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2. ½

HIPOTESIS DE TRABAJO

El objeto de esta Tesis Doctoral fue analizar y comparar el

posible mecanismo de acción de buscopán y alginor a nivel de la

fibra muscular lisa vascular. Como es conocido, los niveles de

calcio libres en citosol regulan la actividad contráctil de la

musculatura lisa.

Por todo ello, nos pareció interesante tratar de elucidar

el. posible mecanismo de acción relajante muscular de estos dos

fármacos a nivel de los lechos vasculares. Para ello, realizamos

el montaje de las preparaciones de aorta torácica de conejo en

anillos. Además, debido a la gran importancia que en los últimos

tiempos ha adquirido el endotelio por su capacidad moduladora del

tono vascular, utilizamos las mismas preparaciones a las que

previamente se les había desprovisto de endotelio.

Con dichas preparaciones experimentales se han realizado los

estudios de contractilidad para determinar la acción de los

fármacos sobre la entrada de Ca y también su mecanismo de acción

a nivel del Ca intracelular, mediante la aplicación de protocolos

experimentales especificos donde el agonista utilizado era

noradrenalina. Sin embargo, los resultados obtenidos con estos

estudios sólo permitieron hacer deducciones indirectas de los

movimientos del Ca, por lo que se realizaron determinaciones más

directas de estos flujos mediante experimentos con “Ca Y

determinaciones de AMPc.
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Las investigaciones realizadas por nosotros nos han

permitido

relajante

diaria.

profundizar en el mecanismo intimo de la acción

muscular de dos fármacos muy empleados en la clínica

U
1



INTRODUCCION



1&

En un intento de obtener fármacos con una acción

relajante más específica y selectiva que la atropina y la

hioscina, especialmente sobre el aparato gastrointestinal, se

han sintetizado numerosos derivados de los alcaloides

naturales.

Los alcaloides derivados de la familia de las solanáceas

disminuyen la secreción gástrica solamente a dosis terapéuti-

cas muy elevadas y, a pesar de que algunos autores <HARMMER

y GIACHETTI, 1984) afirman lo contrario, sólo unos pocos de

los compuestos sintéticos han demostrado ser manifiestamente

mejores. Lo mejor que se puede decir de los compuestos

sintéticos más activos, es que permiten una dieta menos

rígida y gue.el tratamiento antiácido resulta más eficaz.

Pero estos compuestos siguen presentando importantes reaccio-

nes adversas, tales como sequedad de boca, visión borrosa,

estreñimiento y dificultad en la micción. Aunque estos

compuestos sean poco utilizados en la iflcera péptica, muchos

fármacos tipo atropina resultan eficaces como antiespasmódi-

cos y se utilizan para prevenir y tratar espasmos, hipermoti—

lidad y cólicos del intestino y del tracto urogenital.

Algunos son utilizados por su acción midriática, que es

relativamente de corta duración y por este motivo es poco

probable que produzcan un aumento importante de la presión

intraocular. La mayor parte de los fármacos tipo—atropina

poseen la estructura general que se indica a continuación

<figura 1)
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X

N — grupo ester — C

en la que

— es un grupo arilo de tipo fenílico o policiclico.

- E2, puede variar de tamaño desde un hidroximetil a

ciclohexil y fenil

- X, puede ser —H, -OH, —CH, 2R, COSIH2 6 un alquilo

(BONMAN y RAND, 1984)

Tanto N-butii—bromurO de hioscina (Buscopan> como N—

ciclopropilmetil—bromuro de hioscina (alginor) son compuestos

que presentan un amonio cuaternario, siendo derivados

cuaternizados de los alcaloides naturales.

En general, la cuaternización de un compuesto tipo

atropina aumenta la actividad antimuscarinica sobre el

intestino, por lo aumentan los efectos colaterales y se

disminuye la acción antiespasmódica tipo papaverina. La

cuaternización también confiere al compuesto actividad

bloqueante ganglionar, lo que contribuye a su acción anti-

espasmódica sobre el intestino; con algunos de estos compues-

tos se puede conseguir una cierta inhibición de la secreción

ácida sin efectos colaterales importantes.



1. 1. GENERALIDADES

El amplio uso terapéutico de los fármacos antimuscarini-~

cos, estimulé hace ya varias décadas la síntesis de numerosos

derivados de las solanáceas con el deseo de mejorar las

acciones beneficiosas de éstos compuestos y disminuir la

incidencia de reacciones adversas. (7

Fruto de estas investigaciones nació una molécula nueva,

el buscopán (HEINKEL, 1951; BEN¡TO y GONZALEZ, 1953> que por

su excelente tolerancia y la escasa presencia de efectos

secundarios, logró imponerse en la clínica diaria con muy

buenos resultados y que es uno de los fármacos más utilizado

en tres situaciones clínicas, donde su acción relajante de

la fibra muscular lisa es capaz de inhibir uno de los

síntomas más temidos~ el dolor.

1.2. ESTRUCTURAQUIMICA.

El buscopán ó N-butii bromuro de hioscina <4—> — ( 15, 3s

5R,7S>—8— Butyl-6—7-epOXY—33 [ (S>—TropOylOXYl Tropanium

bromide), tiene un Pm de 440,4 daltons y es un alcaloide de

constitución química parecida a la atropina (GOODHANy cols.
Y

1991 ) <figura 2)

-r

Sr

OCCCN
1 ¡
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Se presenta en forma de polvo blanco, de sabor amargo,

disolviéndose 1 g en 1 oc de agua destilada a 20W (índex

Merck)

123. PARIdACOCINETICA.

Como todos los fármacos cuaternarios presenta una escasa

absorción por vía oral (JONKMAN y cols. 1977) y no atraviesa

las barreras hematoencefálica y placentaria, por lo que está

exento de acciones a nivel central y sobre el feto.

Después de la administración intravenosa de 8 mg, se

elimina el 42% y 37% por orina y heces, respectivamente

(HELLSTRÓM y cols,, 1979; WAHL, 1975>.

1.4. ACCIONES FARMACOLOGICAS.

La relación existente entre los principales efectos del.

fármaco <determinados al evaluar su acción espasrnolitica en

el intestino aislado tratado con pilocarpina> , y los efectos

secundarios (evaluados determinando la midriasis que produce

en el ratón blanco), permiten comparar las acciones del

buscopán con las de escopolamina y atropina ( tabla 1) . Si

se considera que la potencia de atropina es de 1, es evidente

que el intervalo de dosis existente entre la que produce e).

efecto farmacológico y la que induce la aparición de efectos

secundarios es amplio, lo que hace que buscopán presente un

amplio margen terapéutico.



En la tabla 1 se refleja una décima parte de la acción

correspondiente, respecto a la atropina y escopolamina. La

acción de buscopán en pruebas realizadas en animales,

demostraron una acción antinicotinica 25 veces superior a la

escopolamifla.

Todas las investigaciones farmacológicas evidencian que

buscopán no bloquea las acciones muscarinicas producidas por

acetilcolina, pero sS. la acción estimulante ganglionar como

ocurre con nicotina (HERXHEIMER y HAEFELI, 1966)

TABLA 1

EFECTO PRINCIPAL EFECTO SECUNDARIO

Atropina 1 1

Escopolamina 1 2,5

Buscopán 0,51 0,002

Tomada de Stockbaus y Wick, 1969>

1.5. TOXICIDAD.

Los estudios toxicológicos se realizaron en diversa

especies animales, tras la administración de buscopan por via

oral, intravenosa o subcutánea.

Los estudios de toxicidad subagua <1 mes> y toxicidad

crónica <3 meses), se han realizado trans la administración



del fármaco por via oral en perros y ratas, y los de toxici-

dad crónica en ratas, cobayos y perros. Estas pruebas

incluyeron estudios analíticos, hematológicos y urinarios,

pruebas de función hepática, estudios histopatológicos y la

evaluación de sus efectos teratogénicos, en cobayas preñadas,

encontrándose en todas ellas que el fármaco no producía

cambios significativos en ninguno de los parámetros analiza-

dos <STOCKHAUSy WICK, 1969; FERRARI, 1973; BERLE, 1974)

En experimentos realizados en ratones blancos, apareció

un efecto sedante a nivel del SMC, que no se observó en

presencia de escopolamina <BAUER y cols. 1968>. El fármaco

no producía cambios a nivel de presión arterial, glucemia y

frecuencia respiratoria cuando se administraba en el trata-

miento de pancreatitis aguda producida de forma experimental

<HEINREL y CARVALHO, 1959>

Por vía subcutanea la dosis letal del buscopán en el

ratón blanco es de 300 mg/kg aproximadamente, es decir tres

veces inferior a la correspondiente dosis de atropina. Por

vta oral, la dosis letal del buscopán es de con 3000 mg/kg,

es decir, buscopán presenta una toxicidad muy inferior a la

de la atropina (BERLE, 1974>. Con respecto a atropina, la

tabla 1 refleja una acción superior de escopolamina, pero

inferior a buscopán <BAUER y cols. 1968).
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1.6. TOLERANCIA.

0

El buscopán, aparece dentro de las drogas con propieda—

½
des espasmoliticas, como un fármaco de muy buena tolerancia.

Utilizado por vía oral, a dosis de 30 mg ó 50 mg/E lx,

por vía subcutánea a dosis de 30 mg, por vía intravenosa a

dosis de 20—25 mg y por vía intramuscular a dosis de 20 mg/S

h, todos los estudios, tanto experimentales como clínicos,

coinciden en afirmar que la tolerancia al fármaco por parte 4,
del paciente es excelente <WAHL, 1975; HELLSTROMy cols.

1979; GOETZKE y MONNERGAHM, 1983), no apareciendo efectos

secundarios a las dosis utilizadas y siendo éstos poco

valorables tras la utilización de grandes dosis de buscopán

(HAUER y cols. 1968). La buena tolerancia del fármaco queda

puesta de manifiesto, ya que los pacientes no comentan, de y

forma espontánea, ni al preguntarles, los efectos indeseables

que aparecen con atropina y escopolamina <disminución del U.

sudor, alteraciones en la visión, sequedad de boca, mareo,
¡¡ ¡7

ttaquicardia y midriasis>. Tampoco aparecen efectos acumulatí—
y

vos ni taquifilaxia o tolerancia cuando se adininistra de
forma cróncia (MÓLLER y ROSEN, 1968>. En ningún caso se ha

y -r

observado la presencia de atonía esofágica, un efecto

indeseable que puede aparecer con atropina <WALDRAMy cols.
:3

¿~¡>3

1977) .

7k$
0>Algun autor describe la aparición de un discreto aumento fo

ti

It
<3
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de la Presión arterial y un ligero incremento de la frecuen-

cia cardiaca (100—120 lat/min) que no duraban más de 30 mm,

cuando se utilizaba la vía intravenosa, pero por esta vía no

no se observaba atonía intestinal ni siquiera cuando se

utilizaban grandes dosis (SCHMID y cols. 1968>.

En un estudio realizado en 93 pacientes, se concluye que

dentro de los farmacos espasmoliticos el buscopan tiene un

efectividad similar a la de las preparaciones de la Belladona

(atropina) pero presenta ventajas sobre estos y sobre la

escopolamina, ya que apenas presenta efecto secundario o

estos son muy ligeros, y debido al amplio rango terapéutico

que el fármaco presenta es posible ajustar la dosis de forma

individual (MIYOSHI y cols. 1977).

1.6.1. Dosificación y efectos secundarios.

Los estudios experimentales se realizaron en ratas para

determinar la relación entre la dosis administrada y la

aparición de los efectos secundarios sobre la acomodación

ocular, glándulas salivares y frecuencia cardiaca, demostran-

do la casi ausencia de efectos secundarios, en comparación

con la atropina que produce parálisis de la acomodación,

inhibe la salivación y aumenta la frecuencia cardiaca

(VA?AATALO y cols. 1972; PENTIEAINEN y cols. 1973).

Las pruebas realizadas en estudios clínicos nos demues—
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la

tran que el buscopán presenta, cuando se compara con atropina

o con otros espasmolíticos, como ventaja real una escasa

aparición de efectos indeseables, debido a su excelente

tolerancia, como lo demuestran diferentes estudios en

voluntarios y animales <WALDECK, 1969; WAHL, 1975,1977;

GOETZKE Y MONNERJAHN, 1983).

1.7. INDICACIONES CLINICAS.

Por los resultados obtenidos, el buscopán se presenta

como un fármaco uniforme y positivo, en cuanto a su utiliza-

ción. Debido a su efecto relajante muscular, puede ser

utilizado en todas aquellas ocasiones donde sea necesario

relajar la fibra muscular lisa <FML) <HEINEEL, 1951; WALDRAM

y cols. 1977) tal como ocurre a nivel de:

1.7.1. Aparato gastrointestinal.

Se utiliza en el tratamiento de cólicos intestinales,

estreñimiento espástico y vómitos postoperatorios <GUIGNAED

y cols. 1968; SOLAI4KE, 1969; SIEG, 1974; DESHPANDE, 1976;

BAUER, 1987) y en pruebas diagnósticas (endoscopia, doble

contraste) realizadas para detectar patología a nivel de este

aparato (SOLANSE, 1969; WALDRAMy cols. 1977; LEE, 1982;

E(LJPSCHER, 1984; STEGER y cols. 1986). Su papel en el trata
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miento del ulcus gastrico y duodenal se ha visto relegado en

los ultimos años coincidiendo con la aparición de los

antihistaminicos H2 y del omeprazol..

1.7.2. Vías biliares y urinarias.

Es útil en procesos de las vías biliares que cursan con

espasmos y discinesia, tales como: colecistitis. colangitis,

colelitiásis, síndrome post—colicestectOmia (DESHFANDE,

1976>. A nivel de las vías urinarias, ha demostrado su

efectividad en cuadros de urolitiasis. tenesmo vesical e

irritación mecánica postquirúrgictl.

1.7.3. Aparato genital femenino.

En comparación con otros espasmoliticofl, el buscopán

presenta la ventaja de que no produce efectos indeseables

para la madre o el feto, lo que permite su utilización a

dosis superiores a 0,02 g, durante el periodo de dilatación

en el parto (FUENTE, 1980>, a la vez que facilita el alumbra-

miento, al ser más efectivas las contracciones, tambien puede

utilizarse en patologías ginecológicas que cursan con

dismenorrea y en los espasmos a nivel de éste aparato

(HEINREL, 1951>
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2. ¡ULGINOR (DA 317fl

El alginor 6 N—ciclopromilmetxl bromuro de escopolamí—

na (DA 3177), pertenece a una serie de sales cuaternarias de

la escopolamina

El estudio de este fármaco, sintetizado por CASADIO y

DONETTI en 1974, se ha basado en la hipótesis de que la

cuaternización de los derivados del tropano con radicales

semirrígidos —como son las estructuras de anillo pequeño o

estructuras prenilicas— pudiera permitir un me3or acopla-

miento con los receptores muscarinicos. Es conocido que la

metilescopolamina, cuyo radical cuaternizante es un grupo

metilico, desarrolla principalmente una actividad antisecre—

tora, mienttas que la butilescopolamina, cuyo radical

cuaternizante es una cadena lineal de 4 átomos de carbono —

(E =(CH2)3 — 013, desarrolla una menor actividad antisecre—

tora y actividad antiespasmódica.

El alginor es el resultado de un analisis dirigido a la

obtencion de fármacos con mayor actividad anticolinérgica y

antiespasmódica <SCHIAVOHE y cois. 1985). Este nuevo fármaco

presenta un índice terapéutico más favorable que el buscopán,

el antiespasmódico más conocido (FAE3E3RO y cols. 1977; LITTA—

MODIGNAEZ y cois. 1977,1978; SCHIAVONE y cols. 1985). El

alginor es un fármaco que presenta una potente actividad

parasimpáticolíti~ca aún a dosis bajas y presenta un amplio
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margen de seguridad, apareciendo reacciones adversas en un

pequeño porcentaje de casos tratados (E’IAI y cols. 1986;

SCARPIGNATOy cols. 1988>. Además, el medicamento puede ser

administrado repetidamente sin producir fenómenos de toleran-

cia <LITTA—MODIGNARI y cols. 1978)

TABLA II.— 1C50 (nM) y 95% limites de confianza para

alginor y atropina frente a distintos agentes espasmógenos

(Tomada de Schiavone y cols. 1985>.

ESPASMO ALGINOR ATROPINA

Acetilcolina 0.079

<0.066—0.096>

0.037

<0.032—0.046)

Serotonina 0.13
(0.07—0.23>

51.5
(25.8—107.9>

Histamina > 100

-

74.5
(55.8—99,0)

naCí2 3.0(2.0—4.4>. 0.18(0.11—0.3>

2.1. ESTRUCTURAQUIMICA.

Alginor es el ti — ciclopropilmetiSbromuto de escopola—

mina ( 3~oxo—9—azoniatViciclO13.3.1.02.4)nonano—9—<ciclopro

pilmetil> —7—~

f7(S)—(1Q, 213, 48—Sa,7L3> , <figura 3>:

<3

1

1<
<3

2

2
13
y-
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CH Cr4—O—CO—Cfl i~< e’-

Pigura 3

2.2. PARMACOCINETICAY METABOLISMO.

La mayoría de los estudios en animales proceden del

Departamento de Investigación del Instituto De Angelí en

Milan.

Por vía oral, su absorción es pobre (1—4%>, pero

presenta una vida media larga, por lo que se acuinula en

hígado, intestino y riñón (SCARPIGNATO y BIANCHI—PORRO,

1985> . Estudios recientes en células hepáticas de distintas

especies animales (rata, hamater, ratón y cobayo> < KAJBAP

y cola. 1991; KAJBAP y cols. 1992> han identificado, por

técnicas de espectrometria (HPLC), la presencia de distintos

metabolitos en erina (M,, ~, M,, M1. H1, ¡44, que varian según

la especie animal, predominando en la rata, ratón y cobayo

el tipo >47. estos metabolitos se eliminAn por vía urinaria

y biliar (DANIOTTI y cola. 1986>.

<3

¡3

13

3
<~1
3
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—~1

13>3

<130
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A dosis de 5—10 mg por vía i.ntramuscular presenta una

elevada actividad antiespasmódica, siendo bien tolerados

hasta dosis de hasta 40 mg (RESIDORE y cols. 1978>. Por vía

parenteral, los efectos de alginor aparecen de forma rápida,

observándose al cabo de 10 mm una marcada reducción de

hasta un 60 % en la sintomatología dolorosa (60%> <SPIVACH

y cols. 1977>.

Las principales ventajas de esta nueva molécula son:

— Su rapidez de acción, particularmente evidente por vta

parenteral, en la eliminación de la sintomatología dolorosa

debido a espasmos de la musculatura lisa en comparación con

buscopán (SPIVACH y cols. 1977; SCARPIGNATOy BIANCHI—PORRO,

1985>, donde la dosis utilizada es mayor (por vía intravenosa

5 mg algmnor y 20 mg buscopán producen similares efectos>

y otros agentes cuaternarios <BONZI y cols. 1979; PIAl y

cols. 1986; FORNAPIERO, 1990)

La duración de la acción del alginor es evidente y

apreciable en maniobras exploratorias que requieren la atonia

de la víscera; así, es frecuente realizar una premedicación

preendoscópica combinando alginor y diazepan <0—5 mg/kg>

(COOK y cols. 1984; PARENTE y cols. 1985; PANDOLFOy cols.

