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RESUMEN

Se estudio la farmacocinetica de la metildopa (MD) (50 mg/kg ; ip) y su accion sobre el metabolis-
mo dopaminergico en ratas con operation simulada (OS) y en ratas con desnervacion sinoaortica
(DSA) mediante la tecnica de microdialisis. Se inserto una sonda de microdialisis de tipo shunt en
la arteria carotida y se situo una sonda concentrica de microdialisis en el cuerpo estriado . El con-
tenido de MD, acido homovanilico (HVA) y acido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC) en los dia-
lizados se analizo mediante HPLC-DE (cromatografia If quida de alta presion acoplada a detection
electroquimica). La concentracion maxima de MD en los dializados arteriales no fue significati-
vamente distinta en ambos grupos, pero la vida media fue de 171,6 ± 53,0 minutos en ratas con OS
(n = 4) y de 28,3 ± 8,1 en ratas con DSA (n = 4 ; p < 0,05) .
En los dializados estriatales de las ratas con OS, la MD alcanzo una concentracion estable durante
todo el experimento . En las ratas con DSA se observaron niveles menores del farmaco con una dis-
minucion rapida .
Los niveles de HVA y DOPAC en los dializados estriatales de las ratas con DSA disminuyeron con
respecto a su valor basal, en un 25% y 20%, respectivamente .
En conclusion, con el empleo de la tecnica de microdialisis se observe que la MD, en una dosis que
altera el metabolismo dopaminergico estriatal, muestra diferentes perfiles cineticos en dializados
de sangre arterial y de cuerpo estriado en ratas con DSA . REV ARGENT CARDIOL 1999; 67:491-496.
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INTRODUCCION
La tecnica de microdialisis se transformo rapida-

mente en un metodo util para el muestreo in vivo de
neurotransmisores, farmacos y metabolitos . (1) Ade-
mas, esta tecnica permite el muestreo continuo de
niveles plasmaticos sin la necesidad de tomas repe-
tidas de sangre . La aplicacion de esta tecnica para el
estudio del metabolismo de farmacos y la farmaco-
cinetica en ratas se informo en varios trabajos . (2, 3)

La metildopa (MD) es un agente antihipertensi-
vo de accion central que originalmente fue disena-
do como un inhibidor de la descarboxilasa de L-
aminoacidos aromaticos, enzima involucrada en la
sintesis de catecolaminas. Este farmaco produce un

efecto antihipertensivo a traves de la accion de un
metabolito en el sistema nervioso central y la acti-
vacion de adrenorreceptores centrales . (4,5) Por otro
lado, en el modelo experimental en ratas con pre-
sion arterial labil provocada por desnervacion
sinoaortica (DSA) se demostro sensibilidad a la ac-
cion hipotensora de la MD y la clonidina . (6, 7)

Teniendo en cuenta entonces que la MD debe
biotransformarse para ejercer su accion, el proposi-
to de este trabajo fue estudiar el efecto del farmaco
sobre el metabolismo dopaminergico cerebral y ob-
tener un perfil cinetico en ratas con DSA a traves del
estudio del curso temporal de las concentraciones
de MD en dializados de sangre arterial y de cerebro
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con el empleo de la tecnica de microdialisis . Al mis-
mo tiempo, se efectuo el registro de la frecuencia
cardiaca y la presion arterial para evaluar los efec-
tos cardiovasculares .

MATERIALES Y METODOS

Procedimiento experimental y tecnica analitica
Se utilizaron ratas Wistar macho (250-350 g) . La

desnervaci6n sinoaortica se realizo segun el meto-
do descripto por Krieger (8) en ratas anestesiadas
con hidrato de cloral (250 mg/kg ; ip) . La tecnica
basicamente consiste en la secci6n de los nervios
aorticos a la altura de las arterias car6tidas y la di-
seccion bilateral de las bifurcaciones carotideas para
la remocion de los nervios carotideos. A las ratas
control se les practico una operacion simulada (OS) .
Los experimentos se realizaron siete dias despues
de la operacion correspondiente .

