000 +——a—
N N N N N N
S S S S S S$
N N N Q > N
\) \) Q Q° Q
& N ©
—e—FENILEFRINA (LQM
- 309
CONCENTRACION (M) o PN EFRINA
METODO DOBLE RECIRPOCA PARA FENILEFRINA EN AUSENCIA Y
PRESENCIA DEL COMPUESTO LQM-309
40
35 -
30 |
Z
8 25 1
0 20 4
£ 10 —

~ 0
A\%J

-4E+07 -2E+07 -5 2E+07 4E+07 6E+07 8E+07 1E+08 1,2E+08

1/CONCENTRACION Lineal (FENILEFRINA (LQM-

309)
Lineal (FENILEFRINA)

pareados con una significancia de *p<0.05
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LQM 310
A

Figura 13. A) Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea negra) y en presencia del LQM-
310 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-310. En este caso la
constante de afinidad no vario significativamente. Por lo que observamos que tiene una tendencia a
presentar un antagonismo de tipo no competitivo. La significancia de la Kp se determind mediante la prueba
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de la t de Student para datos no pareados con una significancia de *p<0.05
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Figura 14. A) Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea azul) y en presencia del LQM-

312

(linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron

significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-312. La significancia de la
Kp se determind mediante la prueba de la t de Student para datos no pareados con una significancia de

*p<0.05
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LQM 313
A

Figura 15. A) Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea azul) y en presencia del LQM-
313 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-313. En este caso la
constante de afinidad no vario significativamente. Por lo que observamos un antagonismo de tipo no
competitivo. La significancia de la Kp se determind mediante la prueba de la t de Student para datos no
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pareados con una significancia de *p<0.05
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LOM 314
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Figura 16. Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea negra) y en presencia del LQM-314
(linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. No se determino el metodo doble reciproco

debido a que el efecto de la fenilefrina es inhibido completamente.
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LQM 318
A

Figura 17. A) Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea azul) y en presencia del LQM-
318 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-318. En este caso la
constante de afinidad no vario significativamente. Por lo que observamos un antagonismo de tipo no
competitivo. La significancia de la Kp se determind mediante la prueba de la t de Student para datos no
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Figura 18. A)Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea azul) y en presencia del LQM-
319 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-319. En este caso la
constante de afinidad no vario significativamente. Por lo que observamos un antagonismo de tipo no
competitivo. La significancia de la Kp se determind mediante la prueba de la t de Student para datos no
pareados con una significancia de *p<0.05
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LQM 320
A

Figura 19. A) Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea azul) y en presencia del LQM-
320 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-320. En este caso la
constante de afinidad no vario significativamente. Por lo que observamos un antagonismo de tipo no
competitivo. La significancia de la Kp se determind mediante la prueba de la t de Student para datos no
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pareados con una significancia de *p<0.05
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LQM321
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Figura 20. Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea azul) y en presencia del LQM-320
(linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. No se determino el metodo doble reciproco

debido a que el efecto de la fenilefrina es inhibido completamente.
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Figura 21. A) Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea azul) y en presencia del LQM-
324 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-324 La significancia de la
Kp se determind mediante la prueba de la t de Student para datos no pareados con una significancia de

*p<0.05
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LQM 332
A
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Figura 22. A) Curvas Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia (linea azul) y en presencia del LQM-
332 (linea rosa) en el modelo in vitro de auricula derecha de rata Wistar macho. Los resultados fueron
significativos y corresponden al valor promedio + error estandar con una n=5, comparando ambas curvas
mediante ANOVA de un factor con una p=0.05, F-Fiher. B) Grafica de doble reciproca de la Curva—
Concentracion-Efecto a Fenilefrina en ausencia y presencia del compuesto LQM-332. En este caso la
constante de afinidad no vario significativamente. Por lo que observamos un antagonismo de tipo no
competitivo.  La significancia de la Kp se determin6é mediante la prueba de la t de Student para datos no
pareados con una significancia de *p<0.05

CURVAS CONCENTRACION-% RESPUESTA A FENILEFRINA EN PRESENCIA DE LOS
COMPUESTOS LQM 300°S
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LQM 308