1990>.

2.3. TOLERANCIA LOCAL.

El medicamento presenta una excelente tolerancia en

ratón, rata, conejo y perro (MARAZZI—UBEPTI, 1973>.

A-

A

y)

A

t
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2.4. TOXICIDAD.

2.4.1. Toxicidad aguda.

EL alginor presenta una escasa toxicidad aguda, siendo

inferior a la de la butilescopolamtna en todas las especies

animales y por cualquiera de las vías de administración

empleadas(MARAZZI—UBERTI, 1973; SCARPIGNATOy BIANCHI—PORRO,

1985>

2.4.2. Toxicidad subaguda en la rata.

El alginor, administrado a ratas por vía intramuscular

y por vía oral durante 21 días seguidos, en dosis crecientes

de 100 a 400 veces más elevadas que las habitualmente

prescritas en clínica, ha sido bien tolerada tanto desde el

punto de vista morfológico como funcional (SCARPIGNATO y

BIANCI-¡I—PORRO, 1985>

2.4.3. Toxicidad crónica en rata.

Administrado durante 11 semanas seguidas por vía oral

e intramuscular, el alginor no ha provocado ningún efecto

tóxico ya sea desde el punto de vista morfológico o funcio-

nal. Tampoco se han observado efectos muta~énicos o carcino



genéticos atribuibles al fármaco cuando se administra de

‘4

forma más prolongada (HARAZZI—tJBERTI, 1973; ECARPIGNATO y
BIANCHI—PORRO, 1985>

2.4.4. Toxicidad crónica en perro “beagle”.

Utilizando las vías citadas en los apartados anteriores,

durante 26 semanas seguidas, y a dosis más elevadas que las

terapéuticas, el alginor no produce lesiones morfológicas o

histológicas a nivel de distintos parenquimas ni en los

órganos hematopoyéticos (MARAZZI—UBERTI. 1973; SCARPIGNATO

y BIANCHI—PORRO, 1985>.

2.4.5. Efecto teratógeno en rata y conejo.

El estudio de los posibles efectos teratógenos del

alginor ha sido realizado con ratas y conejas preñadas.

Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento

es bien tolerado a todas las dosis empleadas y que el fármaco

no produce malformación alguna en los distintos órganos y

aparatos de los animales recien nacidos <ECARPIGNATO y

BIANCHI—PORRO, 1985)

2.5. ACCIONES DEL ALGINOR.

El alginor es un compuesto que bloquca de forma competi-

tiva los receptores muscarinicos de la musculatura lisa y

>3
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presenta propiedades espasmolitícas. Debido a su baja

incidencia de reacciones adversas tipo—atropina ha sido

utilizado en el tratamiento de cuadros clínicos que cursan

con espasmo de la musculatura gastrointestinal, biliar y del

tracto uro—genital, asi como medicación pre—endoscópica

(SCARPIGNATO y I3IANCHI—PORRO, 1985; FORNAPIEROy cols. 1990;

JUNG y cols, 1992>.

En los siguientes apartados analizaremos su actividad

relajante muscular desde el punto de vista experimental y

clínico (IMBIMEO y cols. 1986; SAGRADAy cols., 1989).

2.5.1. Actividad antiespasmódica preclinica.

El alginor desarrolla Un vitro’ e ‘Un vivo” una eficaz

acción antiespasmódica a dosis mínimas. La actividad anti-

espasmódica del producto es muy elevada a dosis de 3—40 pg/kg

por vía endovenosa o de 50 pg/kg por vía intramuscular en

gatos,conejos y perros y de 3 mg/kg por vía oral y rectal en

el perro (SCARP¡GNATO y BIANCHI—PORRO, 1985).

Con respecto al alginor, los órganos más receptivos a

su acción son el tracto gastroentérico y las vías biliares

<LITTA—MODIGNARI y cols., 1977/1978; FAEBRO y coIs. 1977;

POZO y cols. 1990), siendo su acción similar a la del

buscopán (SCARPIGNATO y BIANCHt—PORRO, 1985).
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2.5.2. ActivIdad antiulcerosa y antisecretora.

La actividad antiulcerosa y antisecretora del alginor

se manifiesta en dosis mucho más elevadas que aquellas

empleadas para lograr el efecto antiespasmódico. Su eficacia

es igual a la de la butilescopolamína SCARPIGNATOy BIANCHI—

PORRO, 1985>.

Estos estudios demuestran que los anticolinérgicos y el

alginor (LONDONO, 1982) son muy útiles para reducir el estado

espástico de la musculatura gástrica, a menudo asociado a la

lesión ulcerosa en humanos (SCARPItGNATO y BIANCEI—PORRO,

1985; SCARPIGNATOy cols, 1985; NISHIWAKY y cols, 1989; JUNG

y cols, 1992>

2.5.3. Actividad sobre la motilidad intestinal.

El alginor manifiesta su máxima actividad antiespasmódi-

ca en dosis que no modifican el normal peristaltismo intesti-

nal, por lo que puede utilizarse en el síndrome del colon

irritable (FABRO y cols. 1977; RESIDORI y cols. 1978; PIAl

y cols., 1986; LANFRANCHI y cois. 1988; SCHIAVONE y cols.

1989; GUSLANDI, 1990)

2.5.4. Actividad antislálica, midriásica y ganglioplójica.

La actividad antisiálica se manifiesta a dosis muy

elevadas y es inferior a la de la butitescopolamina (LITTA—

A->;
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HOD¡GNARI y cols. 1977/78; SCARPGNATCy BIANCHI—PORRO,

1985>

La actividad midriásica, en conjunto, es parecida a la

de la butilescopolamina, variando según las especies <ratas

y perros> y la vía de administración (FABE3RO y cols. 1977>.

A dosis muy elevadas se manifiesta su acción ganglioplé—

jica, que no difiere con respecto a la butilescopolamina

(RESIDORI y cols. 1978).

2.5.5. Actividad sobre el aparato cardiovascular.

En rata, perro y conejo, el alginor no modifica la

presión arterial e inhibe las respuestas hipotensoras

producidas por la inyeccion de fármacos parasimpaticomimétí—

cos o tras la estimulación vagal, siendo su potencia a

similar a la de la butilescopolarnina (LITTA—MODIGNARI,

1977—78; RESIDORI y cols, 1977; MANGANELLI y ACCONCIA, 1977;

SCARPIGNATOy BIANCHI—PORRO, 1985)

2.5.6. Actividad antiespasmódica clínica.

La actividad antiespasmódica que presentan las diversas

formulaciones de alqinor ha sido estudiada en numerosos

trabajos clínicos

La mayoría de estos trabajos han sido realizados en

condiciones doble ciego, versus placebo y comparativos con
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el maleato de trimebutina— (ThB), el N—butílbromuro de

escopolamina (buscopán>, el clorhidrato dediciclomina (DC>,

en pacientes con procesos de tipo espástico y doloroso, que

afectaban a los aparatos gastro—entérico, hepato—biliar y

genito—urinario <LITTA—MODIGNARZy colA, 1987/1978; ACCINELLI

y cols., 1978; DANIOTTI y cols., 1986; RESIDORI y cols.,

1978; FRIGERIO y cols., 1986; E’ARENTE y cols., 1985; FIORELLI

y cols., 1986; PIAl y cols., 1986; FORNAPIEROy cols. 1990;

JUNG y cols., 1992).

2.5.7. Otras acciones farmacológicas.

En el conejo anestesiado la administración i.v. rápida

de alginor, a dosis superiores a las de butilescopolamina

y mucho más elevadas que aquellas necesarias para desarrollar

el efecto antiespasmódico, produce una depresión de la

respiración e incluso apnea (MARAZZI—UBERTI, 1923) el alginor

no presenta propiedades anticonvulsivantes, no aumenta el

tiempo de sueño inducido por barbitúricos, al contrario que

la butilescopolamina. No inhibe los temblores causados por

la temorina. Todo ello demuestra la ausencia de efectos

centrales del fármaco. Asíuismo, carece de cualquier activi-

dad analgésica 6 anestésico—local, no presentando efecto

sobre la temperatura corpórea.

Tampoco produce cambios sobre la diuresis, coleresis,

glucemia o el tiempo de coagulación <tiempo de Quick>

(INSTITUTO DE ANGELA, 1973>.
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2.5.8. Actividad sobre la fibra muscular lisa según la vía

de administración utilizada.

a) Por vía oral, el alginor, a las dosis de 150—300 mg/día

tiene un efecto terapéutico en el tratamiento sintomático

de formas morbosas caracterizadas por un componente espástico

o discinético; posteriormente, dosis de 150—200 mg/día son

suficientes para mantener el efecto logrado y evitar las

recaídas (SCARPIGNATO y BIANCHI-PORRO, 1985; SCHIAVONE y

cois. , 1989>.

b> Inyectado por vía i.v. (ampollas de 5 mg>, es eficaz para

suprimir estados espástico—dolorosos a nivel de vías

urinarias (MANGANELLI y ACCONCIA, 1977; SCARPIGUATO y

BIANCHI—PORRO, 1985) . En cólicos hepáticos y renales, se

utiliza por vía i,m. o i.v. a la dosis de 5 mg. Sin embargo,

dosis de 10—20 mg son perfectamente toleradas por el paciente
y

(SPIVACH y cols. 1977; FAEBROy cols. 1977; RESIDORI y cols.

1978; LITTA-MODIGNARIZ, 1978; SCARPIGNATO y BIANCHI-PORRO,

1985) . Esta actividad antiespasmódica resultó ser al menos 6
similar a la del buscopán en ampollas por vía i.v. de 20 mg, A

medicamento eficaz y muy empleado en clínica (FABBRO y cois.

1977; FORNAPIERO, 1990)

c> Por vía rectal, el algínor <en supositorios de 25 y 50 mg) -‘4

ha sido ensayado en comparación con placebo y con el maleato
32

de trimebutin en supositorios de 100 mg. La dosis, de

alginor, 100 mg/tía, resultó ser la optima para un tratamien—
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to eficaz de los trastornos del tracto gastrointestinal de

tipo espástico—discinético (RESIDORI y crAs., 1978; SCARPIG—

NATO y BIANCIfí—PORRO, 1985; JUNG y cols., 1992).

d> Administrado en fleboclisis, produce relajación del cuello

uterino reduciendo durante el periodo de dilatación la

espasticidad del cuello uterino, con la consiguiente disminu-

ción del tono muscular (ACCINELLI y cols. 1978; SCARPIGNATO

y EIANCHI—PORRO, 1985> . En comparación con buscopan es más

activo , siendo perfecta su tolerancia a nivel materno y

fetal, por lo que resulta ventajoso durante el parto.

e) Asimismo, en exploraciones endoscópicas y radiológicas

donde se requiere una atonía de la musculatura lisa, se ha Ñ

ji

demostrado que el alginores eficaz y bien tolerado durante
todo el periodo del exAmen, (HOFKIN, 1969; DUNN y cois.

1970; COOK y cols. 1984; SCARPIGNATOy BIANCI-tI—PORRO, 1985).

w
Su actividad antiespasmódica, en estas circunstancias,

resultó ser 3.5 veces más elevada que buscopán utilizado como
-3<

fármaco de comparación (PARENTE y cols. 1985> .

3<3<

f) En pediatría se utilizó la presentación farmacéutica en 32
A-—

gotas, desarrollándose una eficaz actividad antiespástica en
-y

dosis desprovistas de reacciones adversas, en particular Ñ
33-1

de tipo atropinico para el tratamiento de niños afectos de O
4<54<-’-
&

vómitos espásticos-discinéticos. La ausencia de efectos

colaterales es muy importante en el niño, que es más sensible - -

y

«4<
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32

a los efectos atropinicos con respecto al adulto. En estas >3

situaciones el alginor ha demostrado ser mas eficaz que el

clorhidrato de diclomina.
/0

-4<
2.6. TOLERANCIA CLíNICA DEL ALGINOR.

U

La tolerancia de este fármaco es excelente, apreciándose it

escasas reacciones adversas; la más significativa, en LIU-
- comparación con el buscopán, la xerostomia que aparece por A

23<~ -

vía intramuscular a dosis de 10—20 mg (SPIVAC}-t y cols, 1977> .

Por tanto, alginor constituye un fármaco eficaz para eliminar 9
11-5

los espasmos o inhibir la motilidad de la musculatura lisa
‘44<
(4<

del aparato gastrointestinal, vías biliares y urinarias
3

(IMBIMBO y cols. 1990; SPIVACH y cols, 1977; SCARPIGNATOy

cols. 1985b; MANGANELLI y ACCONCIA, 1977); además de ser una

ventaja real durante el parto al ser más activo que los

antiespásticos empleados comúnmente y su buena tolerancia
‘3<

materno—fetal (ACCINELLI y cols. 1978) Es un eficaz trata— ¾-

f

miento de la patología del vómito espástico—discinético del

aparato digestivo del niño y del adulto y en el síndrome de 344<4<4<

colon irritable (PASSARET¶PI y cols. 1989>. En estos sindromes <44<
‘4< -

el alginor inhibe de forma significativa (figura 4> tanto el 3-

dolor abdominal a la palpación como el meterorísmo con (
-11

ausencia de efectos secundarios indeseables a las dosis ¡Y

utilizadas.
:33<0<3

0~
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Figura 4.— Modificaciones en los signos físicos tras el

tratamiento con Alginor y Prifinium.

<modificada de Pial y colA. 1986>
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3. MECANISMODE ACCION DE BUSCOPANY ALGINOR

.

Los agentes antimuscarinicos, dentro de los cuales

podemos incluir buscopan y alginor, son antagonistas competí— K
tivos de las acciones de la acetilcolina y otros agonistas

<3<t
siendo mediadas estas acciones a través de la estimulación

de los receptores muscarinicos <GOOOMANy cols. 1991>. 9

Originalmente, los receptores muscarinicos se clasifica— 3->

ron en dos grupos, M1 y M2, en base a la afinidad por los ¡y’
4<

mismos de la pirencepina: unos, de localización cerebral,

4—

poseían alta afinidad por pírencepina, y se denominaron M~;

otros, que se localizaron en órganos periféricos, tenían baja

3-afinidad por Pirencepina, y se denominaron >4~ (HAMMERy cols.

y-ji1980; WATSON, 1984; TSUKAHARAy cols. 1989a> . Posteriormente,
<y

apareció un nuevo compuesto, AP—OX 116, que además de Ah

y-

4
discriminar entre las respuestas mediadas por los receptores

0+4<

M1 y ~ mostraba una marcada preferencia por los receptores
«4<.

muscarinicos >42 cardiacos, como lo demuestra el elevado 44<
y>

valor de pA2 observadoen corazón (7,3—7,4> comparadocon el 4<3<

—0)---

de músculo liso (6—6,4> <GIACLfETTI y cols. 1986; DUCKLES y 4
- A -

cols. 1987; MICHELETTI y colA. 1987>. Existen otros compues—

tos que han demostrado poseer cardioselectividad, como A

4<-ji
la gallamina (BROWNy CROUT, 1970), la metoctramina (MELCETO—

<34<
ERE y cole. 1987> o la himbacina (ANWAR—UL y cols. 1986>. sin 9

3<
0<

embargo, gallamina y metoctramina interactúan, probablemente, 1
<3-4<

As0de manera alosténica con el receptor muscarinico cardiaco
4$
~1

Ay?
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y
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3: <‘4;

<4$

¡fi

<EGLEN y cols. 1988; BIRDSALL y colA. 1989; DOODS y cols. ti
~<¡01989) . El hecho de que el AF—DX 116 presentase una desigual ¡4

«1afinidad dentro de los receptores muscarinicos periféricos

llevó a sugerir la heterogeneidadde la población de recepto—

res muscarinicos del subtipo ~ (GIACHETTI y colA. 1986;

HONKANEUy ABDEL—LATIL, 1988) denominandose receptores >42Á o
¡y

a aquellos localizados en el corazón, y como o >426 a
—-4<

los presentes en las células musculares lisas <EGLEN y
WHITING, 1985>. DOCOSy cols. en 1987 utilizando técnicas de

:3<

3-

binding, en diferentes localizaciones (tejido neuronal, y?

<3

corazón y glándulas exocrinas) fueron capaces de clasificar

los receptores muscarínicos en 3 tipos: >4w. >4~ y >43, Recien—

/ 1temente, se ha identificado el M~ y un quinto <sin nomencla—
2’

tura por el momento> <tabla III) (T&EEN y cols., 1991; TIPS, -~ -~

1993>. 3
;í

Así, pirencepina tiene mayor afinidad por los M~ que por

los otros dos, metoctramina o AF—DX 116 son más selectivos
~4

por los >42 y el 4—DAMP o el parafluorohexahidrosiladifeflidol 3-AS
/4< -

muestran mayor afinidad por los >43. Sin embargo, hay que 4$

tener en cuenta que ninguno de los antagonistas muscarínicos ‘1
AS

es altamente selectivo por un subtipo de receptor, con
=5

respecto a los otros dos, no disponiéndose en la actualidad

3-de antagonistas que presenten una selectividad mayor por

alguno de los receptores de más de dos órdenes de magnitud.

Por ello, la caracterización farmacológica del subtipo de

receptor muscarinico existente en un determinado te)idO dube
3<

<3<

«A-4-
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4<,

4.

-4<,

basarse en el espectro de afinidades que presenten una serie

de antagonistas, entre los que se incluyan al menos uno para

cada subtipo de receptor. En la tabla III se muestra la

nomenclatura para los distintos subtipos de receptores, los 4:
antagonistas más selectivos, el mediador celular de la

respuesta, el gen que los codifica y otra información

adicional acerca de la estructura, determinada en humanos,
540

de dichos receptores. 4
4--Aunque se han encontrado receptores ¡nuscarinicos en
4

diferentes tipos de células, su presencia en neuronas, 4
1<

músculo liso y cardiaco, células exocrinas, endocrinas, 4

paracrinas y endoteliales tiene una especial importancia

(GOYAL, 1989> Tanto en el sistema nervioso central como

periférico existe un gran número de neuronas que presentan
4<

¡
receptores muscarínicos. Estos receptores se encuentran en

el soma y en las dendritas de muchas neuronas colinérgicas,
Ah¡‘A-Y’

no colinérgicas y en las terminaciones de algunos axones 32<
44$

-3-03<-
-dfrO(GOYAL, 1989); más aún, una misma neurona puede contener

receptores muscarinicos excitatorios e inhibitorios (KILBIN—
oA-’4~

GER y cols. 1984) . A nivel cerebral se han identificado

sitios de fijación a nivel presináptico, tanto en corteza 3<’

como en hipocampo (McKINNEY y RICHELSON, 1984>, y se han
3-4<4<3-43-

descrito los subtipos M1 y M4 en neuronas corticales <BONNER
404

y cols. 1987> . La estimulación de estos receptores puede
4-

producir excitación celular por mecanismos que implican una -

“o/it
disminución de la conductancia a 1< (CURISTIE ~‘ NORTH. 1988) .

-—it
3-y?