El dia del experimento, las ratas fueron aneste-
siadas con una mezcla de cloralosa (50 mg/kg ; ip) y
uretano (500 mg/kg; ip) . La anestesia se mantuvo
durante el experimento mediante la administracion
de suplementos del anestesico .

En nuestro laboratorio disenamos una sonda de
microdialisis vascular de tipo shunt con una entrada
y dos salidas vasculares . La entrada y una salida
vascular de la sonda heparinizada (50 U/ml) se in-
sertaron en la arteria carotida izquierda, mientras
que la salida remanente se conect6 a un transductor
de presion Statham Gould P231D acoplado a un po-
ligrafo Grass 79D . La presion arterial media (PAM)
se calculo segun la formula : presion diastolica + (pre-
sion sistolica - presion diastolica)/3 . La frecuencia
cardiaca (FC) se calculo por conteo de las ondas
pulsatiles de presion arterial .

Luego se insert6 una sonda de microdialisis con-
c6ntrica en el cuerpo estriado izquierdo o derecho :
A/P 0 mm, L/M 3 mm, V/D 7 mm, desde el breg-
ma. (9)

Las sondas de microdialisis vasculares y estria-
tales se perfundieron con una solucion compuesta
de 147 mM NaCl, 2,4 mM CaC12, 4 mM KCI, pH 7,3,
mediante una bomba de perfusion a un flujo de 2
pl/min. Se recolectaron muestras refrigeradas a in-
tervalos de 15 minutos en 10 p1 HC1 0,01 N . Los ni-
veles de metildopa, DOPAC y HVA se determina-
ron por cromatografia de alta presion acoplada a de-
teccion electroquimica (HPLC-DE) utilizando una
columna SepStik ODS (BAS) 5-µm, C18, 100 x 1 mm
y un detector electroquimico de carbon-vidrio . El
electrodo de trabajo se fijo a 0,65 V con respecto al
electrodo de referencia Ag/AgCl. La composicion
de la fase movil utilizada fue : 0,76 M NaH 2PO4.H20,
0,5 mM EDTA, 1,2 mM acido 1-octano sulfonico y
1% metanol; pH = 3,4 .

Analisis farmacocinetico
El analisis farmacocinetico se realizo mediante la

utilizacion del metodo de regresion no lineal . Se es-
tudi6 el curso temporal de los niveles de metildopa
en el dializado de sangre arterial (C d) en funci6n del
tiempo Luego de la administracion de metildopa .

Para la estimacion de parametro farmacocinetico
tiempo de vida media (t 1/2 ) se calculo previamente
la constante de velocidad de eliminaci6n Ke ajus-
tando los datos a un modelo monocompartimental
acorde con la siguiente ecuaci6n general :

n
Cd = , ai

-bi .t

i=1

en la cual Cd es la concentracion del farmaco en el
dializado a tiempo "t", "n" es el mimero de termi-
nos exponenciales, a i y b i son los coeficientes y ex-
ponentes para determinar . (10)

Para cada animal se establecio un valor de Ke .
Finalmente, el t 1/2 se calculo segun la siguiente f6r-
mula: (10)

t1/2 = 1n2/Ke

Estadistica
Los datos se expresaron como media ± error es-

tandar de la media. Las comparaciones entre medias
se realizaron mediante la prueba de la t de Student .
(11) En el caso de comparaciones multiples se utili-
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Fig . 1 . Curso temporal de los cambios de presi6n arterial media
(oPAM) luego de la administraci6n de metildopa (50 mg/kg ; ip)
en ratas con OS (circulos) y en ratas con DSA (cuadrados) . Cada
punto representa la media ± EEM de cuatro animales .



METILDOPA EN RATAS CON DESNERVACION SINOAORTICA / Javier A . W. Opezzo y col .