CURVAS CONCENTRACION-%RESPUESTA A FENILEFRINA
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Figura 23. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-308 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-308 en la cual se aprecia una disminucion
considerable del porcentaje de respuesta.
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Figura 24. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-309 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-309 en la cual se aprecia una disminucion
significativa del porcentaje de respuesta.
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CURVAS CONCENTRACION-%RESPUESTA A FENILEFRINA
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Figura 25. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-310 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-310 en la cual se aprecia un aumento considerable
del porcentaje de respuesta.
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Figura 26. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-312 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-312 en la cual se aprecia un aumento significativo
del porcentaje de respuesta.
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CURVAS CONCENTRACION-%RESPUESTA A FENILEFRINA
EN AUSENCIA Y PRESENCIA DEL COMPUESTO LQM-313
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Figura 27. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-313 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-313 en la cual se aprecia una disminucion
considerable del porcentaje de respuesta.
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Figura 28. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-314 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-314 en la cual se aprecia una disminucion total
del porcentaje de respuesta .
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CURVAS CONCENTRACION-%RESPUESTA A FENILEFRINA
EN PRESENCIA DEL COMPUESTO LQM-318
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Figura 29. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-318 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-318 en la cual se aprecia una disminucion
considerable del porcentaje de respuesta.
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Figura 30. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-319 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la fenilefrina,
en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-319 en la cual se aprecia una disminucion considerable del
porcentaje de respuesta en las primeras concentraciones y en las concentraciones mas altas hay un
aumento del porcentaje de respuesta .
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CURVAS CONCENTRACION-%RESPUESTA A FENILEFRINA
EN AUSENCIA'Y PRESENCIA DEL COMPUESTO LQM-320
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Figura 31. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-320 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-320 en la cual se aprecia una disminucion
considerable del porcentaje de respuesta en las primeras concentraciones y en las concentraciones mas
altas hay un aumento del porcentaje de respuesta.
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Figura 32. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-321 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-320 en la cual se aprecia una disminucion
considerable en todas las concentraciones.
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CURVAS CONCENTRACION-%RESPUESTA A FENILEFRINA EN
AUSENCIA Y PRESENCIA DEL COMPUESTO LQM-324
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Figura 33. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-324 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-324en la cual se presenta un ligero aumento en el
porcentaje de respuesta y en color negro el error estandar.

CURVAS CONCENTRACION-%RESPUESTA A FENILEFRINA
EN PRESENCIA DEL COMPUESTO LQM-332
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Figura 34. Curva Concentracion -% Respuesta a Fenilefrina con el compuesto LQM-332 en un modelo In
Vitro utilizando la auricula derecha de rata Wistar macho joven. Los resultados corresponden a un valor
promedio +/- error estandar con una n = 5 Mostrando en linea rosa la curva correspondiente a la
fenilefrina, en color azul la curva de Fenilefrina con LQM-332 en la cual se presenta una ligera disminucion
del porcentaje de respuesta y en color negro el error estandar
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10)ANALISISDE RESULTADOS

Sabemos que México forma parte de los paises en vias de desarrollo, debido a esto en
nuestro pais es dificil que se realicen investigaciones para el desarrollo de nuevos
farmacos debido al alto costo que esto implica,® por tal motivo los investigadores de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en la Unidad de Posgrado, han decidido crear
nuevos farmacos con la finalidad de ayudar a la poblacién mexicana en el tratamiento de
las cardiopatias esto resulta muy prometedor, aunque no sera una tarea facil; los
profesionales que laboran en ella estan comprometidos para lograr que este proyecto sea
todo un éxito. El proyecto comprende el disefio asistido por computadora, desarrollo,
sintesis y evaluacion de una serie de compuestos Morfolinicos y Tiomorfolinicos ademas
el de determinar si estos compuestos posee alguna actividad farmacoldgica, por lo cual
en el Laboratorio de Farmacologia del Miocardio a cargo de la Dra. Luisa Martinez Aguilar,
se emplean métodos In Vivo, esto métodos se basan en la utilizacion de diferentes
tejidos de animales ya que poseen una gran cantidad de receptores por lo que se puede
determinar su mecanismo de accion mediante la relacion grafica entre la magnitud de la
respuesta y la concentracion que la produce. Para poder determinar que estos
compuestos poseen actividad sobre los receptores a4 localizados en el musculo cardiaco,
se utilizo un agonista especifico para estos receptores, como lo es la Fenilefrina, su
estructura posee ciertas caracteristicas que lo hace selectivo para este tipo de receptores,

como lo es el grupo etilamina localizado en la posicion 3 del fenol.