>13--
3<

3<
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Los receptores muscarínicos que producen inhibición se

asocian con hiperpolarización de las neuronas debido a la

apertura de los canales de 1<, mediada a través de proteínas

Gk <GOYAL, 1989> . Mediante estudios bioquimicos, FISHER y
<33<4<

BATUS (1985> han determinado que la activación los de

receptores muscarinicos en el hipocampo estimula el sistema

de los fosfoinositoles. En esta región del cerebro, bajas y’
---¿-

concentraciones de pirencepina bloquean el recambio de los 4<0

fosfoinositoles (FISHER y BATUS, 1985; GIL y NOLFE, 1985> lo
uy’

que indica que los receptores con alta afinidad por pirence—

~11

pina están acoplados a dicho recambio en esta zona cerebral. <¡4
La estimulación de los receptores >4~ cardiacos por 4->

concentraciones nanomolares de acetilcolina disminuye la

frecuencia cardiaca, al inhibir la corriente activada por
/•

hiperpolarización, implicada en la generación de la actividad 2’

del marcapasos o I~ (DI FRANCESCOy cols. 1989). Concentra-
no

ciones moderadas de Ach inhiben el músculo cardiaco, disminu— <y 3-

yendo la potencia y la frecuencia de contracción (PAPPANO y 4<4-A

cols. 1988). Tanto la proteína O como las Gk median la 0<0<0»

3<4<’-

inhibición cardíaca; la activación de las proteínas 01
3<”

disminuye los niveles de AMPc, reduce la actividad de las y-,

3-

protein—kínasasdependientesde AMPc y disminuye la fosfori— -

lación de los canales de Ca de la membrana plasmática; el
-01->0<

cierre de los canales de Ca voltaje—dependientes disminuye

los niveles de Ca en el interior celular (GOYAL, 1989). La ‘-4<
-3<--.

<¡-y
<A->

<3<4<

‘4<

<1
¿

02<



3:

activación de las proteínas G~, directa e indirectamente,

disminuye los niveles intracelulares de 1<, lo que produce

hiperpolarización e inhibición de la actividad marcapaso y

de la excitabilidad cardiaca <GOYAL, 1989>. La estimulación

de los receptores cardiacos puede producir aumento de los

niveles de GMPc, aunque no existe certeza del papel del GMPc

en la función cardiaca (WATANABE, 1983) . Además, la interac—

ción del agonista muscaninico con su receptor, probablemente

activa una proteína reguladora <Gp) que activa a su vez la

fosfolipasa C, la cual hídroliza el fosfatídil inositol 4,5—

bifosfato, cori la consiquiente formación de IP3 y DG (DOODS

y cols. 1989), aunque las concentraciones de agonista

necesarias para estimular el recambio de los fosfoinositoles

por los receptores M2 son aproximadamente10 veces mayores

que las necesarias para dicha estimulación a través de

receptores >41 o M~ <LECHLEITER y crAs. 1989).

Mediante estudios de fijación de radioligandos, se ha

sugerido que el músculo liso posee receptores H2 y M~, aunque

funcionalmente parecen ser los M~ los que median la contrac-

ción (LADINSKY y cols. 1988>. Estudios recientes han demos-

trado que los subtipos moleculares >4~ y M~ son los que se

expresan en el músculo liso (MAEDA y cols. 1988>; la estimu-

lación de dichos receptores- origina un aumento en la estimu—

lación del recambio de fosfatídtl inositol por proteínas Gp,

que aumenta la movilización del Ca íntracelular y la entrada
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<y

a

y--- 3<3<

de Ca (CHRISTIE y NORTH, 1988), dando lugar a la contracción.

La primera fase da la contracción se explicarla por la

liberación de Ca intracelular por e]. lE’3 y la entrada del. t
mismo desde el exterior por canales voltaje—dependientes

‘-‘4,

(CVI)s> específicos, lo que conlíeva un aumento de la concen— O

tración citosólica de Ca libre (BERRIDCE e IRVINE, 1984>. La <5

función de la proteincinasa <PKC) en la contracción muscular

no está del todo clara; su activación por el diacílgílcerol. 4’

<DG> participaría en el mantenimiento de la respuesta

contráctil a pesar de que los niveles intracelulares de Ca ¡¡

hayan disminuido hasta valores casi similares a los de la
3<

célula en reposo. RASMUESENy cols. (1987> propusieron que

la PKC podría estar implicada en la modulación de la respues-

ta contráctil a través de cambios de la concentración de Ca

en una zona restringida de la célula. Estos autores sugieren

que seria un acUmulo de Ca en la cara interna de la membrana
-3<-’--

plasmática, y su activación, lo que determinaría la magnitud
‘½

de la respuesta contráctil, siendo los cambios en la concen—
3--

tración de este lón unido a la membrana los responsables del -~ -

mantenimiento del tono <RASMUSSENy cols. 1987). Además, la
-it;

0~~

NCC podría fosforilar diversas proteínas que intervienen en

la respuesta contráctil <NISHIKAWA y cola. 1983; RASMUSSEN y
~0<-

y cols. 1987>. Por último, la activación de los receptores
<-<¡y

muscarínicos musculares puede antagonizar los efectos
-o

relajantes de la estimulación 3—adrenérgica, mediados por
-4<’

>4<

y’,
y
14<

¡y-

0/

<-“3<
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incremento de los niveles intracelulares de Al4Pc y apertura

de los canales de 1C (SIMS y cols. 1988).

A nivel de las células exocrinas <glándulas lacrimal,

parótida y submandibular), los receptores implicados parecen

ser del subtipo >4,, siendo el subtipo molecular el.

codificado por el RNAm en el tejido glandular <AI’aBA y cols.

1988; SCHIAVONE y BRAMBILLA, 1991) . La secreción que se

produce por estimulación de estos receptores está mediada por

activación del recambio de fosfatidil inositol y movilización

del Ca intracelular, a través de la activación de proteínas

Gp <LOUIE y OWYANG, 1986>.

Como ya se ha comentado anteriormente, los receptores

muscarinicos están ampliamente distribuidos en el tejido

vascular y pueden mediar dos tipos de respuestas: contracción

directa y relajación indirecta mediada por la liberación de

EDRF o por la inhibición de la liberación de noradrenalina

(HA> <VANHOUTTEy SHEPHERD, 1973; FURCHGOTTy ZAWAZDKI, 1980;

VANHOUTTEy SHEPHERD, 1983) . En cuanto al subtipo de receptor

muscarínico implicado en cada una de estas respuestas,

podemos decir que en la mayor parte de las preparaciones, el

receptor que modula la respuesta mediada por EDRF es del

subtipo >43 y el que media la inhibición de la Liberación de

NA del subtipo >42 (EGLEN y W}IITING, 1990>. La acetilcolina

también da lugar a respuestas contráctiles, generalmente en

territorio venoso, donde el subtipo de receptor implicado es

el M~ J~GLEN y WHITING, 1990). La Acetílcolina también
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produce la contracción en arterias coronarias porcina y

bovina y aorta de conejo, un efecto mediado a través de

receptores muscarínícos del subtipo M, (DUCKLES, 1988; VAN

CHARLDORPy VAN ZWIETEN, 1989), mientras que el subtipo que

media la contracción en arteria basilar de cerdo es % (VAN

CHARLDORPy VAN ZWIETEN, 1989).

La presencia de receptores muscarínicos de localizacón

endotelial ha sido muy discutida. Así, hay autores que usando

técnicas autorradiográficas y de fijación de radioligandos

con [3H~—quinuclidinilbencilato sugieren la ausencia de estos

receptores <STEPHENSONy SUMMERS, 1987; STEPHERSONy cols.

1988; DE MICHELE y cols. 1989>, mientras que otros, empleando

las mismas técnicas indican la presencia de estos receptores

a nivel endotelial <SIM y MAIJEET, 1989; TSUKAHARA y crAs.

1989a> , aunque en menor densidad que en el músculo <TSUKAHARA

y cols. 1989b>. En 1985, PARNAVELAy cols. 1985, evidenciaron

la presencia del enzima que sintetiza colinoacetiltransfera—

sa, en el endotelio de vasos cerebrales de rata, sugiriendo

que las células endoteliales podrian captar colina de la

circulación y sintetizar Ach, que actuaría entonces localmen-

te sobre receptores muscarinicos del endotelio. Se conoce

poco acerca del mecanismo de transducción implicado en la

síntesis o liberación de EDRF<s>. Así, el tratamiento con la

toxina pertussis en arterias coronarias porcinas abole la

relajación mediada por EDRF inducida por el agonísta a
2—

adrenérgico UR 14304 ó 5—HtdrOXiSOrOtOflifl&, sin afectar a la
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producida por adenosina o el ionóforo de Ca A 23187 (FLAVAHAN

y cols. 1989>, mientras que en arteria pulmonar de conejo la

toxina no modifica la relajación endotelio—dependiente

inducida por Ach, ATE’, sustancia 1’ o el ionóforo A 23187

(HOLFELD y cois. 1990>.

Desde el punto do vista experimental, podemos diferen-

ciar los receptores muscarinicos con un antagonista clásico

de estos receptores, la atropina <que no díscrimina entre los

receptores M~ y >4~> siendo un antagonista muy selectivo de

los agentes muscarinicos en los receptores correspondientes

del músculo liso y cardiaco y de las células de las glándulas

exocrinas.

Diferentes trabajos, sugieren la presencia de recepto-

res tipo >42 en la fibra muscular lisa <MADISON y cols. 1987)

y la existencia de una selectividad especie dependiente para

los subtipos >4~ y >42 de receptores muscarinicos (YAI4ANAXA y

cols. 1986; DUCKLES, 1988) realizados en arteria aorta de

bovino, conejo y perro, según la localización de la PMLV

dentro de la misma especie.
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TABLA IV . RECEPTORESMUSCARINICOS VASCULARES Y CARDIACOS

ESPECIE Y TERRITORIO DEPENDIENTE.

>47

Aorta bovina +

Aorta conejo +

Aorta perro +

Coronaria perro + +

Coronaria oveja +

Corazon +

Tomada de Yamanaka y cols. 1986 <Yamada y cols. 1988; Duckles

y cols. 1987).

La mayor parte de los trabajos para caracterizar los diferen-

tes subtipos de receptores muscarinícos ~ y >42 han sido

realizados por técnicas de ‘binding’4 <VAMANAXAy cois. 1986;

DUCKLES, 1988> y mediante técnicas de biología molecular,

donde se identificaron y expresaron los RNAmcorrespondientes

a los distintos subtipos de receptores muscarinicos >4~ y >42

(FUKUDA y cols. 1987>.

El bloqueo de los de receptores muscarinicos a nivel

arterial no es tan relevante como para explicar la acción

vasoldilatadora de buscopán y alginor lo que sugiere que

otros posibles mecanismos de acción podrian estar implicados

tales como:

— Posibles interacciones con los Mulos de entrada o salida

de Ca.
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— Posible acción a nivel del Ca intracelular.

— Posible acción a nivel del factor de relajación endotelia].

(EDRF) (TSUKAHARA y cola. 1989a).

El papel jugado por el EDRE no está claro dentro de las

funciones de los receptores muscarínicos (MILLER y cola.

1988; DUCKLES y cola. 1987>

4. MECANISMOSBASICOS DE LA HOMEOSTASISDEL CALCIO CELULAR

.

Para la célula cucariótica en reposo es fundamental

mantener la concentración de Ca ionizado en el citosol por

debajo de l0~~M, es decir, una concentración 10.000 veces

menor que la del ión Ca extracelular. El contenido total de

Ca en la célula (incluido el almacenado en mitocondrias y

retículo sarcoplásmico) es aproximadamentede 1 mmol/g, lo

que indica que, teóricamente, entre los orgánulos celulares

y el citosol existe también un gradiente de 10.000.

Después de un estimulo y para poder inducir su funcion

fisiológica, la [Cal jónico libre en el citosol se incrementa

hasta aproximadamente íOt4. lo que representa durante un

tiempo limitado una concentración 100 veces superior a la de

reposo. Incluso en estas condiciones, el gradiente entre el

espacio intra y extracelular y entre los lugares de fijación

y citosol, es de 100 respectivamente.

Es obvio que esta distribución, qu~ no es precisamente

una situación de equilibrio, requiere ‘ecanIsmOSque sean



capaces de mantener de forma eficaz las diferentes concentra-

ciones de Ca en los diferentes compartimentos (tales Como el

espacio extra e intracelular o el espacio extra e intrarre—

ticulo sarcoplásmico> . Esta compartimentación es necesaria

para poder transportar el Ca desde el. citosol al espacio

extracelular, para almacenar el Ca que excede a las necesida-

des fisiológicas intracelulares y para garantizar la adecuada

entrada o liberación de Ca hacia el citosol.

En condiciones fisiológicas normales, este sistema es

capaz de mantener la concentración de Ca intracelular siempre

por debajo de niveles tóxicos. Sin embargo, en condiciones

de hipoxia, este sistema puede fracasar rápidamente, permi-

tiendo una entrada masiva de Ca que al no ser recaptado en

organelas intracelulares o expulsado fuera de la celula

conduce a un incremento de [Cal intracelular, que origina

disfunciones celulares y, eventualmente, conduce a la muerte

celular (PETEES, 1988)

4.1. MECANISMODE ENTRADADEL Ca EN LAS CELULAS.

1.— La capa lipídica de la membranada lugar a diferen-

tes barreras para la difusión de los iones. La parte central,

formada por la interacción de los ácidos grasos, forma una

barrera fuertemente lipofilica. mientras que en los lados

interno y externo de la membrana las moléculas de agua se

estructuran uniendo fuertemente los grupos que constituyen
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las cabezas de los fosfolipídos. Lo~ grupos carboxilicos y

fosfato, eléctricamente cargados, así como los glicopeptidos,

dan lugar a fuerzas de atracción y repulsión para los iones,

lo que en determinadas circunstancias origina una difusión

retardada de los iones. Dado que la energía que se requiere

para transportar iones a través de la bi.capa lipidica es

proporcional a las cargas de éstos, se puede deducir que la

permeabilidad para el calcio es menor que la del sodio o el

potasio.

2,— La presencia de moléculas protéicas en la bicapa

lipídica aumenta notablemente la permeabilidad de la membrana

celular (ZWAAL y cols. 1973; BENGA, 1985> . Se especula con

la posibilidad de que, debido a las interacciones proteína—

lípido, existe un aumento de la permeabilidad en las zonas

donde se localiza la proteína inserta en la membrana. De

acuerdo con lo expuesto, este tipo de proteína “permeablli’~

zadora” pudiera cambiar su estructura y por tanto su nivel

de interacción con el entorno lípidíco en función de los

diferentes grados de polarización de la membrana (PETERS,

1988>

3.— Se ha comprobado que, en determinados tipos de

células, algunos estímulos físLológicOs “abren” los canales

a través de los cuales el calcio entra en las células de

acuerdo con el gradiente de concentración extra e intracelu-

lar (CAMPBELL, 1985>. Estos canales pueden ser activados por

interacciones fármaco receptor. psa.: catecolarninas, o pueden



ser activados por cambios en el potencial de membrana.

Dependiendo del mecanismo se denominan canales receptor—

dependientes (CROs) <BOLTON, 1979; VAN BREEMEN, 1979) 0

canales voltaje—dependientes <OVOS)

4.2. MOVIMIENTOS DE CALCIO HACIA EL EXTERIOR £35 LA CELULA.

La reducción de la (Cal, responsable de la relajación,

es consecuencia de: a) la activación de un sistema de

intercambio Ha/Ca a nivel del sarcolema. Sin embargo, este

proceso tiene un papel mínimo en la relajación de la FMLV

como más adelante comentaremos; b) una ATPasa Ca—dependiente

activada por la calmodulina que se encuentra, tanto a nivel

del sarcolema, como en las membranas sarcoplasmicas <CAUVIN

y cols. 1983). Esta ATPasa induce, por tanto, la salida de

Ca al medio extracelular o su almacenamiento en el retículo

sarcoplásmico. El proceso de reincorporación de Ca en el

retículo sarcoplásmico es un proceso activo que implica la

activación de una proteína, el fosfolamb-dano, que cuando se

fosforila, por la acción del AMPc, aumenta la reincorporación

de Ca reduciéndose la (Cali (KRAMER y HAEDMAN, 1980; HPLNLEY

y STEINER, 1990)

4.3. PAPEL DEL CALCIO EN LAS FIBRAS MUSCULARESLISAS VASCULA-

RES

En los apartados anteriores hemos visto cl importante
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‘a

papel que juega el Ca en los mecanismos básicos de la
I•’~~,

homeostasis celular, nos vamos a limitar en este apartado al
4:4

papel del Ca dentro de la FMLV. it

El acoplamiento excitación—contracción en las FMLV viene
determinado por un aumento en la concentración de Ca ((Cal>

A..

intracelular, siendo este factor el principal determinante

para llevar a cabo el acoplamiento. El incremento del Ca

intracelular puede ser consecuencia de un aumento en el flujo

de entrada de Ca a través del sarcoterna y/o de un aumento en

la movilización del Ca almacenado en determinados depósitos

intracelulares <GORDON, 1978; SOLTON, 1979; DROOG?4ANS y

CASTEELS, 1984>.

De este modo se seleccionan proteínas capaces de

funcionar corto “receptores” intracelulares del Ca <como la

calmodulina, troponina C, parvalbúmina y otras> que permitían

respuestas diferenciadas y especificas al. íón <BURHEY y

NEERING, 1987> . El Ca presenta algunas propiedades de

importancia fisiológica únicas entre los cationes, entre las

que se encuentra la capacidad de interaccionar con iones

orgánicos de grandes dimensiones tales como algunos grupos 4’-4

aniónicos (hidroxilos, carbonilos y carboxilos) presentes en O

proteínas y péptidos; el magnesio, par ejemplo, si bien se ¡4

encuentra en la célula a concentraciones mayores, está más

hidratado, lo que disminuye sus posibilidades de fijación. 1o~j<¡Ah

El Ca también se fija a ligandos no protéicos como los u4< -

nucícótidos de adenina, el ácido citríco y los fosfatos.
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Estas propiedades le proporcionan unos papeles biológicos

clave entre los cuales principalmente los de: a> constituyen-

te estructural de la membrana y del tejido óseo, b> cofactor

de enzimas, c> regulador intracelular de algunos procesos

fundamentales como la secreción y la contracción y d>

vehículo de una carga en los procesos eléctricos de membrana

(GOVONI, 1990>.

Por consiguiente, las funciones del Ca van mucho más

allá de las de un elemento importante para la integridad

estructural del organismo, así como de cada célula, y

comprende la regulación de algunos procesos celulares

fundamentales (GOVONI, 1990)

4.4. ENTRADA DE CALCIO EXTRACELULAR

4.4.1. Despolarización de la membrana.

La despolarización de la membrana de células musculares

lisas, ya sea debida a potenciales de acción o por concentra-

ciones altas de K, se acompaña de contracciones que pueden

inhibirse por lantano, cationes divalentes (BOL’rON, 1979> y

bloqueantes orgánicos del Ca <CAUVIN y coitE 1983). La

existencia de canales de Ca voltaje—dependientes se ha

comprobado tanto en células musculares lisas electrícamente

activas como en aquellas que normalmente no generan potencia-

les de acción (BOLTON y cols, 1988b>.