150

125

100

25

0

-25

250

200

0

0

Tiempo (min)

Fig . 2 . Curso temporal de las modificaciones de la frecuencia
cardiaca (AFC) luego de la administraci6n de metildopa (50 mg/
kg; ip) en ratas con OS (circulos ) y en ratas con DSA (cuadra-
dos) . Cada punto representa la media ± EEM de cuatro ratas .

z6 la prueba de Bonferroni, previa aplicaci6n del
analisis de la varianza de medidas repetidas . (11)

RESULTADOS
Los valores basales de PAM y de FC medidos sie-
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Fig . 4 . Concentraciones de metildopa en dializados obtenidos
de cuerpo estriado en ratas con OS (circulos) y en ratas con DSA
(cuadrados) . Cada curva muestra el curso temporal luego de la
administraci6n de metildopa (50 mg/kg ; ip) . Cada punto repre-
senta la media ± EEM de cuatro ratas . * p < 0,05 versus el corres-
pondiente valor de ratas con SO (prueba de Bonferroni) .
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Fig . 3 . Concentraciones de metildopa en dializados obtenidos
de sangre arterial en ratas con OS (circulos) y en ratas con DSA
(cuadrados) . Cada curva muestra el curso temporal luego de la
administraci6n de metildopa (50 mg/kg; ip) . Cada punto repre-
senta la media ± EEM de cuatro ratas .

to dias despues de la operaci6n correspondiente en
ratas anestesiadas no fueron significativamente dis-
tintos en ratas con OS (PAM : 52,4 ± 7,9 mm Hg; FC :
320 ± 221pm; n = 4) y en ratas con DSA (PAM : 75,0 ±
12,5 mm Hg; FC: 362 ± 501pm; n = 4) .

La metildopa (50 mg/kg ; ip) indujo un descenso
no significativo de la PAM en ratas con DSA (Figura
1). Se produjo una taquicardia sostenida en ambos
grupos de ratas sin que se hallaran diferencias sig-
nificativas entre ellos (Figura 2) . Ademas, el aumen-
to maximo de la FC se observ6 en ambos grupos a
los 45 minutos despues de administrado el farmaco
(AFC: ratas con OS 112 ± 29 lpm, n = 4 ; ratas con
DSA 110 ± 201pm, n = 4) .

La Figura 3 muestra los valores promedio de las
concentraciones de MD en los dializados arteriales
de los dos grupos experimentales. Se observa que la
concentraci6n maxima de metildopa en el dializado
arterial no fue significativamente distinta en ambos
grupos de ratas (ratas con OS 8,8 ± 1,5 j.g.ml-1 ; ratas
con DSA 6,9 ± 1,6 tg .ml -1 ) . Sin embargo, el perfil
cinetico del dializado de sangre arterial mostr6 di-
ferencias entre ratas con OS y ratas con DSA ya que
el t 1/2 obtenido fue de 171,6 ± 53,0 min para ratas
con OS (n = 4) y de 28,3 ± 8,1 min para ratas con
DSA (n = 4, p < 0,05 versus ratas con OS) .

Los niveles de metildopa en el dializado de ml-
cleo estriado mostraron que el farmaco se distribu-
y6 rapidamente en el sistema nervioso central de
ambos grupos. En el grupo de ratas con OS, los ni-
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veles del farmaco se estabilizaron en una meseta
hasta el final del tiempo de recolecci6n . Por otra par-
te, el grupo de ratas con DSA mostr6 niveles meno-
res del farmaco y, a su vez, una desaparici6n rapida
a diferencia del grupo control (Figura 4) .

Dos horas despues de administrada la metildopa,
los niveles de DOPAC y de HVA cayeron hasta el
80,5 ± 4,9% y el 74,8 ± 9,7% de su valor basal, respec-
tivamente, en las ratas con DSA . No se observaron
cambios en los niveles de estos metabolitos en el
grupo de las ratas con OS .