Los compuestos evaluados fueron los siguientes: Morfolinicos (LQM-308, LQM-309, LQM-
310, LQM-312, LQM-313, LQM-314, y Tiomorfolinicos ( LQM-318, LQM-319, LQM-320,
LQM-321, LQM-324, LQM 332), quimicamente constituidos por dos anillos de morfolina
(los primeros) y dos anillos tiomorfolina (para los segundos ) con sus correspondientes
sustituyentes que les dan ciertas propiedades diferentes lo cual se puede corroborar ya
que los compuestos presentaron diferente actividad sobre la contracciéon de la auricula

derecha.

Como ya se menciono se utilizo la fenilefrina como un agonista alfa adrenergico, el cual
actua sobre la activacion de la proteina G en especifico G, las cuales a su vez activan a

la fosfolipasa C la cual hidroliza los polifosfoinositidos dando como resultado que se



Q.F.B. Patricia Tamara Cagtillo Garcia

formen segundos mensajeros como el IP; y el DG. Los cuales provocan el aumento de la
concentracion intracelular de Ca®" por lo cual se presenta una respuesta celular, en

nuestro caso de la contraccion de la auricula, por el aumento de dicho ion.

Para los compuestos evaluados LQM-309, LQM-313, LQM-318, LQM-319, LQM-320 Y
LQM-332, se puede ver claramente que el efecto contractil de la fenilefrina se ve
disminuido por la presencia de estos compuesto (figura: 12, 15, 17, 18, 19 y 22
respectivamente). Para realizar un analisis completo se determino el método doble
reciproca el cual ayuda a determinar el tipo de antagonismo que presentan dichos
compuestos, el efecto antagonico que presenta es de tipo no competitivo entendiéndose
por este efecto antagdnico como aquel que se lleva acabo en aquellos farmacos que
pueden evitar la union del agonista o impedir que este active al receptor, al ver sus figuras
correspondientes (Panel B ),se puede ver claramente que se cumple con lo que el método
menciona; para que posean un efecto antagdnico de tipo no competitivo es necesario que
su efecto maximo se vea disminuido, pero su constante de afinidad sea la misma, por lo
cual se realizé un analisis estadistico de t de student para datos no apareados y se
determino que no hay diferencia significativa entre las Kp con lo cual se cumple con este

punto.

La potencia del efecto para disminuir la contraccién dada por la Fenilefrina de estos
compuestos queda en el orden siguiente: LQM-313> LQM-320>LQM-318> LQM-332>
LQM-309> LQM-319.

Los compuestos evaluados que poseen una total disminucion de la contraccion muscular
dada por la Fenilefrina fueron: el compuesto LQM-321 y LQM-314 desde la primera
concentracién de 107° hasta 10°M, con lo cual podemos ver claramente (figura 16 y 20)
que a estos compuesto no se les realizé el analisis del método doble reciproca. Por lo que
se propone disminuir a un mas la concentracion del compuesto LQM-314 y LQM-321 (10

9M) con la finalidad de determinar cual es la concentracion necesaria para poder
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determinar que tipo de efecto antagdonico presenta en presencia de Fenilefrina

(antagonismo competitivo 0 no competitivo).

Para el compuesto LQM-308 se puede ver que tiene una tendecia a disminuir la respuesta
contractil de la fenilefrina sobre la auricula derecha, al realiza el analisis mediante el
empleo del método doble reciproca se aprecia que posee un efecto antagonico de tipo
competitivo, ya que su valor de efecto maximo es semejante al de la fenilefrina sola y su

constate de afinidad es diferente.

Para los compuestos LQM-310, LQM-312 y LQM-324 se puede observar que en las
figuras 13, 14 y 21 aumentan el efecto contractil de la Fenilefrina en presencia de estos, es
decir hay un sinergismo de potenciacion de efectos, entendiéndose por esto el incremento
del efecto dela Fenilefrina. Esto podria estar sucediendo debido a que estos compuesto
se pueden combinar muy firmemente con un sitio alostérico en el receptor (no es un sitio
de Fenilefrina); por lo tanto, induce a cambios de conformacion que reducen la afinidad del
agonista por su sitio, pero en concentraciones mas altas de agonista se puede producir

una respuesta maxima a pesar de la existencia de la firme union del agonista.
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11) CONCLUSION

@ Se aplico el modelo experimental In Vitro utilizando la auricula derecha de rata
Wistar macho, para evaluar el efecto de 6 compuestos Morfolinicos (QM-309, LQM-
310, LQM-312, LQM-313, LQM-314) y 6 compuestos Tiomorfolinicos ( LQM-318,
LQM-319, LQM-320, LQM-321, LQM-324, LQM 332) con respecto a la
contraccion ejercida por la fenilefrina.