Las contracciones inducidas por KCI son muy dependientes

de la concentración de Ca extracelular (FIINKE, 1965; HINKE

y cols. 1964; BRIGOS, 1962). El bloqueo de la contracción por

antagonistas orgánicos del Ca y la ausencia de respuesta al

XCI en ausencia de Ca extracelular señalan la entrada de Ca

extracelular como mecanismo responsable de la contracción

durante la despolarización, hecho comprobado tras la determí—

nacion flujo de “Ca lo que ha puesto de relieve algunos

aspectos destacables de la contracción producida por KCl:

1.— La entrada de Ca requerida por una contracción

máxima es mucho mayor a la teóricamente necesaria para ocupar

los sitios de unión de la calmodulina citosólica; lo cual

sugiere que gran parte del Ca que entra es almacenado por

organelas intracelulares o bien se fija a componentes del

citosol <LOUTZENHINSERy cois. 1985>.

2.— Las dosis más bajas de XCI provocan una contracción

sin que se produzca una entrada significativa de “Ca. Es

posible que el mecanismo de liberacion de Ca inducida por el

Ca juegue un papel en la fase inicial de la activación

inducida por despolarización (SAIDA y VAN BREEMEN, 1989) . Sin

embargo, el hecho de que el KCI no produzca contracción

alguna en ausencia de Ca extracelulait (VAN BREEMEN, 1979>

y aunque no se puede descartar un mecanismo amplificador en

dosis bajas, parece improbable una liberación de <Ca>i

inducida por despolarización. Por otra parte, La estrecha

relación entre captación de “Ca y tensión inducida por ¡<Cl
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sugiere la no contribución del fenómeno “Ca libera Ca” en la

fase estable de la contracción,

FABIATO y FABIATO (1979) exponen una teoría por la cual

la “liberación de Ca inducida por Ca’ ocurre en función de

la velocidad de cambio de la concentración del Ca cítosólíco.

Esto sólo puede ocurrir en la fase inicial de la activación

inducida por ¡<Cl, cuando la entrada de “Ca se produce con

mayor rapidez. Al igual que ocurre en el corazón <FABIATO y

FABIATO, 1972,1979>, un incremento rápido en el Ca del

citosol puede disparar la liberación de Ca intracelular.

Durante la fase estable de la contracción obtenida con ¡<Cl,

las reservas intracelulares reiniciarían el almacenamiento

de Ca.

4.4.2. Acoplamiento excitación—contracción.

El acoplamientoexcitación—contracción es la cadenade
3-

eventos que acoplan la estimulación de la membrana plasmática
4< 0

con la activación de las proteínas contráctiles. La mayoría

de nuestros conocimientos sobre el acoplamiento excitación—
- /-

Ah
contracción se ha deducido del estudio del músculo esqueléti— «<4<

O -~

co, cardiaco y liso por lo cual no se puede directamente 4<4<

generalizar el modelo de músculo esquelótico. lA-’
--¡yo-ti

Vamos a tratar de exponer los conocimientos sobre el

músculo liso y, en especial, cl vascular. La interferencia

en cualquier paso de la secuencia de sucesos de este acopla—



miento puede producir la relajación vascular. El factor que

acopla la excitación con la contracción es el aumento de la

concentración del Ca en el citosol que puede provenir de

fuentes intra o extracelulares.

4.4.3. Mecanismos de regulación de la interacción actina—

miosina.

El mecanismo primordial para la regulación de la

interacción actina—miosina por la activación dependiente del

Ca es complejo. Se han propuesto distintos mecanismos

bioquímicos según sea el miofilamento que regula el proceso,

el grueso (miosina> o el delgado (actina y tropomiosina) y

las proteínas reguladoras que median los efectos del Ca

(STULL y cols. 1980> . Utilizando proteínas contráctiles

purificadas en experimentos bioquímicos se proponen los

siguientes mecanismos:

1> Fosforilación de la miosína dependiente del Ca y la

calmodulina.

2> unión directa del Ca a la miosína.

3> Regulación por el Ca de los miofílamentos delgados.

4> Activación del filamento delgado por el Ca en unión al

sistema leiotonina.

5> Regulación del filamento delgado por el Ca y la proteína

caldesmon.
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4.4.4. Canales de entrada de Calcio 4<
40 p

Los canales de Ca de la membrana plasmática juegan un

-t -i
papel crucial en la iniciación de las señales Ca a nivel de

las terminaciones sinápticas, corazón, músculo liso, células

cromafines y células 0 secretoras de insulina <BERRIDGE

1986>

La estructura que permite la variación de las [Cal e
4< —

un canal selectivo que deja pasar un gran número de Iones en

un tiempo muy breve. Los iones de Ca que pasan por los

canales de Ca funcionan como mensajeros químicos para una

diversidad de procesos fisiológicamente importantes como el

acoplamiento excitación—contracción, la conducción de Í4<

impulsos, la ~ctividad neuronal y el acoplamiento excitación—

secreción.

Los canales de Ca son unas estructuras macromoleculare
0-44<constituidas esencialmente por una o más glícoproteinas, 4.

embebidas en la bicapa lipidica, con una configuración it
jO -

bastante cilíndrica y un poro acuoso en su centro (REUTER, 4<4<

1983>

Durante años han sido propuestas das vias de entrada de

Ca en la fibra muscular lisa vascular (BOLTOtJ, 1979; STAN

FIELD, 1986; NEHER, 1987; TAYLOR, 1987; MARTY. 1989):

a> Canales activados por voltaje (VOCs) 3<? -
¡y

Son activados por la despolarización de la membrana. Se 1
3<-

puede conseguir la apertura de este canal por despolarización

con elevadas concentraciones de XCI en el medio.
- - O.
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b> Canales activados por agonistas <RQCS> 4<),

Son activados por la interacción de un agonista (catecola— —A-
<~1

minas, 5—NT, angiotensina II> con su receptor especifico.

Este canal se abre al añadir un agonista al medio.

Además han sido propuestos otros canales:

c> En situación de reposo existe una vía pasiva o canal

de goteo (leak channel> que permite la entrada continua de

pequeñas cantidades de Ca a favor de un gradiente electroquí-

mico, debido a que la membrana celular no es totalmente

impermeable a los iones. La existencia de este canal se ha

demostrado por el lento intercambio del Ca celular con el Ca

extracelular radiactivo, en preparaciones en reposo incubadas

con “CA <CAUVIN y cols. 1983; VAN BREEMEN, 1986). EstO canal

es poco sensible a los ACa.

Este canal esta alterado en la hipertensión, de tal

forma, que en condiciones patológicas podría existir un goteo

aumentadode Ca que daría lugar a una sobrecarga continua de

Ca en las fibras musculares lisas vasculares, lo que explica—
A-it -~

ria el aumento de las resistencias vasculares periféricas

4< 0característico de esta enfermedad <VAN BREEMEN, 1986)
k

d> Canales activados por un segundo mensajero <SMOCs) O-

La activación de estos canales depende de un segundo

mensajero producido a nivel intracelular en respuesta a la

acción de un agonista sobre un receptor específico en la j
3-

membrana (MELDOLESI y POZZAN, 1982; TSIEN y TEIEN, 1990). Los 0~4<

SMOCs se encuentran en linfocitos. neutrófilos, plaquetas y

.9-.-’

3-

-I



mastocitos, siendo el segundo mensajero que activa la mayoría

de estos canales, el IP3. En estos canales la dependencia de

voltaje es inversa a la que muestran los VOCs, aumentando la

entrada de Ca al hiperpolarizar la membrana por lo que

podrían participar en la regulación del potencial de reposo

<LEWIS y CAHALAM, 1990>

4,4.5.1. Canales activados por voltaje (VOCS>

Se caracterizan fundamentalmente por su activación—

apertura cuando la célula se despolariza <BOLTON. 1979;

REUTER, 1983; BEAN, 1989>. Los VOCs poseen un sensor de

voltaje que se modula por las variaciones del potencial

transmembrana. Las variaciones de dicho potencial vienen

dadas por la unión de cationes divalentes, especialmente ca,

a la membrana celular que se encuentra cargada negativamente

Asi mismo los VOCs canales también constan de filtros de

selectividad, que son responsables de que el canal presente

una especificidad para el Ca sobre otros cationes <ARTALEJO

y GARCíA, 1986; SPPEDING y PAOLETTI, 1992).

Se ha definido la existencia de varios tipos de VOCs,

mediantetécnicas ~~ectrofisiológica5 y farmacológicas: canal

T o transitorio, canal L o larga duración, canal N O

neuronal.

Los canales T y L se hux identificado en neuronas,

músculo cardiaco, esquelético ~ liso <HOFMANNy cols. 1987>

4< Ahi
000 ¡Ii
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los canales 14 se encuentran principalmente en las terminacio-

nes nerviosas y se encuentran ausentes en las células de

purkinje cerebelosas <SPEDDING, 1987>, jugando un papel

fundamental en la liberación de neurotransmisores <WATSONy

ABBOTT, 1992>.

LLINAS y cols. (1989 a,b> describieron la existencia de

un nuevo canal observado en células de Purkinje del cerebelo

y también dependiente de volta)e y distinto del canal 14, al

que denomino canal P. Las caracteristicas de este canal 2 son

que se activa a —50 mV <presinapsis terminal del calamar) y

desde el punto de vista farmacológico se bloquea por la FTX

(toxina de la aralia Funnel web) y no por la w-conotoxina

(veneno del caracol marino), que bloquca especificamente el

canal N, (TSIEN y cols. 1991; VENEMAy cols. 1992).

Se han registrado las corrientes de Ca en células

musculares de arterias y venas (BENHAN y cols. 1987; BENHAH,

1990> sugiriendo la existencia de dos tipos de canales de Ca

en fibras musculares lisas vasculares. Son los canales T y

L con propiedades similares a los descritos en otros tipos

celulares.

Los canales T y t muestran entre otras las siguientes

diferencias:

a> Umbral de activación. Los canales L son definidos

actualmente como activados por alto voltaje <uVA), es decir,

necesitan señales de despolarización intensa lo cual lleva

a la aparición de una corriente de Ca de larga duración;

-3<’
‘O -O

[4<
4V

4<3-4
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mientras que los canales T son activados por bajo voltaje 4<.

CLVA>, necesitan despolarizaciones débiles para su abertura 4<

y se inactivan rápidamente (TSIEN y cols. 1991>

b> Conductancia. La conductancia de los canales T es de

aproximadamente 9 picosiemens, y la de los canales L es de

alrededor de 25 picosiemens <BENHAN y cols. 1987>.

c> Distribución celular. Los canales E. se encuentran en

prácticamente todos los tejidos excitables siendo una de las

vías más importante para la entrada de Ca en corazón y

músculo liso, estando implicados en el acoplamiento excita-

ción—contracción del músculo cardiaco y vascular, en la

expresión de los protooncogenes C—fos y c—myc <hipertrofia

vascular> y en la duración del potencial de acción (MARTY,

1989; TAMARGO, 1992). Los canales T se encuentran en una

extensa variedad de tejidos excitables y están principalmente

ausentes en algunas células (células adrenocromafines y

neuronas simpáticas) (TSIEH y cols. 1991> y regulan la

frecuencia de la actividad miogénica de las células muscula

res lisas vasculares <MART’?, 1989; SPPEDING y PAOLETTI, 1992>

d> Sensibilidad a los agonístas y ACa. Sólo los canales

L pueden modularse ~~rmacológicamente, bloqueándose por los

ACa y activándose por diversos agonistas <catecolamiflas,

angiotensina II, 5—NT> <NOWYCI< y cols. 1985a; BENHANY cols. 4<

~~1
1987; NAYLER, 1988>. Los canales T no son afectados por estas

sustancias <NOWYCKy cols. igaSa>, pero se bloquean por

tetrametrina y níquel <HACIWARAy ccItt 1988; TAMARGO, 1992>
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También, es posible identificar ambos tipos de canales O-

4<—..’
utilizando diversas toxinas; la conotoxina—w bloquea los 4<~

canales E. y N y no bloquea los T, pero además, discri.mina <o

00’entre los canales E. neuronales, a los que sí bloguca y a los

musculares a los que no bloquea <REYNOLDSy cols. 1986; CRUZ

y cols. 1987>. La neurotoxina taicatoxina <serpiente marina>

bloquea de forma específica los canales E. musculares pero no

los nerviosos ni los T (BROWN y cols. 1987>.

Por tanto, aquellos territorios vasculares en los que

exista una mayor densidad de canales de Ca tipo L, serán

mucho más sensibles a la acción de los ACa. Se ha demostrado

que la arteria coronaria del cerdo contiene el doble de

puntos de unión para las dihídropiridiflas que la aorta

(CAUVIN y VAN BREEMEN, 1985); mientras que en la aorta existe >4<

9
un gran número de receptores alfa—adrenérgicos acoplados a

la liberación del Ca almacenado a nivel intracelular y

resistente a los ACa (SPEDDING y cols. 1990>. Estos datos
4<k~

explicarían porque la arteria coronarla es mucho más sensible

a los ACa que la aorta <selectividad vascular) (TAMARGO, - j
...0

1992>

El canal voltaje dependiente tipo E. puede encontrarse

en tres estados o conformaciones diferentes: estado abierto

(activado> , inactivado y cerrado (reposo) <HCNDEGHEMy 4<4<

KATZUNG, 1984>. La cinética de apertura/cIerre del canal de -

Ca es voltaje dependientes aumentando la probabIlidad de
4< 9

apertura con la despolarización. El Ca solo puede atravesar

el canal cuando este se encuentra en su conformación abíc-rta. - ¡í4<

9

‘4<
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E.a cinética de activación del canal de Ca sigue un

modelo secuencial de tres estados (cerrado—abierto—ínactiva— 4<j

do); el canal inactivado ha de volver al estado cerrado, es <4<

decir que se reactive, para poderse abrir de nuevo (TRIOGLE,

1982; REUTER, 1983; HLJRWITZ, 1986; NAYtJER, 1988; TAMARGO,

1992> (figura 5>.

Existe, además, una regulación independiente del

potencial de membrana que es llevada a cabo a través de

procesos celulares , tales como, la fosforilación; en este

caso una modificación química determina si un canal será o

no capaz de abrirse en respuesta a un cambio del potencial

(NELSON y cols. 1990>.

Los agentes farmacológicos, agonístas y ACa, alteran la

cinética de apertura y cierre del canal <MEES y cols. 1984)

Los agonistas corno el BAY K 8644, que facilitan la entrada

de Ca, inmovilizan el canal en estado de apertura (HESS y

cols. 1984> . Mientras que los ACa, tipo dibidroxipiridiflas,

que bloquean el movimiento de Ca a través del canal, estabi-

lizan el estado de cierre <WORLEYy coís. 1989). .4<.--

El estado inactivo del canal voltaje dependiente tipo

L es promovido tras despolarizar el potefloLal de membrana. 4<

Los ACa son hasta 2.000 veces más efectivos cuando el 3->
¡4

potencial de membrana es de —10 mV <el 70 % de los canales

están inactivos> que cuando es de —80 mV (la mayor.ta de los

canales no están inactivados> . Por tanto, los ACa presentan
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mayor afinidad y son más efectivos <selectividad tisul-ar) en

las células musculares lisas vasculares que presentan un

potencial de membrana de alrededor de -60 mV, que en células

musculares auriculares o ventriculares cuyo potencial de

reposo oscila entre los —80 y —90 mV. Más aún, el hallazgo

de que los diferentes territorios vasculares presentan

distintos niveles de potencial de membrana <CAUVIN y cols.

1984; CAUVIN y VAN BREEMEN, 1985; JANIS y cols. 1987> permite

explicar porque unos lechos vasculares son más sensibles que

otros a los ACa. Incluso, aunque dos territorios vas- culares

presenten niveles de potencial de membrana similares pueden

responder de forma distinta a los agonistas; asl, la NA

apenas despolariza el potencial de membrana en la arteria

aorta, pero si despolariza el de los vasos de resistencia

(CAUVIN y cols. 1984; CAUVIN y VAN BREEMEN, 1985); esto

explicaría porque los vasos de resistencia son más sensibles

a los ACa que los de conductancia.

Los ACa modulan el funcionamiento de los canales de Ca

de tipo E. al unirse a zonas especificas o “receptores”.

Estudios de radioligandos, relaciones estructura—actividad

y estudios moleculares han permitido conocer el número y la

afinidad de los lugares de unión (VAGHY y cols. 1987 a,b; +4<

TSIEN y cols. 1991; SLISH y cols. 1992). Dichos canales
O¡00

contienen 5 subunidades designadas como alfa-1, alfa—2. beta,

1 3<4<

ji
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gamma y delta. La única subunidad que contiene territorios

de fijación para los ACa es la subunidad alfa—1; se trata de

una proteína transmembrana que se fosforila “in vitro” por

distintas quinasas (TAKAHASHI y cols. 1987). La subunidad

alfa—1 presenta territorios de unión separados pero íntima-

mente relacionados para las fenilalquilaminas, las dihidropí—

ridinas y las benzotiazepinas, que explicaría porque la

presencia de uno de estos fármacos influye en Xa actividad

de fijación de los otros <inactivación alostérica>. La

fijación de los ACa es esteroespecifica, saturable y reversi-

ble, existiendo una buena correlación entre las característi-

cas de fijación y su actividad farmacológica (REUTER, 1983;

TAMARGO, 1992>

Una importante propiedad de los canales del Ca tipo E.

es su plasticidad, aumentando su número en diversas

situaciones fisiológicas <por ejemplo, con la edad> o

patológicas (hipertensión arterial, cardiomiopatias>, así

como tras la ingesta de sal o la administración de fármacos

(opiáceos, neurolépticos, alcohol o fármacos que aumentan los

niveles celulares de AMFc> (NAYLER, i988; GQVONI y cois.

1988; GOVONI, 1990> . Esto permitiría explicar porque el

hipertenso y en particular aquellos en los que no hay una

importante restricción de sal en la dieta, responden muy bien

a los ACa (MESSERLI, 1990> . El número de canales voltaje

dependientes E. disminuye tras la administración de ACa y en



aquellas situaciones en las que disminuyen los niveles

celulares de ATP (ejemplo, durante la isquemia> (NAYLER,

1988; GOVONI, 1990; MESSERLI, 1990>

4,4.5.2. Canales activados por agonistas (ROCs>

Se activan tras la interacción de un agonista (NA. 5—tíT,

acetilcolina, etc.) con su receptor especifico situado en la

membrana ( BOLTON, 1979; NEHER, 1987; TAYLOR, 1987; TSIEN y

TSIEN, 1990>

Estos canales sow discutidos en la literatura, ya que

mientras que los VOCs han sido demostrados en músculo liso

vascular (WORLEY y cols, 1986; BENHAMy TSIEN 1988) , los ROCs

o canales voltaje insensibles, como también se les denomina,

no han sido identificados <NELSON y cols. 1990) . Por otra

parte se ha demostrado la existencia de VOCs sensibles a

catecolaminas (BENHAM y cols, 1987; NELSON y cols. 1988).

Estos hechos hacen necesaria una revisión de la posible

naturaleza de los ROCs.