DISCUSION
Se sabe que la desnervaci6n sinoa6rtica no indu-

ce un aumento permanente de la presi6n arterial,
pero frecuentemente aumenta la labilidad de la pre-
si6n arterial . (7, 12, 13) Por otra parte, se observ6
que la desnervaci6n sinoa6rtica produce un aumen-
to marcado de la presi6n arterial sist6lica cuando esta
se determina a traves del metodo pletismografico
de cola. (6, 8, 12) En nuestro trabajo encontramos
que la presi6n arterial media y la frecuencia cardia-
ca, medidas siete dias despues de la operaci6n co-
rrespondiente a traves de un metodo directo, fue-
ron mayores en ratas con DSA anestesiadas que en
ratas con OS anestesiadas; sin embargo, estas dife-
rencias no fueron estadfsticamente significativas .

De acuerdo con nuestros resultados, la MD (50
mg/kg; ip) indujo una caida de la presi6n arterial
media en el grupo DSA, pero este efecto no difiri6
significativamente del observado en el grupo con-
trol. En un trabajo previo (6) se inform6 que la mis-
ma dosis de MD induce una acci6n depresora ma-
yor de la presi6n arterial en ratas con DSA que en
ratas con OS . Sin embargo, en este trabajo se deter-
min6 unicamente la presi6n arterial sist6lica en ra-
tas despiertas e inmovilizadas para la medici6n, para
lo cual se utiliz6 el metodo del pletism6grafo de cola .
Ademas, se encontr6 que la hipertensi6n neuroge-
nica provocada por la desnervaci6n sinoa6rtica no
se mantiene en ratas anestesiadas . (14) Como se
mencion6 anteriormente, en nuestro estudio traba-
jamos utilizando ratas anestesiadas y con un meto-
do de medida directa de la presi6n arterial .

La administraci6n de MD provoc6 una acci6n
taquicardizante similar en ambos grupos de ratas y
el efecto maximo se observ6 al mismo tiempo . Es
probable que esta taquicardia se deba a la transfor-
maci6n periferica del farmaco en metilnoradrenalina
(MNA), la cual tiene una actividad cronotr6pica
positiva similar a la noradrenalina. (15)

La concentracibn maxima de MD en los dializa-
dos de sangre arterial fue similar en ratas con DSA y
ratas con OS; sin embargo, el tiempo de semivida
fue significativamente menor en el grupo con DSA
que en el grupo control. Un hecho destacable es que

el efecto cardfaco maximo y la concentracibn maxi-
ma de MD en el dializado de sangre arterial se obtu-
vieron en tiempos similares, lo cual sugeriria una
correlaci6n entre el efecto cardiaco y la concentra-
cibn del farmaco en sangre arterial.

Los perfiles de eliminaci6n en ambos grupos de
animales fueron distintos, los cuales mostraron un
aclaramiento del farmaco mucho mas rapido en ra-
tas con DSA que en ratas con OS . Este resultado po-
drfa sugerir que la biotransformaci6n y/o excreci6n
del farmaco se ven alteradas por la desnervaci6n
sinoa6rtica. Varios autores comunicaron un aumen-
to del tono simpatico periferico y un aumento de la
sintesis de catecolaminas luego de la desnervaci6n
sinoabrtica. (16-18) La mayor eliminaci6n de MD en
ratas con DSA podria deberse a una alteraci6n en la
biotransformaci6n de MD en metildopamina (MDA)
y/o MNA.

Los dializados estriatales de las ratas con OS mos-
traron que la MD alcanz6 una concentracibn estable
durante las cuatro horas de recolecci6n, lo cual im-
pidi6 el calculo de algtn parametro cinetico de eli-
minaci6n. En cambio, los niveles de MD alcanzados
en los dializados estriatales de ratas con DSA fue-
ron menores que en el grupo control y ademas se
observ6 una fase de eliminaci6n durante el tiempo
de recolecci6n . Las diferencias observadas entre
ambos grupos podrian sugerir perfiles de acumula-
ci6n y/o eliminaci6n diferentes en el sistema ner-
vioso central. Especificamente, la MD entra en el sis-
tema nervioso central, donde es biotransformada en
MNA a traves de descarboxilaci6n seguida de
betahidroxilaci6n . La MNA es un agonista de
adrenorreceptores centrales, la cual al activar estos
receptores reduce el tono simpatico periferico. (4, 5,
19) La MD es transportada a traves de la barrera
hematoencefalica por un proceso activo (20) y es
excretada por la orina mayoritariamente como el
conjugado sulfatado. (21)