@ Los compuestos LQM-309, LQM-313, LQM-314, LQM-318, LQM-319, LQM-320 y
LQM-332 mostraron un efecto antagdénico de tipo no competitivo sobre la
contraccion de la auricula derecha.

@ El compuesto LQM-308 presento un efecto antagonico de tipo competitivo sobre la
contraccion auricular.

@ Los compuestos LQM-310, LQM-312 y LQM-324 presentaron una tendencia a
generar sinergismo de potenciacion sobre la contraccion de la auricula derecha de
rata.

@ En base a los resultados obtenidos se sugiere utilizar concentraciones mas bajas
de los compuestos LOQM-314 y LQM-321 para determinar la concentracion
necesaria para antagonizar el efecto contractil de la fenilefrina de una manera que
no se genere un abatimiento total de la respuesta contractil de la fenilefrina y asi
poder determinar el tipo de efecto antagdénico que presentan dichos compuestos.
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COMENTARIOS

Inicialmente estos compuestos han demostrado en modelos in vitro una respuesta
hipotensora y antihipertensiva ya que se han evaluado en ratas Wistar anestesiada e
Hipertensa Espontdnea. Estos compuestos han sido capaces de disminuir la presion
arterial. La finalidad de la evaluacién de los compuestos LQM 300°s sobre la contraccién
de la auricula derecha fue importante porque se determino que estos compuestos actiian
sobre los receptores adrenergicos a_; . Por otro lado se determino que son capaces de
afectar la contraccion del musculo cardiaco. Por los resultados obtenidos podemos decir
gue requerimos de compuestos que disminuyan la presién arterial sin la modificacién de
la funcidn contréctil del corazén en el tratamiento de la hipertension arterial. Por lo que
sugerimos dar seguimiento a aquellos compuestos LQM 300°s que no modifiquen esta
actividad como en el caso de los compuestos LQM-310, LQM-312 y LQM-324.

Se sugiere que se continden con los estudios sobre la actividad adrenérgica a_; sobre la
musculatura lisa vascular, utilizando anillos de aorta de rata normotensa e hipertensa
espontanea con el propésito de conocer si la vasodilatacion estard dada por el

antagonismo a la Fenilefrina.
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ANEXO |

METODO DE RECIPROCO DOBLE * ' 2"
Segun la teoria Ocupacional, postulada por Clark dice que el efecto de un
farmaco es proporcional a la accién de receptores que ocupa, presentandose el
efecto maximo cuando se ocupan todos los receptores. Si se supone que un
agonista se une a su receptor en forma irreversible, la ecuacion que describe esta

reaccion seria:

|:+kle2 « FR® Efecto

En la que F representa al farmaco, R a los receptores y FR al complejo farmaco-
receptor; kay y k2 son las constantes que rigen respectivamente al asociacion vy la
disociacion de F y R. Esta reaccion es semejante a la interaccion de una enzima
con su sustrato, en donde la magnitud del efecto corresponderia a la formacién
del producto. Ordenando los elementos de acuerdo con la ecuacion de Michelis
Menten para enzimas y sustratos se tendria:
__ E,F)
Ko +(F)

En donde (F) es la concentracion del farmaco libre (no unido al receptor) y Kp (que
corresponde a k. y ki, ) es la constante de disociacion del complejo farmaco-
receptor.

La teoria ocupacional ha sido bastante Util porque permite explicar como acttia un
farmaco y también permite hacer representaciones graficas de la relacion
concentracion-respuesta. Por lo tanto si empleamos la expresion doble reciproca,
la ecuacion de Michaelis-Menten se transforma en una recta cuya ecuacion es la

siguiente:
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E E, (F) E

1 Ky, 1 N 1

max

Si la relacién del efecto es la mitad del efecto maximo, resulta que Kp= (F) que
produce el 50% del efecto maximo. Si la relacion entre el efecto y el efecto
maximo es el inverso (1/2), resulta que Kp es igual a la concentracion del farmaco

gue produce el 50% del efecto maximo, lo que se conoce también con DEso.