Se ha descrito que la apertura de los ROCs es indepen-

diente de un cambio en el potencial de reposo de la célula

muscular (DROOGMANSy cols. 1977; VAN EREEMENy cola. 1982).

VAN BREEMEN<1986) propone que en aorta de conejo, los ROCs

no son activados por despolarización de la membrana, ya que

Cuando se miden los cambios del potencial de membrana

inducidos por la MA no es posible observar despolarización,
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aunque si se observa una marcada respuesta contráctil, y un

aumento en el flujo de entrada de Ca. Sin embargo, no todos

los vasos se comportarían de la misma forma; cuando estudia-

mos arterias mesentéricas de resistencia vemos que altas

concentraciones de ¡<Cl producen una despolarización progresi-

va del potencial de membrana, pero en estos vasos la HA

también produce despolarización y contracción.

La mayor evidencia a favor de que los ROCs son distintos

e independientes de los VOCs la aportan los experimentos

donde se midieron la tensión desarrollada y la entrada de

‘5CA <¡<HALIL y cols. 1987>, asi como los datos electrofisio—

logicos, en arterias estimuladas por un agonista:

1> En primer lugar, la HA puede incrementar la entrada

de ‘SCA y la fuerza de contracción, sin causar una despolari-

zación substancial (DROOGMANSy cols, 1977; CAUVIN y cols.

1985)

2) La NA puede producir un aumento de la tensión

y de la entrada de Ca en la arteria aorta previamente estimu-

¿Lada por alto XCI, sin causar una mayor despolarización

<CAUVIN y cols. 1984; BULBRING y TOMITA, 1987).

3) La entrada de Ca en respuesta a la aplicación

simultánea de alto ¡<Cl y HA, aproximadamente es la suma de

la producida por los agentes por separado <HEISHERI y cols.

1981; VAN BREEMEN, 1986).

4> Por último, la entrada de Ca en respuesta a la HA

en u arteria aorta es menos sensible a los ACa que la



entrada inducida por despolarización ( CAUVIN y cols. 1983;

YAMAHOTOy cols. 1984>.

Todos estos datos sugieren la existencia de caminos

distintos de activación cuando se despolariza y cuando se

administra HA u otro neurotransmisor.

Sin embargo algunos autores no excluyen la posibilidad

de que la HA y otros neurotransmisores activen los VOCs

<BENHAM y TSIEN 1988; NELSON y cols. 1988, 1990; PACAUD y

cols. 1991>; los argumentos en los que se basan son los

siguientes:

1> Se ha demostrado que la HA, del mismo modo que la 5—

HT, la angiotensina II y la endotelina pueden activar los

VOCs sin un cambio substancial en el potencial de membrana

(BENHAN y TSIEN 1988; COTO y cols. 1989; WORLEY y cols.

1989>

2> La estimulación con alto ¡<Cl podría no llevar a una

completa activación de los VOCs, de tal manera, que una

contracción adicional sería esperable al añadir la HA (NELSON

y cols. 1990).

3> Por la misma razón, una mayor entrada de Ca seria de

esperar cuando se adicionan la HA y el ¡<CI juntos, respecto

a cuando cada uno de ellos es agregado por separado (NELSON

y cols. 1990>.

4) Por último, la mayor sensibilidad de los ACa, en

respuesta a la despolarización de la membrana, podría ser

consecuencia de la acción bloqueante de estos agentes, la



cual es dependiente de un voltaje determinado, estando

favorecida la inhibición durante la despolarización (MOREL

y cols. 1987; NELSONy WORLEY, 1989). Es decir, que los ACa

podrían mediar una menor inhibición cuando el potencial de

despolarización es más negativo, aún cuando el canal fuera

el mismo en cada caso. Además, la activación por la HA de los

VOCs en músculo liso arterial, podria reducir la afinidad por

los ACa. Se ha comprobado que los VOCs estimulados por la HA

en músculo cardíaco se transforman en relativamente insensi-

bles a la inhibición por D—600 <McDONALDy cols. 1969>

Han sido propuestas dos hipótesis para explicar el

mecanismo de acción de los VOCs por agonístas:

1> NELSON y cols. han propuesto que las contracciones

inducidas por la HA en el músculo liso arterial se producen

por activación directa de los VOCs por el agonista. El

mecanismo consistiría en un desplazamiento de la curva de

activación de los VOCs, mediadapor el vasoconstrictor, hacia

voltajes más negativos, de tal modo, que la probabilidad de

apertura del canal (PO> fuese mayor a un potencial de

membrana dado, no siendo necesaria una despolarización para

causar un incremento sustancial de la entrada de Ca a través

de estos canales (I3ENHAM y TSIEN, 1988; NELSONy cols. 1988,

1990; WORLEYy cols. 1989>. Este efecto estaría mediado por

el diacilglicerol, generado durante la estimulación del

receptor a—adrenérgico, el cual activaria a la proteinquiriasa

C <NCC) que fosforibria a los VOCs del músculo liso arte—

4
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rial, dando como resultado un aumento de su apertura del O-Y

canal (BROWN y BIRNBAUMER, 1988; NELSONy cols. 1990) . Esta

hipótesis se basa en la demostración experimental de que la

fosforilación de los VOCs cardíacos y esqueléticos por la 2KG

incrementa la apertura de dichos canales < REUTER, 1983;

KAMEYAMAy cols. 1986>.

2> La segunda hipótesis también propone un incremento

de la entrada de Ca a través de los VOCs como respuesta al

estimulo del receptor a—adrenórgico. A diferencia de la

primera, se postula una activación indirecta de los canales

por el agonista <PACAUD y cols. 1991). La secuencia de

acontecimientos podría ser la siguiente: la HA libera Ca de

los depósitos intracelulares a través del Ip3, el Ca liberado

abriria canales de Cl~ produciendo una corriente de entrada

y la despolarización de la membrana plasmática, la cual

produciría la entrada de Ca a través de los VOCs. Sin

embargo, la naturaleza de los canales responsables de la

despolarización podría diferir de un tejido a otro, En

músculo liso vascular los canales de CV activados por Ca

parecen jugar el papel más importante.

Estos datos, junto con el hecho de que no se ha demos-

trado directamente la existencia de canales voltaje insensi-

bies, sugieren que los ROCs activados por la HA y los VOCs

puedan ser en realidad idénticos. Si bien, estos argumentos

<-0
tampoco excluyen la posibilidad de que la HA active los ROCs

Yindependientes de los VOCs que puedan existir en algunos

JO
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tipos de músculo liso. Es posible que en el futuro, experi-

mentos realizados con canales aislados nos demuestren que los

O-

ROCs son distintos de los VOCs de forma convincente.

4.4.5.3. IMPORTANCIA DE LA ENTRADADE CALCIO EN LA RESPUESTA

CELULAR

En los grandes vasos de conductancia (aorta, femoral>

las contracciones inducidas al despolarizar la membrana con

altas concentraciones de KCl se suprimen en un medio libre

de calcio o tras administrar ACa, lo que indica que son

debidas exclusivamente a la entrada de Ca & través de los

VOCs tipo L. Por el contrario, las contracciones inducidas

por diversos agonistas (HA, 5—tíT, angiotensina II, tromboxano

A2) muestran dos componentes:

1. Uno inicial, componente fasico, que persiste en un medio

sin Ca o tras la administración de ACa, y que seria atribui-

ble a la liberación de IP3 y a la movilización del Ca

almacenado a nivel intracelular.

2. Otro tardío, que desaparece en un medio sin Ca y que sería

debido al flujo de entrada de Ca a través de los ROCs. Los

ACa suprimen sólo el componente tardío, ya que no alteran la

liberación de Ca desde el retículo sarcoplás~nico. Esto 0<

---1 --

explica porque los ACa inhiben las contracciones inducidas

al despolarizar la membrana a concentraciones de 10—1.000

VCCCs menores que aquellas necesarias para inhibir las
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inducidas por agonistas ( CAUVIN y cols. 1983; GODERAINOy

cols. 1986; NAYLER, 1988).

Sin embargo, en las arterias coronarias y cerebrales y

en los vasos de resistencia tanto las contracciones inducidas

tras despolarización del potencial de membrana, como las

inducidas por agonistas desaparecen en un medio sin Ca y son

bloqueadas por los ACa, lo que indica- que ambas respuestas

contráctiles son debidas exclusivamente a la entrada de Ca

a través de VOCs y no a la movilización de Ca intracelular

(CAUVIN y cols. 1984; CAUVIN y VAN BREEMEN, 1985 ) . Por

tanto, la selectividad vascular de los Aca por los vasos

coronarios, cerebrales y de resistencia es consecuencia de

que el papel que juega la entrada de Ca a través de los VOCs

varia en los distintos territorios vasculares.

Más aún, existen diferencias dentro de un mismo territo-

rio vascular <CAUVIN y VAN BREEMEN, 1985; HAEUSLER y DE

PEYER, 1989>; según disminuye el calibre vascular la respues-

ta contráctil inducida por la NA cada vez depende menos de

su capacidad para liberar el Ca almacenado a nivel intracelu-

lar y se hace cada vez más dependiente de la entrada de Ca

a través de los VOes. Ello explica porque los vasos de resis—

tencia son tan sensibles a la acción de los ACa y porque - 4<,

-3;
estos fármacos son capaces de producir vasodilatación y --

<3<4<

reducción de la presión arterial en concentraciones con las

que apenas si modifican la contractilidad miocárdica. 4<4<

O-O-

4< O-

O-
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5. PARTICIPACION DEL ENDOTELIO EN LA RELAJACION VASCULAR

La presencia de endotelio es imprescindible para la

acción relajante vascular de la acetilcolina y otros vasodi-

latadores endógenos.

Este hecho fue descubierto por PURCHGOTTy ZAWADZKX,

1980, de un nodo accidental, al utilizar la preparación de

aorta de conejo aislada montada en anillos en vez de tiras

helicoidales. La acetilcolina no relajaba, incluso contraía,

la preparación helicoidal previamente contraída por HA; sin

embargo, causaba una gran relajación de la preparación

montada en anillos. Esta ausencia de relajación en las tiras

helicoidales se comprobó que era debida al deterioro, no

intencionado durante su preparación, de la capa íntima del

vaso. Se demostró, mediante estudios farmacológicos e

histológicos el requerimiento de las células endoteliales

para la relajación por acetilcolina. Este hecho se ha

apreciado en numerosas arterias (mesentérica, pulmonar y

oreja de conejo, aorta de rata, cobayo y gata, y diversas

arterias humanas, etc,> y en menor grado en venas (FURCHGOTT,

1984; FURCHGOTTy cols. 1984; CHEISTIE y cols. 1989).

La acetílcolina relaja con igual sensibilidad las

contracciones producidas por distintos agonistas: noradrena—

lina, histamina, serotonína, angiotensina II, prostaqíandina

F2a y también produce una relajación significativa de las

preparaciónw despolarizadas por potasio, lo cual índica que
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la relajación no está relacionada con los receptores de

dichos agonistas y ocurre independientemente de los cambios

del potencial de membrana de las células del músculo liso

(FURCHGOTT, 1984). Parece que la acetilcolina al activar un

receptor muscarínico en las células endoteliales liberarla

una sustancia o sustancias que difunden a las células

musculares subyacentes y activan un mecanismo de relajación

(BOLTON y cols. 1988) . Se ha demostrado la liberación de un

factor de relajación derivado o dependiente del endotelio

<EDRE> mediante ingeniosas experiencias de perfusión en

cascada y el montaje ‘sandwich”. En estas experiencias una

preparación “donante” con endotelio, pero que no produce

cambios de tensión (tira longitudinal>, causa la relajación

de otra preparación “receptora” <tira transversal) sin

endotelio, por la liberación de un factor relajante producido

por el endotelio y liberado al medio <FURCHGOTTy BHADRAXON,

1953; FURCHGOTTy ZAWADZKI, 1980; GRFFITH y cols. 1984).

La liberación de este EDRF ha demostrado ser también el

responsable de la relajación causada en distintas preparacio-

nes arteriales por otras sustancias vasoactívas: ATP, ADP,

jonóforo del calcio, histamina, bradiquinina, sustancia 1’,

serotonina, trombina, ácido araquidónico, hídralacina

<FURCHGOTT, 1984; VAN de VOORDEy LEUSEN, 1983>, aunque los

efectos de estos agentes varían según la especie animal, el

tipo de vaso estudiado y el tono vasoconstrictor previo

<FÓRSTERMANNy cole. 1988; IGNARRO, 1989; ANGUS y COCKS,

1989; MARIN y SANCHE? FERRER, 1990)
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5.1. NATURALEZAQUíMICA DEL FACTOR ENDOTELIAL <EDRF).

La identidad química de este factor ha sido objeto de

numerosas controversias. Se sabe que es un producto muy

lábil, con una vida media de 6—50 seg dependiendo de la

especie animal y de la presión parcial de oxigeno en el medio

de incubación de la preparación <FURCHGOTT, 1984; GRIFFITH

y cols. 1984) . Inicialmente se atribuyó esta relajación

dependiente del endotelio a la adenosina, al ¡IMP o a alguna

prostaglandina. Se ha estudiado la identidad del EDRE

mediante las siguientes aproximaciones experimentales:

— La susceptibilidad de la rela)ación mediada por el

endotelio a distintas condiciones y agentes inhibidores:

estados de anoxia, inhibidores de la cíclooxigenasa, agentes

antioxidantes, captadores de radicales libres, inhibidores

de la hipoxigenasa, inhibidores de la liberación del acido

araquidónico que produce un producto metabólico, la prostací—

dina (PGI2> que actúa como vasodilatador a nivel sanguíneo

(FURCHGOTTy cols. 1984; GRIFFITH y cols. 1984; VAN de VOORDE

y LEUSEN, 1983; MONCADA, 1986>. .14<11
— Sustancias que son producidas o estimulada su síntesis

por la acción de relajantes endotelio—dependtefltes (AWANO y
0<

cols. 1989>. 14<

— Capacidad de los posibles factores de rela)at e 1incrementar los niveles de GHPc dependiendo de la presenciade endotelio (FURCHGOTT y cnLs. 1984).

‘u
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Mediante estos estudios se atribuyó la identidad del

factor relajante endotelial a un producto lábil de la vía

lipasa lipoxigenasa (FtJRCHGOTT, 1984>; aunque GRIFFITH y

cois. (1984> descartan estas sustancias y atribuyen la

identidad de este factor a compuestos con un grupo carbonilo,

sin descartar la existencia de más de un factor liberado por

distintos vasodilatadores (AWANO y cols. 1989).

Por tanto, se ha sugerido que la activación de los

receptores muscarinicos de las células endoteliales producen

la liberación de ácido araquidónico de fosfátidos, la

posterior oxidación de este ácido graso insaturado por una

lipoxigenasa conduce a la formación y liberación de un

intermediario activo muy inestable, posiblemente un radical

libre, al que se atribuye el papel del EDRE. Esta hipótesis

se relaciona con la capaciad de estimular la guanilato

ciclasa por ciertos radicales libres <FURCHGOTT, 1984).

MONCADAy cols. (1987> y PALMEE y cols. (1987) han

atribuido al óxido nítrico <NO> el papel de EDRE. Utilizando

aortas montadas en un sistema de cascada las cuales son

incubadas con el perfundido de células endotelíales cultiva-

das. Han comprobado que el NO tiene las mismas propiedades
-4< - -

biológicas que el EDRE: es liberado por las células endote— -

hales, es inhibido por la hemoglobina, es inestable, su vida

media es incrementada por la presencia de captadores de 4<

radicales libres <superóxido dísmutasa> y produce la acumula 4<

alón de GMPc y la relajación vascular. O



El óxido nítrico presenta también propiedades a nivel

plaquetario semejantes al EDRE; inhibe la agregación y la

adhesión plaquetaria y tiene también propiedades desagregan—

tes <AWANOy cols. 1989; MONCADAy cols. 1988).

El óxido nítrico se muestra, por tanto corno un segundo

mensajero (nitrato endógeno) que medía la relajación produci-

da por numerosos compuestos. Anteriormente ya se sugirió que

la acción de los vasodilatadores nitrogenados se debía a los

iones nitrilo o a intermediarios que contienen óxido nítrico,

el cual produce un incremento de los niveles de GMPc <IGNARRO

y KADOWITZ, 1985> y detectados por técnicas de b¡ndíng

(WALDMANy MURAD, 1988>

MONCADAy cols. <1987) sugieren que pueden ser liberados

distintos EDRE “in vitro”, ya que un sólo factor, y en

particular el óxido nítrico, no puede explicar todas las

relajaciones dependientes del endotelio (AWANO y cols. 1989;

VANHOUTTE, 1988>.

5.2. TRASCENDENCIA FISIOLOGICA Y FARMACOLOGICA.

La importancia del endotelio, apreciada en las experien-

cias “in vitro”, se ha intentado comprobar en preparaciones

“in vivo” para estudiar su importancia fisiológica. Se ha

conseguido la relajación dependiente del endotelzo mediante

la aplicación de acetilcolina por infusión intraarterial y

también por aplicación en la superficie de La capa adventi—
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cia, en este último caso con mucha menor potencia. Se ha

realizado tanto en grandes arterias como en las pequeñas, de

resistencia y puede tener importancia fisiológica en la

actuación de las sustancias que se liberan en el torrente

sanguíneo, pero resulta más dificil explicar su participación

para las sustancias, como la acetilcolina, que son liberadas

en las terminaciones nerviosas próximas a la capa adventicia

(FURCHGOTTy cols. 1984).

Un daño en el endotelio puede producir una mayor

sensibilidad y respuesta a los agentes agonistas alfa y a

angiotensina II, lo cual produce una hiperactiviad vascular

<BULLOCHy cols. 1986>. Además, como hemos indicado anterior-

mente, distintos fármacos <nitrovasodilatadores, bloqueantes

de la entrada de Ca, etc.) pueden ver potenciada o disminuida

su acción por la mayor o menor integridad de la capa endote—

lial (VANHOUTTE, 1988)

La ausencia de este factor relajante puede participar

en la génesis de espasmos coronarios. Se sugiere, que en

condiciones patológicas se reduce la capacidad de liberación

de EDRF, e incluso se pueden generar sustancias vasoconsttic—

toras <MONCADAy cols. 1987>. LANGILLE y O’DONNELL <1986> han

observado una disminución del diámetro de arterias, de modo

endotelio—dependientes, en vasos con un flujo sanquineo

reducido, esto sugiere que el endotelio detecta cambios en

el flujo y participa tanto en el ajuste del tono como en la

modificación estructural de la pared vascular.
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VANHOUTTEy cols. en 1986 estableció que las células

endoteliales podían también producir factores contractores,

por ello es necesario que al estudiar las respuestas dopen—

dients del endotelio en vasos sanguíneos hipertensos es

necesario considerar tanto una menor producción de EDE? como

una formación acelerada de factores contractores. Una vez que

se libera el factor contractor derivado del endotelio, la

respuesta constrictora predomina aunque se libere continua-

mente EDRF. Esto podría implicar que, en situaciones patoló-

gicas, la producción del factor o factores contractores puede

ser fundamentalmente más importante que la menor liberación

de EDRF. El desarrollo de la arteriosclerosis puede estar

relacionado con una destrucción del endotelio. El EDRE junto

con la prostaciclina pueden tener un importante papel en el

control de la acumulación plaquetaria en la pared vascular,

así como en la regulación de la proliferación del músculo

liso y metabolismo del colesterol en los vasos sanguíneos

<MONCADAy cols. 1987>. MONCADAy PALMER <1990) sugieren, en

humano, que la formación constante de óxido nítrico por el

vaso seria necesario para el mantenimiento del tono vasodila-

tador y el normal funcionamiento del sistema cardiovascular.