Los niveles de MD menores observados en diali-
zados estriatales de ratas con DSA podrian deberse
a un transporte menor a traves de la barrera hema-
toencefalica, debido a que la eliminaci6n del farma-
co de la sangre arterial esta aumentada en este gru-
po de ratas. Ademas, la MD alcanza diferentes es-
tructuras del sistema nervioso central que poseen
actividad neuronal distinta . (22) Se sabe que la des-
nervaci6n sinoa6rtica modifica la actividad cateco-
laminergica en varias estructuras cerebrales y en la
medula espinal. (23-25) Por otro lado, el nucleo del
tracto solitario es la estructura blanco de la MD (4,
5) y es posible que la biotransformaci6n del farmaco
este acelerada en las estructuras bulbares. Los com-
portamientos diferentes de la MD observados en las
ratas con DSA pueden deberse a la alteraci6n de la
actividad aminergica presente en estos animales .
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La administraci6n de MD provoc6 una disminu-
ci6n significativa de los niveles de HVA y DOPAC,
metabolitos mayoritarios de la dopamina, en las ra-
tas con DSA . Esta disminucibn podria deberse a la
menor sintesis de dopamina estriatal ya que la MD
inhibe a la descarboxilasa de aminoacidos aromati-
cos, enzima involucrada en la sintesis de dopamina .
Esto sugiere que la MD estaria alterando la
neurotransmisi6n dopaminergica estriatal en las ra-
tas con DSA .

CONCLUSION
Se ha realizado un primer estudio cinetico y di-

namico del antihipertensivo MD utilizando la tecni-
ca de microdialisis en ratas anestesiadas con desner-
vaci6n sinoaortica . Los resultados sugieren que la
desnervaci6n sinoa6rtica modificaria los perfiles de
eliminaci6n del antihipertensivo MD en sangre ar-
terial y en el cuerpo estriado cerebral . Por otra par-
te, tambien alteraria la neurotransmisi6n dopami-
nergica, hecho que se ve reflejado en el cambio que
se produce en los niveles de DOPAC y HVA.

SUMMARY

METHYLDOPA IN RATS WITH SINOAORTIC
DENERVATION: A DYNAMIC AND KINETIC
PROFILE WITH MICRODIALYSIS

The pharmacokinetics of methyldopa (MD) (50 mg/
kg; i.p .) and the effects on the dopaminergic me-
tabolism was studied in anesthetized sham oper-
ated (SO) or sinoaortic denervated (SAD) rats, by
means of the microdialysis technique . A vascular
shunt probe was inserted into the carotid artery and
concentric probe was placed in the striatum . Levels
of MD, homovanillic acid(HVA) and 3 .4-dihydroxi-
phenylacetic acid (DOPAC) were measured by high-
pressure liquid chromatography coupled to electro-
chemical detection (HPLC-EC) . Peak concentrations
of MD in arterial blood were similar in both groups
of rats but the t112 was 171.6 ± 53 .0 min for SO rats (n
= 4) and 28 .3 ±8.1 min for SAD rats (n = 4, p < 0 .05) .
Methyldopa levels were stable along the experiment
in the control group (SO) . Lower levels of MD and a
quick decrease were seen in striatum of SAD rats .
Homovanillic acid and DOPAC levels in the stri-
atal dialysates of SAD rats were decreased in 20%
and 25%, respectively, compared to baseline .
In conclusion, employing a microdialysis tech-
nique, we found different kinetic profiles of MD
in dialysates from arterial blood and striatum of
SO and SAD rats, at a dose of MD that alters the
striatal dopaminergic metabolism .
Key words Pharmacokinetic - Microdialysis - Arterial blood -

Striatum - Methyldopa - Sinoaortic denervation
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