La grafica doble reciproca se ha empleado para analizar los antagonismos, ya sea
de tipo competitivo (farmaco que tiene la capacidad de unirse al receptor, pero
incapaz de producir una repuesta) donde se puede apreciar en dicha grafica que
el Efecto maximo es el mismo pero su constante de afinidad es diferente. En el
caso de ser un antagonismo del tipo no competitivo (estos farmacos pueden
evitar la union del agonista o impedir que este active al receptor), el efecto

maximo se reduce y la Kq es igual.

GRAFICA DEL RECIPROCA DOBLE DE LOS COMPUESTOS PROBADOS QUE
DISMINUYERON LA RESPUESTA A LA FENILEFRINA.

METODO DOBLE RECIPROCA PARA FENILEFRINA
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. Reciproco doble para Fenilefrina, extrapolando en el eje de las X obtenemos el
valor de su Kg.

OBTENIENDO UNA kp POR MEDIO DE LA ECUACION DE LA RECTA

Kd promedio = 1.1*10”



Kd extrapolada =

9*10”’

TABLAS DE ANOVA

En el siguiente anexo se presenta el analisis estadistico de varianza (ANOVA)
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ANEXO Il

para cada compuesto, de los datos obtenidos del método doble reciproca el cual

nos permite determinar si hay diferencia significativa entre los resultados

obtenidos.

Para ello se plantean las siguientes hipétesis:

Ho: las medias de las Graficas de doble reciproco son iguales a las medias de las

medias de la curva concentracién-respuesta.

Hi: al menos un par de ellas son diferentes.

Si Fexp < Frap= N0 se rechaza Ho si Feyp > Fap= Se rechaza Ho

2.1 Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-308

FENILEFRINA _ |LQM 308
100000000 20 13.15
10000000 15.9 10
1000000 4.4 7.24
100000 1.55 3.24
10000 1.34 2.14
1000 1.32 2.02
RESUMEN
Grupos [Cuenta|Suma| Promedio | Varianza
Columna 1 6| 44.51] 7.41833333] 69.5840967
Icolumna 2 6 37.79] 6.29833333| 21.2967367

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados | Promedio de Valor
variaciones cuadrados |de libertad| los cuadrados F Probabilidad|critico para F
Entre grupos 3.7632 1 3.76320.08281614| 0.77939255 4.96459052
Dentro de los grupos | 454.4041667| 10| 45.4404167
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Total

458.1673667

11

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto

LQM-308.

2.2 Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-309

FENILEFRINA |LOM 309
100000000 20 33.3
10000000 15.9 32.3
1000000 4.4 6.8
100000 1.55 3.3
10000, 1.34 1.4
1000 1.32 1.3
RESUMEN
Grupos |Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1 6| 44.51] 7.41833333| 69.5840967
||Co|umna2 6| 78.3340651] 13.0556775| 237.795742

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de |[Grados de| Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados | libertad | los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 95.3389481 1 95.3389481] 0.62033313 0.44918899| 4.96459052
Dentro de los grupos | 1536.89919 100 153.689919
Total 1632.23814 11
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2.3 Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-310

FENILEFRINA [LQM-310
100000000 20 8.8
10000000 15.9 5.1
1000000 4.4 2.0
100000 1.55 0.9
10000 1.34 0.9
1000 1.32 0.9
RESUMEN
Grupos |Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1 6 44.51| 7.41833333] 69.5840967
||Co|umna2 6 18.6571421) 3.10952369| 10.2821664

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de |Grados de|Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados | libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 55.6975217 1 55.6975217| 1.39476969| 0.26492772| 4.96459052
Dentro de los grupos | 399.331316 10 39.9331316
Total 455.028837| 11

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto

LQM-310



Q.F.B. Patricia Tamara Cagtillo Garcia

2.4 Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-312

FENILEFRINA [LQM-312
100000000 20 10.0
10000000 15.9 7.1
1000000 4.4 2.0
100000 1.55 1.3
10000 1.34 1.3
1000 1.32 1.3
RESUMEN
Grupos |Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1 6 44.51| 7.41833333] 69.5840967
||Co|umna2 6 23.1058518] 3.8509753| 14.1443949

ANALISIS DE VARIANZA
Origen delas| Sumade |Grados de|Promedio de los Valor critico
variaciones | cuadrados | libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos | 38.1781301 1 38.1781301] 0.91195074] 0.36211203| 4.96459052

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto
LQM-312
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FENILEFRINA |LQM-313