Por todo ello, el papel del eridotelio en la mediación

de la relajación de los vasos sanguíneos tanto por agentes

exógenos como endógenos y en el control del tono vascular,

es un importante factor a considerar en los mecanismos

fisiológicos, farmacológicos y también probablemente de

ciertos desórdenes patológicos circulatorios.

1



MATERIAL Y METODOS



22.

1. ESTUDIOS EN AORTA DE CONEJO

1.1. PROCEDIMIENTOEXPERIMENTAL.

En la presente Tesis Doctoral se han utilizado como

animales de experimentación conejos New Zealand machos, de

pesos comprendidos entre 2—2,5 kg, que fueron suministrados

por la casa Alin S.A.

Los conejos se sacrificaron mediante un golpe en la nuca

y decapitación posterior. Seguidamente se procedía a la

extracción de la aorta torácica que se colocaba en una placa

de Petri que contenía solución de Krebs a 4W de temperatura,

en la que burbujeaba carbógeno (95% 0? y 5% CO2>. Dentro de

la placa se limpiaba cuidadosamente la aorta de grasas y

adherencias y posteriormente se seccionaba en anillos de

aproximadamente 3—5 mmde anchura. Por la luz de los anillos

se introducian dos alambres finos de acero inoxidable,

rígidos, uno de los cuales se fijaba a la parte inferior del

baño y el otro, se desplazaba paralelamente al anterior,

uniéndose a un transductor fuerza—desplazamiento que a su vez

estaba conectado a un poligrafo en el que se registraron los

cambios de tensión. Tras su montaje, las preparaciones se

introducían en copas de Alíhin modificadas que contenían 10

ml de solución Krebs, mantenido continuamente a 37W y

burbujeada constantemente con carbógeflo, lo cual daba un pH

resultante comprendido entre 2.3 y 7.4.
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Un esquema simplificado del equipo utilizado en la

realización de nuestros experimentos se muestra en la

figura 6.

A los anillos arteriales se les aplicó una tensión

inicial de 2 g, reajustándose esta tensión inicial cuando se

cambiaba el liquido de las copas. Las aortas se dejaban

estabilizar durante un periodo de 2 horas antes de iniciar

cada experimento, realizándose lavados de las preparaciones

durante este periodo a intervalos de 15—20 minutos.

1.2. MANTENIMIENTODE LAS PREPARACIONES.

Para el mantenimiento de las preparaciones hemos

utilizado 8 copas de Alíhin modificadas de 10 ml de capaci-

dad. Estas copas poseen como característica principal una

doble pared de vidrio, la cual forma parte de un circuito

cerrado por cuyo interior circula agua caliente a una

temperatura constante de 37W en todo su recorrido, gracias

a un dispositivo que actúa como bomba y termostato al mismo

tiempo (Ultra Thermostat 1<8 CObra>

La oxigenación de las preparacionesse realizó mediante

una mezcla carbógena <Sociedad Española de Oxígeno, S.Aj,

cuya composición era 95% 0~ y 5% CO2. La oxigenación se

lograba mediante un burbujeo continuo de la mezcla carbógena

en el seno del liquido nutricio, a través de un dispositivo

situado en la parte inferior de las cocas. El lavado de las

3<0
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preparaciones se realizó por el sistema de aspiración

conectado en la parte inferior de las copas.

1.3. SISTEMA DE REGISTRO.

En los anillos de aorta el registro de la fuerza

contráctil se realizaba: a> en un polígrafo GRASS modelo 7

de cuatro canales a través de transductores fuerza—desplaza-

miento GRASS FTO3. Este polígrafo permitia efectuar los

registros de las contracciones con velocidades de salida del

papel comprendidas entre 2,5 mm/minuto y 100 mm/segundo. b>

En un polígrafo Omniscribe DSOOOo en un Utica poly—graph

2000, ambos de 2 canales1 a través de transductores fuerza—

desplazamiento, Panlab UF—1 y Letica respectivamente.

2. DISEÑOS EXPERIMENTALES

Una vez estabilizadas las preparaciones, se realizaron

los siguientes diseños experimentales:

2.1. ANILLOS DE AORTA.

En el primer grupo de experimentos, los anillos de aorta

eran sometidos a la acción de una dosis única de noradrenalí—

na (¡JA, 10
6M> o ECl (80 mM). Las concentraciones utilizadas

dc. cad<~ agonista eran concentraciones submáxímas. elegidas



en experimentos preliminares con el fin de producir respues-

tas contráctiles aproximadamente equipotentes. En cada

experimento sólo se ensayaba uno de los agonistas. Las

respuestas control para cada agonísta fueron obtenidas a

intervalos de al menos 30 minutos, y no se comenzaba el

experimento hasta que no hubiese dos sucesivas respuestas

contráctiles control indénticas. A continuación los agonistas

se eliminaban del bailo mediante sucesivos lavados con

solución de Krebs libre de fármaco. Después se repetía el

mismo diseño experimental> pero en esta ocasión se adicionaba

a la copa la concentración deseada de buscopán o alginor

20 mm y 30 mm respectivamente antes de añadir el agonista

empleado (HA ó XCI>.

Estos experimentos nos permiten apreciar la acción del

alginor tanto sobre la respuesta inicial fásica como sobre

la tónica.

En un segundo grupo de experimentos, los anillos de

aorta eran contraídos con dosis submáximas de HA (10-AM> o XCI

<80 mM> . Una vez obtenida la respuesta contráctil máxima con

cada uno de los agonistas, se añadían al baño dosis progresí—

varnente crecientes y acumulativas de buscopán o algmnor para

determinar si estos fármacos podian relajar las contracciones

ya establecidas. Antes de la síquíente adición de cada uno

de estos fármacos se esperaba el tiempo suficiente para que

la dosis prcvia ejerciese su efecto máximo.



Recientemente se ha suscitado un gran interés por la

participación del endotelio en el control del tono vascular

(FURCHGOTT y cols. 1984; MARTIN y cols. 1985) . Así, se

atribuye a esta capa de la pared vascular actividades

relajantes y contracturantes que modulan el tono de los

vasos. Distintos vasodilatadores producen una relajación

mediada por endotelio. La destrucción o degradación de esta

capa endotelial podría contribuir a la distinta reactividad

de los vasos observada en determinadas situaciones patológi-

cas. Por ello, resulta de gran interés estudiar la influencia

del endotelio en la acción contráctil y relajante de sustan-

cias endógenas y exógenas, en nuestro caso la acción vasodí—

latadora del alginor.

Así, en un tercer y cuarto grupo de experimentos se

procedió a la eliminación del endotelio tras la introduccion

en la luz vascular de un vástago de madera tal como descri-

bieron originalmente FURCHGOTTy ZAWADKI (1980). La elimina-

ción del endotelio vascular se confirmaba antes de iniciar

cada experimento observando que la acetilcólina (10’M> no era

capaz de producir una relajación cornpleta de las contraccio-

nes previamente inducidas por la HA (iO~M>, (MARTIN y cols.

1985, FURCHGOTTy cols. 1984>.

Tras la estabilización de las aortas inducíamos la

contracción con XCI (80 mM> o HA (10” M) que producía una

contracción fásica, la cual alcanza un nivel tóiii.co; a los



10 mm lavamos las preparaciones y cuando se han relajado

hasta su nivel basal volvemos a adicionar ¡<Cl o MA. Tras la

obtención de dos respuestas contráctiles semejantes, se

incuban las preparaciones con alginor (i0’5M—iO’M> durante

20 mm previamente a la adición de XCI o HA.

En un cuarto grupo de experimentos, tras la estabili-

zación de los anillos de aorta se adicionaba KC.I <80 mm) o

HA (10%>. Una vez obtenida la respuesta contráctil máxima

con cada uno de los agonistas se adicionaba al baño dosis

progresivamente cro-cientes y acumulativas de alginor. Las

dosis de alginor (10”M—106M> eran adicionadas cada 20 mm.

El grado de relaflcion se expresaba como porcentaje de cambio

con respecto a la máxima contracción obtenida por la adición

de ¡<Cl.

En un quinto grupo de experimentos, los anillos de aorta

de conejo se equilibraban durante 2 horas en solución

nutricia carente de Ca que contenía EGTA HA
2 <0.1 n*1).

Durante estas dos horas se lavaban las preparaciones con esta

solución cada 20 mm. Tras este periodo de equilibrio, los

anillos de aorta se perfundian con solución nutricia O—Ca

hiperpotásica (XCI 80 mM> y al cabo de 5 mm la concentración

extracelular de Ca se incrementabaprogresivamentede 1—5 mM

durante los siguientes 45 mm (TAMARGO y cols. 1928; GOD—

?‘RAIND y cols. 1982; SARRIGON y cols. 1984, 1985; TSJERINA

y TAMARGO, 1992>. Este procedimiento permitía obtener una



curva dosis—respuesta al Ca en estas preparaciones despolari-

zadas. Una vez obtenidas las curvas control, los anillos de

aorta se lavaban con solución nutricia O—Ca y se reincubaban

en este medio nutricio durante 60 mm. Al cabo de este tiempo

se repetía el mismo diseño experimental, pero 20 ruin antes

de la adición de Ca se añadía al baño alginor <10’0M) . Esto

permitía estudiar el efecto del fármaco sobre la curva dosis—

respuesta al Ca.

En un sexto grupo de experimentos, siguiendo el diseño

experimental de HESTER y cols. (1986, 1987>. los anillos de

aorta intactos fueron contraidos por HA C1O4M). A continua-

ción se lavaba el agonista y las aortas se incubaban durante

15 mm en liquido nutricio 0—Ca que contenía EGTA (105M) y

DGOO (10’~l-1). Con ello se pretendía que al reexponer las

preparaciones a la MA se produjera una respuesta contráctil

fásica exclusivamente, que sería debida no a la entrada de

Ca a traves de VOC, sensibles a ACa, sino exclusivamente a

la movilización de Ca desde sus depósitos intracelulares.

En la segunda parte del experimento, después de obtener la

respuesta contráctil a la HA <en liquido nutricio> , lavamos

los anillos con solución nutricia 0-Ca + ECTA + £3600 y

añadimos la concentración deseada de buscopán <1O’M) 30 ruin

antes de reañadir la HA <HESTER, 1987).

En un último grupo de experimentos, siguiendo el diseño

experimental propuesto por HESTERy cols. (1986), inducíamos

una respuesta contráctil con HA (106M> en -Liquido nutricio

1~
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y a continuación se incubaban los anillos en liquido nutricio

0—Ca + EGTA <0,01 mM> + £3600 (10~M>. En estas condiciones,

al reañadir HA al baño se producía una respuesta fásíca que

desaparecía rápidamente. Pero si en estas condiciones

«aincrementábamos la [Cajo a 2 mM, se producía un incremento
4<

de la fuerza contráctil que alcanzaba valores estables al 0<

cabo de 5 mm, puesto que en el baño aán existe HA, esta

respuesta contráctil reproducía el componente tónico de este

agonista. Este mismo procedimiento experimental se reproducía
/4

en iguales condiciones añadiendo nuestro fármaco, buscopár’

O-(5x10’M> previa incubación durante 30 mm.

¿1

3. DETERMINACIONDE LOS FLUJOS DE “Ca EN ANILLOS DE AORTA

.

4

3.1. JUSTIFICACION DE LOS METODOS. Y

0<0<4
La determinacion de los flujos de Ca utilizando isótopos

radiactivos (“Ca) permite obtener una determinación mas
directa de las modificaciones de los movimientos de Ca

-Y

producidos por los distintos fármacos, durante la contracción A

la relajación de í músculos lisos. además, -1y os Poemos,

relacionar los efectos contráctiles o relajantes observados O-

en las experiencias de registro de tensión contráctil con los
4

flujos de entrada de Ca, lo que proporciona una valiosa

información para la comprensión del mecanismo de acción de
-<0-

los fármacos a nivel del Ca.
-O-

0<

Y

4a-

/

0<

0<

0<

-1
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»

1’

O-O-
>>

a,La metodología de los marcadores radiactivos constituye

una técnica de detección de gran sensibilidad, ya que la

medida de las radiaciones emitidas por un radionúclido

permite el recuento de los átomos radiactivos pese a su

pequeña masa. Los radioisótopos son indistinguibles química-

mente de los respectivos elementos estables; por tanto,

pueden distribuirse en toda la preparación hasta alcanzar un

equilibrio entre las concentracionesintra y extracelulares

del catión marcado y el no marcado. De este modo podemos

detectar las variaciones de los niveles del catión por la

acción de los distintos fármacos, es decir, su acción a nivel

de los movimientos del Ca.

En esta Tesis Doctoral hemos determinado los flujos de

entrada de ‘5Ca en la aorta torácica de conejo, las modifica-

ciones de dichos flujos por la acción de la NA y ¡<Cl , así

como la acción de buscopán y algi.nor sobre los flujos basales

y estimulados por los agonistas mencionados.

El estudio de los flujos de Ca a través de la membrana

celular se realiza mediante la detección de la desaparición

o incorporación del isótopo “Ca a la preparación muscular.

Este estudio ha estado limitado por la gran cantidad de Ca

extracelular, ya que en el músculo liso el 90% del Ca tisular

se encuentra distribuido por el espacio extracelular bien en
0<

forma ligada o libre. Para poder detectar el Ca intracelular 44<

se ha de utilizar un procedimientoque evite la interferencia 0/

el Ca del exterior.
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54
O-,VAN BREEMEU y cols. C1972> propusieron el método del <0<

lantano para ‘atrapar’ el Ca dentro de la célula, es decir,

‘4<el lantano bloquea los flujos a travñs de la membrana y

desplaza el Ca de sus lugares de unión extracelulares. Otra 6-1
~~<0

condición necesaria para la validez de este método, es que

el lantano no atraviese la membrana celular (SANGUINET’r¡ y Y

JURKIEWICZ, 1990), Sin embargo, se ha mostrado que el

4<lantano, en estas condiciones, puede penetrar en algunas
Y

preparaciones desplazando fracciones de Ca intracelular e
Y

incrementandola salida de Ca (TEJERINA y cois. 1988; TAMARGO

y TEJERINA, 1989> . Se ha descrito que la pérdida de ‘5Ca del e -

tejido está relacionada con la concentración de lantano; los

minutos iniciales, la solución de lantano desplaza el Ca

extracelular y posteriormente parte del Ca intracelular,

/2KARAKI y WEISS (1979) han modificado esta metodología
</‘~

utilizando una solución de lantano con concentraciones

superiores <7~ mM) mantenida a 0,5W a fin de reducir al
-a-

mínimo las pérdidas de Ca. Los estudios de captación o

entrada de Ca realizados por este método del lantano, se

expresan como captación o entrada de Ca no desplazable por

el lantano (resistente a dicho catión), ya que se determina
O-O-

el contenido de “Ca tras un largo periodo de lavado en una
4<4it

Solución con lantano. a54a

Se ha investigado la utilización de otras soluciones que

eliminen la interferencia del Ca extracelular evitando,

además, las pérdidas de Ca celular. Estas soluciones tiener

0-

>6

5
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distintas concentraciones de lantano o de agentes quelantes

del Ca como ECTA. MEISHERI y cols. <1980, 1981) utilizaron

una solución con 2 mM EGTA a 0W con la cual obtienen una

mejor retención de Ca celular que con el método del lantano.

Además, este método no vacia los depósitos intracelulares de

Ca sensibles a los agonistas.

Es importante, además de la elección de la solución

quelante del Ca extracelular, la obtención de la preparación

muscular sin causarle ningUn tipo de daño durante el procedi-

miento de limpieza. El deterioro de la preparación puede

causar grandes captaciones de ‘5Ca que darían lugar a una

estimación excesiva y errónea de la entrada de Ca.

3.2. DETERMINACION DE LA RADIACTIVIDAD.

La medida de la actividad de la preparación marcada con

‘5Ca se realiza utilizando un detector de centelleo líquido.

El ‘5Ca es un núclido radiactivo que se desintegra espontáne—

mante emitiendo partículas fi con una vida media de i64 días.

Los detectores de centelleo líquido se basan en la

propiedad de ciertas sustancias <centelleadores) para

transformar la energía radiactiva en luminosa.

La partícula n interacciona con las moléculas de

solvente produciendo el desprendimiento de electrones, los

cuales pueden ceder su energía cinética a otros electrones

de átomos vecinos. Se produce, de este modo, una transferen—



LI

cia de energía desde las moléculas de los solventes a las del

centelleador, el cual la reemite en forma de destellos. Los

fotones emitidos por el liquido centelleador son captados por

un fotomultiplicador que transforma las señales luminosas en

impulsos eléctricos (figura 7).. Los contadores de centelleo

liquido expresan la actividad radiactiva en cuentas por

minuto (cpm>; esta es la actividad medida o aparente y no

coincide con la actividad absoluta o real (desintegraciones

por minuto (dpmfl, ya que dichos detectores sólo cuentan una

fracción de las radiaciones emitidas, por existir pérdidas

debidas a la instrumentalización y a la extinción. Dicha

fracción es la eficiencia o rendimiento de c contaje:

Actividad aparente (cpm>

Actividad absoluta <dpm)

Ademas,existen fenómenos de extinción, los cuales
-- al

interfieren con la conversión de la energía de las partículas

fi al líquido de centelleo o con la transmisión de dicha luz
O-al

(figura 7). Por lo cual, la cantidad de destellos que
4

alcanzan el fotomultiplicador es menor, reduciéndose la

eficiencia del contaje. -4

Se deben de evitar al máximo las circunstancias que O-

producen fenómenos de extinción <color, suciedad en las O-
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muestras o viales, compuestos que absorben la energía, etc.).

Utilizamos, además, viales de borosilicato de sodio con bajo

fondo radiactivo. Es conveniente realizar junto a la medición

de los viales la de un vial blanco o fondo, y restar las

cuentas de este vial al resto de los viales.

Para conocer la eficiencia del aparato se puede utilizar

el método de corrección de la extinción por el patrón

interno. Nosotros utilizamos un método aproximado basado en

relacionar la actividad de la preparación con la actividad

específica del medio de incubación marcado.

3.3. DETERMINACIONDEL FLUJO DE ENTRADA DE ‘5Ca.

Los experimentos se realizaron en anillos de aorta de

unos 5 mm de anchura y en todos ellos el 50% de los anillos

obtenidos se utilizaban como preparaciones control y la otra

mitad como preparaciones experimentales. Tras el montaje de

las preparaciones, éstas se incubaban durante 90 ruin en una

solución nutricia (SN> cuya composición (mM) era: NaCí, 140;

CI
2Ca, 1,5; MgCI2 1.0; KCI, 4,6; glucosa, 10; Hepes 5.0 (pH

7.2). La solución se oxigenaba con 100% O~ y se mantenía a

37W a lo largo del experimento. Al cabo de este tiempo a las

preparaciones experimentales se las pretrataba durante 20 y

30 ruin con la concentración del fármaco objeto de estudio y

a continuación tanto las preparaciones control, como las

experimentales, se trataban con el agonista <1<1k, i0’M ó
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KCI 80 mM> deseado y “ca (actividad específica 2pCi/ml)

durante 90 mm. Al cabo de este tiempo sacamos la preparación

del baño y la sumergimos en 255—0 Ca + 2 mM ECTA a 0W para

eliminar la radiactividad adherida a la superficie de la

preparación; en esta solución se mantienen las aortas durante

40 mm burbujeadas con 021 tras los cuales se procede a la

preparación de las muestras para su contaje radiactivo.

3.4. PREPARACIONDE LAS AORTAS PARA EL CONTAJE RADIACTIVO.

Al finalizar el experimento, los anillos de aorta se

colocaban entre dos láminas de papel de filtro seco y se

sometían a una presión constante de 300 gramos durante 1.5

minutos. A continuación se introducían en viales de borosili—

cato de sodio para contaje radiactivo y se determinaban sus

pesos, por diferencia, en una balanza METTLERmodelo H64. El

resultado así obtenido se denominaba peso húmedo <wet

weight”) (MEINERTZ y cols. 1973a,b)

A continuación se añadían a los viales de contaje 500

pl de solueno—350, dejándolos en estufa a 50W durante un

periodo de 12 horas. Los viales se cerraban herméticamente

para evitar la coloracion de las muestras. Tras la completa

digestión de las preparaciones éstas se e decoloraban

añadiendo a cada vial 200 pl de isopropanol y 200 pl de

peróxido de hidrógeno de 30 volúmenes, manteniéndolos a

temperaturaambiente durante 20 minutos para posteriormente



incubarlos en estufa a 50W durante 45 minutos.

Para neutralizar la alcalinidad de la solución obtenida,

debida fundamentalmente al solubilizador, se añadían 20 pl

de ácido acético glacial. Finalmente, se adicionaban iO ml

de liquido de centelleo y se agitaba, quedando ya las

preparaciones dispuestas para el contaje radiactivo.

Por otro lado, al final de cada experimento se tomaban

también una o varias muestras de 500 pl de solución marcada

con “Ca que bailaba las preparaciones, tanto controles como

experimentales, con el fin de poder comparar la radiactividad

hallada en el tejido con la existente en cl liquido nutricio.

A estas muestras se añadían 500 pl de agua destilada y 10 ml

de liquido de centelleo.

3.5. LIQUIDO DE CENTELLEO.

El liquido de centelleo utilizado para el contaje de las

muestras radiactivas estaba compuesto por tolueno como

disolvente, 2,5—difeniloxazol (¡‘PO) como centelleador e iso—

octil—fenoxí—polietoxí—etanol (Tritón X—l00) como agente

surfactante. En su preparación mezclábamos tolueno con Tritón

X—lO0 en proporción 2:1 (volumen/volumen) y añadíamos 4

gramos de FF0 por cada litro de mezcla. El líquido de

centelleo se conservaba hasta el momento de su utilización

en un barril de acero inoxidable, protegido de la luz y en

lugar fresco.
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3.6. TECHICA DE MEDIDA DE LA RADIACTIVIDAD.

Los viales utilizados para el contaje de la radiactivi-

dad contenida en las preparaciones eran de borosilicato de

sodio, de escaso contenido en potasio y, en consecuencia, de

bajo fondo radiactivo, con una capacidad de 20 ml. En todas

las determinaciones se utilizaba un vial que no contenía

radiactividad (vial fondo> . El contaje se realizaba en un

contador de centelleo líquido LKB Wallac 1112 Rack, de modo

automático y con un tiempo de contaje de 20 minutos. La

radiactividad determinada en el vial fondo era restada de

todos y cada uno de los viales de los experimentos de modo

automático.

3.7. CALCULO DEL FLUJO DE ENTRADADE “Ca.

El flujo de entrada aparente de “Ca se define como la

cantidad de Ca tomada por el tejido basada en la comparación

de la radiactividad hallada en el tejido y la radiactividad

presente en el liquido nutricio (GROSSMAN y FURCHGOTT,

1964a>, y se expresa en mmol Ca/kg peso hdmedo.

Para calcular este parámetro hemos utilizado la siguente

fórmula, similar a la empleada por GROSSMANy FURCHGOTT

(1964a,b), GODFRAIND (19~6), GODFRAIND y DIEU (1981) y

GODFRAINDy MILLER (1983)



A(dpm)x mM (mmcl Ca/l)
Contenido de calcio <mM Ca/kg> =

AEm(dpm/l) x P (kg)

donde:

A = actividad de la aorta en dpm

Mm = mmoles de Ca2 por litro del medio de incubación

p = peso de la aorta en kg

AEm = actividad específica del medio de dpm/litro.

4. FARMACOSY PRODUCTOSOUIMICOS UTILIZADOS

.

4.1. LíQUIDOS NUTRICIOS.

La composición de la solución de Krebs utilizada

liquido nutricio en nuestros experimentos

NaCí

XCI

CaCI
2

KH2PO

MgSO,,.7H O

MaHCO

Glucosa

era (mM>

115

4.6

2.5

1.2

1.2

2.5

11.1

Todas estas productos procedían de la casa MERCK y eran

de la máxima pureza.

En algunos experimentos utilizamos solución de Krebs O—

como

Ca. La composición de esta solución era la misma que la del



Krebs normal, pero en ella se omitía el CaCl2 y se añadia

ESTA íoh~ con e]. fin de quelar las posibles trazas de Ca

del medio.

4.2. FARMACOS UTILIZADOS.

En nuestros experimentos hemos utilizado los siguientes

fármacos y reactivos: N—butil bromuro de hioscana <buscopán),

N—ciclopropilmetil bromuro de escopolamina (alginor),

bitartrato de noradrenalina (NA, Sigma>, cloruro de potasio

(Merck>, cloruro de Ca (Merck), etilen qlicol—bis<B—aminoace—

til ester> ttN,N’,N’—acido tetraacetico (ESTA, Sigma), ‘
5Ca

en solución acuosa de CaCI
2 (Radiochemical Centre, Amersham),

solueno—350 (Farckard>, peróxido de hidrógeno de 30 volúmenes

<Merck), isopropanol y ácido acético glacial <May—Barter),

.4.3. PRODUCTOSUTILIZADOS EN LAS DETERMINACIONES DE LOS

FLUJOS DE ~

4.3.1. Productos radiactivos.

Hemos utilizado “Ca en forma de solución acuosa de CaCI2

<Amersham mt., Inglaterra). Nuestra solución contenia el. día

de su adquisición una actividad total de 37 MBq (lpCi> en un

volumen de 0,5 ml. La actividad especifica era, por tanto,

de 74 MBq/ml (2pCi/ml>



4.3.2. Productos necesariospara la preparación del líquido

de centelleo.

En la preparación del liquido de centelleo hemos

utilizado los siguientes productos: tolueno (Sobarían), tse—

octil—fenoxi—polietoxi-etan0í (Tritón X—100, DDE Chemicals)

y 2, 5—difeniloxazol (¡‘PO, Amersham/Searle>

4.3.3. Productos necesarios para la preparación de las

muestrasradiactivas.

En el tratamiento y preparación de nuestras muestras

para el contaje de su radiactividad hemos utilizado los

siguientes productos: SOLUENO—350 (Packard), peróxido de

hidrógeno de 30 volúmenes (Merck>, isopropanol (2—propanol,

Merck> y ácido acético glacial <May—Barter)

5. ANALISIS ESTADíSTICO

En esta Tesis Doctoral los datos experimentales se

representan como media ± error estandard de la misma (x ±

E.S.M.> para un determinado número <n) de experimentos. La

comparación de las medias se realizó utilizando el test de

Student para datos apareados y no apareados, considerándose

stgnificatjvas aquellas diferencias en las que P < 0.05.
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1. EXPERIMENTOSEN MEDIO CON CALCIO

.

1. 1. EFECTOS DE BUSCOPÁN Y ALGINOR SOBRE LAS CONTRACCIONES

INDUCIDAS POR POTASIO.

La contracción por despolarización con potasio se

utiliza para estudiar la acción de los fármacos a nivel de

la entrada de Ca por los canales voltaje—dependientes, tipo —

L. En este grupo de experimentos, tras el periodo de

equilibrio, las preparaciones se contraían por concentracio-

nes submáximas de KCI <80 mM) . La adición del agonista se

realizaba a intervalos de 60 minutos hasta que se obtenían

dos respuestas contráctiles de similar amplitud. A continua-

ción se procedía a la adicción de la concentración deseada

de buscopán 6 alginor al baño 20 aún antes de reexponer las

preparaciones al agonista.

En la figura 8 y tabla y, se muestran los efectos de la

buscopán sobre el desarrollo temporal de las respuestas

contráctiles inducidas por 80 mM KCI. En 15 experimentos, la

buscopán, 10t4—5x10’M, producía una depresión concentración—

dependiente de la respuesta contráctil que era claramente

manifiesta con concentraciones> 10’M. En cualquier caso es

evidente en la figura 8 que el 1C50 de la buscopán frente a

las contracciones inducidas por el ¡<Cl era superior a la

dosis más alta ensayada (5x10’M)



100 —n

, 1 U • U

0.5 1 2 3 4

8O0~

60 e

40

20

5 10 15

TIEbfl~ (HIN>

Figura 8.— Efectos de la SUS sobre el desarrollo temporal de las

contracciones inducidas por KCI (80 mM> en anillos de

aorta de conejo. Ordenadas: % de la contracción
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senta la media de 15 experimentos.
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Por el contrario, como puede verse en la figura 9 y en

la tabla VI, el alginor (1EY”H—108M> producía una depresión

concentración—dependiente de las respuestas contráctiles al

¡<Cl a todas las concentraciones ensayadas, siendo su 1C
50

(2.5 + 3 x 10’
1M) significativamente menor <p<O.O5> al

obtenido con buscopán. Sin embargo, y a pesar de utilizar

concentraciones de alginor de hasta iOh-i no era posible

producir una inhibición mayor del 60% de las contracciones

inducidas por el ¡<Cl,

1.2. EFECTOS DE BUSCOPNY ALGINOR SOBRE LAS CONTRACCIONES

INDUCIDAS POR MA.

La NA, ha sido ampliamente utilizada para estudiar la

interferencia de un fármaco vasodilatador, con las contrac-

ciones mediadas a través de la estimulación de los receptores

a
1— adrenergicos vasculares. La contracción inducida por NA

puede descomponerse en dos componentes, uno inicial rápido

(fásico) , atribuido a la liberación de Ca intracelular

seguido de otro componente <tónico) de desarrollo más lento,

que se ha atribuido a la entrada de Ca extracelular.

En la figura 10, se muestra el curso temporal <primeros

15 mm) de las respuestas contráctiles inducidas por la ¡‘lA

(1~
6M> en ausencia y en presencia de diversas concentraciones

de buscopán <106M-5 x 10’M) . Puede verse que la buscopán, a

concentraciones =~ lo-SM producta una depresión concentración-
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Js

dependiente de los componentes fisíco y tónico de las

contracciones inducidas por la NA1 (1C50 = 6.5 ±1.3 X 10~”M).

En la tabla VII se muestran los efectos de buscopán (10
4M —

s x 10’M> , obtenidos en 23 experimentos, sobre la amplitud

máxima de los componentes fásico <determinado a los 30 seg

de la adición del agonista al baño> y tónico (determinado a

los 15 mm de la adición de MA) . Los valores correspondientes

a ambos componentes se representan y comparan en la figura

11, observándose que los efectos de buscopán eran mucho más

marcados sobre el componente inicial rápido que sobre el

componentetónico,

Los efectos del alginor <1012M-106M) sobre las contrac-

ciones inducidas por la ÑA <i0’M) se muestran en la figura

12 y tabla VIII. El alginor, 1011M, 10’M y IOTM, produce una

depresión concentración—dependiente de los componentes fásico

y tónico de las contracciones inducidas por MA. Pero es

evidente que el efecto depresor de alginor es menos marcado

que el descrito para buscopán. siendo su IC superior a

106M, tanto para el componente fásico como para el tónico. t

La tabla viiI muestra los efectos del alginor <1012M—106M), 9
determinados en 18 experimentos> sobre la amplitud de los

componentes fásico y tónico de la adición del agonista al

baño.

1.3. CAPACIDAD DE BUSCOPÁN Y ALGINOR PARA RELAJAR LAS CONTRA-

CCIONES INDUCIDAS POR KCL.
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En otro grupo de experimentos, se inducían contracciones

tras la administración de XCI <80 mx) y una vez alcanzada la 1.
1

contracción máxima se adicionaba de forma acumulativa
•1

diversas concentraciones de buscopán o alginor. Con este
diseño se pretendía conocer si ambos fármacos eran capaces

no sólo de inhibir el desarrollo de la actividad contráctil

inducida por ambos agonistas, sino también de producir

relajación en anillos de aorta previamente contraídos por

éstos.

La figura 13 muestra que buscopán (10’M — 5 x 10’M)
.4

producía una relajación de las contracciones inducidas por

¡<Cl <80 mM), pero no se encontrabandiferencias en el grado -

de relajación producido a concentracionescomprendidas entre

108M y jo-SM, siendo su IC =5 x 10’M <su concentración atin

persistía un 57.0 + 7.6% de la respuesta contráctil).

Por el contrario, alginor <1015M—10’M) producía una

re1a~ación concentración—dependientede las contracciones

inducidas por ¡<Cl (80 mM>, produciéndoseuna rela4ación total

de estas contracciones a concentraciones =10’H <figura 14).

Siendo el I%~ para relajar las contracciones inducidas por

el ¡<Cl de 6.6 ±1.7 x 10’M. j

1 a’

1.4. CAPACIDAD DE BtJSCOPAN Y ALGINOR PARA RELAJAR LAS CONTRA— . .

CCIONES INDUCIDAS POR MA.

La figura 15, muestra que buscopán <10t4 — 5 x

producía una relajación dosis-dependientede las cortraccio—

i
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Figura 13.— Relajación inducida por BUS <1~4M — 5 x 10’M) de las

contracciones inducidas por KCI (80 mM> en aortas de

conejo. Ordenadas: 1 de la contracción mAxima. Abci—

sas: concentrac±ón molar de BUS. Cada punto representa

la media ± e.u.m. de 15 experimentoS.
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Figura 14.— Relajación inducida por ALG <10”M — LX’M> de las
contraccionei inducidas por KCL (80 mR> en aortas de
conejo. Ordenadas: % de la contracción máxima. Abci—
sas: coacmntracióii molar de AIG. Cada punto representa
la media ±es.. de 15 experimentaS.
U. p<O.Ol; p<O.OOL.

a 1
‘-•1 1 -10

e 10 ~ —14 íc13 ío12 10-1 10

**



IR

loo ——

80

60

40’

20 -

o íd3

ccBfl•RACIc*J MAXJMA <M>
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contracciones inducidas por NA (10’M> en aortas de

conejo. Ordenadas: 1 de la contracción máxima. Abci—

sas: concentración molar de BUS. Cada punto representa

la media ±. e.s.m. de 15 experimentOs.
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nes inducidas por NA, siendo su 1% = 4,0 + 3.0 x 105M;

puede verse ademásque a la concentración más alta ensayada

buscopánproduce casi una relajación completa de las respues-

tas contráctiles inducidas por NA. Comparando los datos de

las figuras 13 y 15 es evidente que a concentraciones > de

106M, buscopán producía una relajación significativamente

menosmarcada (P<0.05) de las contracciones inducidas por KC1

<figura 13) que de las inducidas por NA <figura 15)

EL alginor <1012M—10’6M) producía una relajación concen-

tración—dependiente de las contracciones inducidas por NIA

(figura 16>, la relajación que producia alginor <1O’2M—10’M)

era claramente inferior a la observada frente a XCI, obser-

vándose como incluso a la concentración de lOtA la respuesta

contráctil alcanzaba un 41.5 + 8.5% de la respuesta contrác-

til máxima inducida por este agonista. De hecho, el 1C
50 para

relajar las contracciones inducidas por NA era de 2.2 + 1.2

x 10
7M (p<0.OOl) frente a XCI era de 6.6 + 1,7 x 1014M

<p<0.0i) que era el obtenido cuando la contracción era

inducida por KCl.

1.5. CAPACIDAD DE ALGINOR PARA RELAJAR LA CONThACCIONES

INDUCIDAS POR XCL Y ¡‘-lA.

En otro grupo de 6 experimentos los anillos de aorta se

contraían inicialmente con 80 mM de XCI y una vez que la

respuesta contráctil a este agonista alcanzaba valores

y
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estables se adicionaba al baño MA <10 ‘~M>, de tal forma que

se producía una respuesta contráctil superpuesta a la inicial

del KCI. Cuando la respuesta inducida por NA alcanzaba
ji

valores estables se procedia a la administración de concen-

1<traciones acumulativas de alginor. A concentraciones compren-

didas entre 1014M—10tA, el alginor producía una inhibición «A

concentración-dependiente de la contracción inducida por

ambos agonistas, observándose<figura 17> que a la concentra—
/<

alón más alta ensayadaesta respuesta era reducida en un 52
+ 5.8%, valor muy similar al observado en la figura 16. r

Al

It

k

1.7. EFECTOS DE B1IJSCOPAN Y ALGINOR SOBRE LA TENSIÓN BASAL.

II

En otro grupo de experimentos nos propusimos estudiar

el efecto de buscopán (107M — 5 x iO’h4> y alginor (1012M—iO

5M> sobre la tensión basal. Las figuras 18 y 19 muestran

respectivamente, que tanto buscopán como alginor producían

una relajación concentración—dependientede la tensión basal

que alcanzaba valores significativos a todas las concentra—

clones ensayadas (p<0.05> . Así, a la máxima concentración y

ensayada, tanto buscopán <5x104M) como alginor <105M>

ti

deprimen la tensión basal en un 32.5 + 8.9% y 35.0 + 5.6%,
respectivamente.

~0

2. EXPERIMENTOS EN UN MEDIO EXENTO DE CALCIO

.
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Figura 17.— Efectos del ALG sobre las contracciones inducidas por

KC.L (80 mM) y MA <lO’M).
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59.0 ±5.5

53.2 z 5.9
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2.1. EFECTOS DEL ALGINOR EN AORTA DESPOLARIZADA.