2.5 100000000 |20 33.3
en 10000000 |15.9 20.0

1000000 |4.4 4.3

100000 1.55 2.5

10000 1.34 2.5

1000 1.32 2.5

RESUMEN
Grupos |Cuenta Suma Promedio | Varianza

Columna 1 6| 44.51] 7.41833333] 69.5840967
||Co|umna2 6| 65.1811594| 10.8635266| 168.133489

Analisis de ANOVA para Fenilefrina

presencia del compuesto LQM-313

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de |Grados de| Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados | libertad [los cuadrados F Probabilidad| paraF
Entre grupos 35.6080693 1| 35.6080693] 0.29958296 0.59614717| 4.96459052
Dentro de los grupos | 1188.58793 10| 118.858793
Total 1224.196 11

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto

LQM-313
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2.5 Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-318

CONCENTRACIN |FENILEFRINA |LQM-318
100000000 20 100
10000000 15.9 100
1000000 4.4 47.6
100000 1.55 5.7
10000 1.34 2.3
1000 1.32 2..0
RESUMEN

Grupos |[Cuenta|Suma|Promedio|Varianza
Columna 1 |6 44.51 7.4 69.5
lcolumna 2 |6 257.6 |42.9 2249.78

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade |Grados delPromedio de los Valor critico
variaciones cuadrados | libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3784.30327 |1 3784.3032 3.263220101{0.1009870869/4.964590516

Dentro de los grupos |11596.83733 [10 1159.68373

Total 15381.140606/11

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto
LQM-318
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2.6Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-319

FENILEFRINA |LQOM-319
100000000 20 142.9
10000000 15.9 76.9
1000000 4.4 10.0
100000 1.55 2.0
10000, 1.34 1.3
1000 1.32 1.3
RESUMEN
Grupos |Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1 6| 44.51] 7.41833333] 69.5840967
||Co|umna2 6| 234.276945| 39.0461575| 3456.96038

ANALISIS DE VARIANZA
Promedio d
Origen de las Sumade |Gradosde| De los Valor critico
variaciones cuadrados | libertad | cuadrados F Probabilidad| paraF
Entre grupos 3000.95779 1 3000.95779| 1.70192539 0.22126046| 4.96459052
Dentro de los grupos | 17632.7224] 10| 1763.27224
Total 20633.6802 11

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto

LQM-319
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2.7Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-320

FENILEFRINA |LQM-320
100000000 20 100.0
10000000 15.9 100.0
1000000 4.4 33.3
100000 1.55 3.6
10000, 1.34 3.2
1000 1.32 3.0
RESUMEN
Grupos |Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1 6| 44.51] 7.41833333] 69.5840967
||Co|umna2 6| 243.135041| 40.5225068| 2258.18744
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade | Grados |Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados |de libertad| cuadrados F Probabilidad| para F
Entre grupos 3287.6589 1 3287.6589| 2.82472643 0.12374094] 4.96459052
Dentro de los grupos | 11638.8577 10 1163.88577
Total 14926.5166 11

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto

LQM-320
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2.8 Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-324

FENILEFRINA |LQM-324
100000000 20 17.5
10000000 15.9 5.6
1000000 4.4 2.4
100000 1.55 1.2
10000, 1.34 1.1
1000 1.32 1.1
RESUMEN
Grupos |Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1 6| 44.51| 7.41833333 69.5840967
||Co|umna2 6| 28.81521047| 4.80253508| 41.9772564

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade |Gradosde| Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados | libertad | los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 20.5272015 1 20.5272015| 0.36799843 0.55761745| 4.96459052
[Dentro de los grupos | 557.806766 10|  55.7806766

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto

LQM-324
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2.9 Analisis de ANOVA para Fenilefrina en presencia del compuesto LQM-332

FENILEFRINA |LQM-332
100000000 20 37.0
10000000 15.9 16.4
1000000 4.4 11.0
100000 1.55 3.5
10000, 1.34 2.0
1000 1.32 2.0
RESUMEN
Grupos |Cuenta Suma Promedio | Varianza
Columna 1 6| 44.51] 7.41833333| 69.5840967
||Co|umna2 6| 71.9161184] 11.9860197| 183.882439

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de |Grados de| Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados | libertad |los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 62.5912772 1| 62.5912772| 0.49388198 0.49823385| 4.96459052
Dentro de los grupos | 1267.33268 10| 126.733268
Total 1329.92395 11

Se acepta Ho, para la contraccion de la auricula derecha con el compuesto

LQM-332
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