Los resultados observados con alginor nos hacían pensar

que éste fármaco podría presentar propiedades antagonistas

del Ca. El efecto más característico de los antagonistas del

Ca es su capacidad para inhibir las contracciones inducidas

al aumentar la (Ca]0 en fibra muscular lisa vascular (FMLV)

previamente despolarizadas por altas concentraciones de iC

<OODFRAIND y cols, 1982) . Por ello, en otro grupo de experi-

mentos, anillos de aorta con endotelio fueron incubados

durante 2 h en Krebs—OCa. Al cabo de este tiempo la (Kl
en el baño se incrementaba a SO mM, lo que producía una

pequeña respuesta contráctil. Una vez que ésta respuesta

alcanzaba valores estables, se incrementaba en el baño la

[Ca]0 de forma progresiva, desde 1 a 5 mM, a lo largo de los

siguientes 45 ¡¡Un. Ello originaba un incremento progresivo

de la respuesta contráctil, es decir, que obteníamos una

curva dosis—respuesta al Ca <figura 20>

El alginor, a la concentración de 10
10M, inhibía

marcadamente <p<0.O5) las respuestas contráctiles inducidas

por 1—5 mM de Ca, pero esta inhibicIón disminuía al incremen-

tar la [Ca)
0 en el baño, de tal forma, que en presencia de 5

mM, la respuesta contráctil inducida por el Ca era de similar

magnitud en presencia y en ausencia de alginor. Este resulta-

do hace pensar que los efectos espasmolíticos del alglnor

podrían ser antagonizados al incrementar la [Ca)0 en el baño.
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10M) sobre las contracciones ira-

ducidas por Cl
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incubadas en SK O—Ca (—80 ¡uM>K. En situación control

se observa como en aortas despolarizadas La adición

sucesiva de Ca al baifo produce una respuesta contrác-

fi. Esta curva dosis—respuesta al Ca era inhibida, en

forma dos±u—dependiínte, excepto a la concentración

más alta del Ca (5 mM>. por nuestra fármaco. ordena-

das: % de la contracción máxima. Aboimas: concentra-

ción de CI2Ca <mM>. Cada punto representa la media z

e.s.m. de 10 experimental.
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2.2. ESTUDIO DE LOS POSIBLES EFECTOS INTRACELULARES DE

BUSCOPÁNY ALGINOR SOBRE LAS CONTRACCiONES PRODUCIDAS

POR NA.

Los resultados descritos en la figura 10 indican que la

buscopán inhibe el componente inicial fásico de las respues-

tas contráctiles inducidas por la NA. Dado que este componen-

te parece ser debido a la movilización de Ca a partir de sus

depósitos intracelulares, era lógico pensar que buscopán

pudiera ejercer su acción vasodilatadora por interferir con

la movilización del Ca intracelular inducida por NA. Para

probar esta hipótesis realizamos el siguiente grupo de

experimentos siguiendo el diseño experimental de HESTER y

cols. <1986,1987).

En un primer grupo de experimentos que se muestran en

la figura 21, tabla IX, los anillos intactos de aorta fueron

contraídos por l’JA <106M). A continuación se lavaba el

agonista y las aortas se incubabandurante 15 ¡tan en solución

de Krebs <SR) 0—Ca que contenía EGTA <lO’M) y D600 <1O’M)

Con ello se pretendía que al reexponer la preparación al

agonista se produzca una respuesta contráctil fásica exclusi-

vamente, que no seria debida a la entrada de Ca, sino

exclusivamente a la movilización de Ca desde los depósitos

intracelulares. Si repetimos la administración de NA después

de lavar repetidamentecon SR 0—Ca + ECTA + 0600, lógicamente
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no obtendremos una respuesta contráctil. En la segunda parte

del experimento, después de obtener la respuesta contráctil

a la NA en SIC, lavamos los anillos con SIC O—Ca + EGTA + DEOO

y añadimos .la concentración deseada de buscopán <10’M) 20

mm antes de añadir la NA, observando que en estas condicio-

nes la respuesta contráctil inducida por éste agonista era

inhibida en un 15 ± 1.4 % con respecto a la respuesta control

(tabla IX). Sin embargo, en presencia de esta concentración

de buscopán la segundarespuesta contráctil a la NA aumentaba

en un 7 ± 0.8% con respecto a la control, dado que los

depósitos intracelulares de Ca se habían movilizado menos en

la primera respuesta. Estos resultados eran mucho más

evidentes cuando la concentración de buscopán se incrementaba

a 5 x 10’M. En estas condiciones la amplitud de la primera

respuesta contráctil a NA era reducida en un 40 ±2.1. % con

respecto al control (tabla IX), lo que nos confirmaba que

buscopán parece inhibir la movilización de Ca desde sus

depósitos intracelulares. Dado que én estas condiciones el

contenido de Ca de los depósitos intracelulares era mayor que

en situación control, la respuesta contráctil inducida por

la segunda administración de NA aumentaba hasta en un 35 ±

laE% sobre aquella obtenida en ausencia del fármaco.

Estos experimentos indicaban que la buscopán era capaz

de inhibir la movilización de Ca intracelular. Para confirmar

estos resultados nos propusimos hacer el siguiente grupo de

experimentos. Inducíamos una respuesta contráctil con NA
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(106M) en 5K y a continuación (siguiendo el diseño de la

figura 22> se incubaban los anillos en 51< O—Ca + EGTA (0.01

mM) + DEQO <105M> . En estas condiciones, al añadir NA al baño

se producía una respuesta fásica que desaparecíarápidamente.

Si en estas condiciones incrementábamos la [Ca]
0 a 2 mM, se

producía una incremento de la fuerza contráctil que alcanzaba

valores estables al cabo de 5 ¡¡Un, puesto que en el baño aún

existe MA, esta respuesta contráctil reproduciría el compo-

nente tónico de este agonista <figura 22) Este mismo

procedimiento experimental se reproducía en anillos pretrata—

dos 5 mm antes de la adición de Ca al baño con la concentra-

ción deseada de buscopán (5 x lOt’4>, observando que aparece

una disminución de un 35 ± 1.2% respecto a la respuesta

control en la respuesta contráctil inducida por la adición

de 2 mM de Ca.

2.3. EFECTOS DEL ALGINOR SOBRE LAS CONTRACCIONESINDUCIDAS

POR KCI EN AORTAS DESPROVISTAS DE ENDOTELIO.

En algunos experimentos se procedió a la eliminación del

endotelio tras la introducción en la luz vascular de un

vástago de madera según las técnicas descritas originalmente

por FURCHGOTT y ZAWADKZ <1980> . La eliminación del endotelio

vascular se confirmaba antes de iniciar cada experimento

observando que la acetilcolina <10’M) no producía una

relajación completa de las contracciones previamente induci—
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daspor NA <10’M>, ya que la acetilcolina, en estas condicio-

nes, no era capaz de relajar los anillos de aorta sin

endotelio intacto.

La figura 23 muestra que, al contrario de lo observado

en anillos con endotelio, alginor <1O~~l4M~1O9M) sólo producía

una discreta inhibición de las contracciones inducidas por

1<01 <80 mM> en anillos de aorta sin endotelio, que a la

concentración más alta ensayadaalcanzaba un 12.4 ±6.5% con

respecto al valor control. En la tabla X se muestran los

efectos del alginor sobre el desarrollo temporal de las

contracciones inducidas por KCl en 16 experimentos realizados

en anillos de aorta sin endotelio. Puede verse que en éste

caso la acción depresora del fármaco es similar sobre los

componentesfásico <30 seg> y tónico (15 mm) de la respuesta

contráctil inducida por XCI.

También hemos estudiado la capacidad de alginor <1O~”M—

106M) para relajar las contracciones previamente inducidas

por 80 mM XCI, observando (figura 24) que el fármaco producía

una relajación concentración—dependiente que era menor que

la descrita previamente en la figura 15 en anillos de aorta

intacta, siendo el IC~~ de 1.0 ± 0.9 x 108M <figura 24>. En

la figura 25 que se comparan los efectos mostrados por

alginor sobre la relajación de aortas con y sin endotelio.

Estos resultados claramente indican que las acciones del

alginor dependende la presencia de un endotelio funcional.
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3. DETERMINACION DE LOS FLUJOS DE CALCIO

.

Podemosdistinguir tres tipos de experimentos en los que

se estudia la acción de Buscopan y Alginor sobre la entrada

de Ca: 1) estimulada por ÑA, 2> estimulada por KCl y 3> en

condiciones basales.

3.1. ACCIÓN DE BUSCOPANSOBRE LA ENTRADADE ‘5CA.

3.1.1. Estimuladas por K.CI.

Los efectos de buscopán (1O4M~5x1O4M> sobre los flujos

de ‘5Ca se mustran en la figura 26. En aortas estimuladas por

KCl (SO mM> los valores de captación eran de 263 ±7.8 pinol

Ca/Kg de tejido húmedo en presencia de buscopán 10o~~M, siendo

para buscopán sxioSi de 229 ±9 pinol Ca/kg de tejido búmedo

(p<O.05>

3.1.2. Estimuladas por ÑA.

Cuandoestimulábamos la captación de 45Ca con NA (10t4>,

buscopán 10’M no producía cambios en la captación de ‘5Ca,

pero a la concentración más alta ensayada> 5x10’M, producía

una reducción significativa en la captación de ‘5Ca, reducien-

dose estos valores desde 275 ± 16 pinol Ca/kg de tejido

húmedo, hasta 232 t 14 pinol Ca/kg de tejido húmedo (p<0~O5>

(figura 26).
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3.2. ACCIÓN DE ALGINOR SOBRE LA ENTRADA DE ‘
5CAO

3.2.1. En condiciones basales.

En este primer grupo de experimentos (figura 27>,

estudiamos el efecto de alginor sobre la captación de “Ca en

condiciones basales <E), es decir, aortas no estimuladas,

observando que no se modificaba a ninguna de las concentra-

ciones ensayadas(1011M y 100lOM> . Así, en presencia de 10>’0M,

alginor disminuía la captación basal de 154.0 ±18.2 a 151.3

±15.3 pmol Ca/kg de peso de tejido húmedo (p>O.05>.

3.2.2. Estimuladas por KC1.

En anillos estimulados por KCI la captación de ‘5Ca

aumentaba hasta 371.3 ± 21.0 pinol Ca/kg de peso de tejido

húmedo. En presencia de alginor 1011M, la captación era

reducida a 315,6 ±20.2 pmol Ca/kg de peso de tejido húmedo

(p<0.05). En presencia de 10’0M, el alginor reducía la

captación desde 383.4 t 20.1 gniol Ca/kg de peso de tejido

húmedo hasta 342.4 ±20.5 pinol Ca/kg de peso de tejido húmedo

(p<0.05) (figura 27).
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Figura 27.- Efecto del alginor sobre el flujo de entrada de
45Ca deteminado en condiciones basales (8> y tras

estimulación con KC1 <80 rPM> O NA <10~M>a Las barras

blancas indican los resultados obtenidos en ausencia y

las negras en presencia de fármaco. ordenadas: pinoles

de Ca/kg de aorta. Cada determinación representa la

media + easam. de 20 experimentos.
*p<Q~ 05
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3.2.3. Estimuladas por NA.

Finalmente, estudiamos los efectos de alginor sobre la

captación de ~Ca a través de los canales receptor—dependien-

tes, determinando sus efectos en anillos de aorta en los que

la captación había sido estimulada con NA (1O6M), observando

que alginor sólo a la concentración más alta utilizada, 1X

10M, producía una inhibición significativa (p<O.05) de la

captación de “Ca 275.5 ±16.1 versus 217.3 ± 25,1 gmol Ca/kg

de peso de tejido húmedo>, tal y como se muestra en la

figura 27.
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En esta Tesis Doctoral hemos estudiado de forma equino— ¡ a

lecular los efectos de dos fármacos espasmoliticos, el 1 ‘1

buscopán y el alginor, en anillos de arteria de aorta de

conejo, con y sin endotelio, a fin de conocer y comparar su

potencia vasodilatadora y su posible mecanismo de acción.

Las contracciones inducidas por altas concentraciones de

KCl han sido atribuidas a un aumento del flujo de entrada de .

Ca extracelular [Ca]o a través de los canales tipo—L de la

membrana, ya que se suprimen en un medio OCa <SOMLYO y

SOMLYO, 1968; HUDGINS Y WEISS, 1968; GODFRAIND y KABA, 1969;
2< A

BOLTON, 1979> y tras la administración de antagonistas del

Ca (GODFRAIND y cols, 1986) En nuestros experimentos, tanto

el buscopán, como el alginor, producían una inhibición
¡4

concentración—dependiente de estas contracciones. Sin
.9

embargo, mientras que a concentraciones inferiores a 1O~’?A la

inhibición producida por el buscopán era minima y a la máxima

concentración ensayadapersistía casi un 60%, de la respuesta

contráctil, con el alginor el efecto inhibidor era ya patente

a concentraciones de 1013M, alcanzándose un 1C
56 de 2.5 ±3.0

x 10<’
1M. No obstante, al aumentar en cuatro unidades logan—

ticas la concentración de alginor podía observarse como casi
y

un 40% de la respuesta contráctil inducida por el KCl no ~‘
<•1podía ser bloqueada. Este efecto era independiente del

momento en que se administraba el agonista, antes o después

de inducir la contracción, lo que confirma la potente acción ¡
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espasmolítica del alginor en anillos de aorta de conejo.

Ello sugería que ambos fármacos, podían ejercer su acción

espasmolítica como consecuenciade su capacidad para inhibir

el flujo de entrada de Ca, pero que esta inhibición era 5

órdenes de magnitud más marcadapara el alginor, cuyo 1C50 es

superior al de muchos antagonistas del Ca actualmente en uso

clínico.

Con el fin de conocer si el alginor, que era el fármaco

más efectivo para inhibir las contracciones inducidas por el

¡<Cl, era capaz de inhibir la entrada de Ca a través de

canales voltaje—dependientes tipo—L (VOCs> estudiamos sus

efectos sobre las contracciones inducidas al incrementar la

[Ca]o en arterias previamente despolarizadas por 80 mMde 1<.

En estas condiciones los canales se encuentran activados y

al aumentar la concentración de Ca, éste entra con facilidad

a favor de gradiente electroquimico. Como se muestra en la

figura 20, el alginor producia una marcada inhibición de las

respuestas contráctiles inducidas por concentraciones

¡fisiológicas de Ca <1—2 mM>; sin embargo, puede observarse

como al incrementar por encima de 3 mM la ECalo era posible

revertir el efecto del alginor. <Estos resultados indicaban

que el alginor, incluso a muy bajas concentraciones (10&IOM>,

era capaz de inhibir el flujo de entrada de Ca a través de

VOCs en las fibras musculares lisas vasculares y que este

efecto, al igual que sucedía con los antagonistas del Ca

(FLECKENSTEIN, 1983; GODFRAIND y cois. 1986), podía rever—

tirse al incrementar la [Ca)o.
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Con el fin de comprobar esta hipótesis determinamos los

efectos del alginor sobre la captación de “Ca en aortas

estimuladas con KCl. En nuestras condiciones experimentales

el alginor, ya a concentraciones comprendidas entre 10—’1M y

1010M inhibía dicha captación. Dado que el KCl despolariza el

potencial de membrana vascular desde —45 6 —50 mV hasta —35

mv, facilitaría la activación—apertura de los canales de Ca

voltaje—dependientes tipo—L <VOCs> y la entrada de Ca a su

través (BEAN, 1989; TAMARGO, 1992) . Por tanto, la contracción

y el flujo de entrada de “Ca inducidos al incrementar la

concentración de 1< en el medio podrian considerarse como una

medida indirecta de la entrada de Ca a través de VOCs (CATJVIN

y cols. 1983>. Los resultados observados en presencia de

alginor sobre la captación de ‘50a estimulada por KCl indican

que la inhibición que este fármaco produce sobre las

contracciones inducidas por el ¡<Cl es debido a su capacidad

para bloquear el flujo de entrada de Ca a través de VOCs.

Desde este punto de vista, el alginor se comportaría como un

antagonista de Ca de tipo inespecífico según la clasificación

de VANHOUTTE (1987>. Más aún su potencia inhibitoria a este

respecto es muy marcada <si se compara con la de algunos de

los antagonistas del Ca específicos actualmente comercializa-

dos>, lo que podría explicar porqué una parte de la respuesta

contráctil inducida por el ¡<Cl no es bloqueada por ninguno

de ellos.

Los hallazgos obtenidos con el buscopán indican que este

fár:raco es mucho menos activo para bloquear los VOCs y la
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captación de “Ca, por lo que su potencia antagonista del Ca

es mucho menos marcada (al menos 6 órdenes de potencia) que

la del alginor. De hecho, sólo en presencia de muy altas

concentraciones de buscopan (5 x lÉY4M) fue posible demostrar

una inhibición significativa de la captación de “Ca, y aún

en estas condiciones el fármaco no es capaz de inhibir más

que un 60% de las respuestas inducidas por el KCI en nuestras

condiciones experimentales. Ello confirma su pobre actividad

antagonista del Ca.

Las respuestas contráctiles inducidas por la ÑA pueden

ser disociadas en dos componentes: a> un componente inicial

rápido (fásico>, que persiste en SN—OCa(figura ji) y que no

es suprimido por antagonistas del Ca, por lo que ha sido

atribuido a la movilización del Ca almacenado desde sus

depósitos intracelulares (HUDGINS y WEISS, 1968; GODFRAIND

y RABA, 1969>. Este componente va seguido de b) otro compo-

nente tardío (tónico>, que se suprime en SN—Oca <figura 1.1>

y tras la administración de antagonistas del Ca (GODFRAIND

y ¡<ABA, 1969; STEINSLAND y cols, 1973), por lo que ha sido

atribuido a la entrada de Ca extracelular a través de canales

receptor—dependientes (ROCs) . El buscopán produce una

inhibición dosis—dependientede ambos componentes <figuras

10 y 11>, si bien era más marcada la depresión del componente

fásico que la producida sobre el tónico; resultados similares

fueron obtenidos en presencia de alginor, si bien este
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fármaco era menos potente para deprimir las contracciones

inducidas por la ÑA que el buscopán. Estos datos sugerían que

ambos fármacos podrían inhibir las respuestas cottráctiles

inducidas por la ÑA, tanto por interferir con la movilización

del [Cali, como por inhibir el flujo de entrada de Ca a

través de los ROCs, si bien su acción intracelular parecía

ser la más importante. Este hallazgo, de nuevo confirma la

pobre potencia que el buscopán tenía para inhibir el flujo

de entrada de Ca, en este caso a través de ROCs.

Esta afirmación parece avalada por otros dos grupos de

experimentos. 1) En aortas incubadas en SN—OCa+ SCTA + D600

la adición de ÑA al bafio producía sólo una respuesta fásica,

que era debida exclusivamente a la movilización de Ca desde

sus depósitos intracelulares (figura 21>, ya que no existe

Ca en el medio extracelular y además, se ha bloqueado su

entrada a través de cualquiera de los canales por la adición

de ESTA y D600 al medio. Si a continuación se restauran los

valores de Ca en el medio, se obtenía una respuesta contrác-

til mantenida, cuya amplitud era similar a la de la respuesta

fásica previa. Esta respuesta contráctil tónica no puede

atribuirse a la liberación de [CaJi, que ya había sido

liberado tras la adición previa de ÑA, ni a la entrada de Ca

a través de VOCS <que están bloqueados por el DGOO>; por

tanto, estas respuestas contráctiles representarían, en parte

al menos, una medida indirecta del flujo de entrada de Ca a

través de ROCs. En nuestros experimentos, el buscopán inhibía
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en un 35% esta respuesta contráctil inducida por el Ca en

presencia de MA, lo que confirmaba la hipótesis de que el

fármaco inhibía la entrada de Ca a través de ROCs. 2> Ambos

fármacos, buscopán y alginor, producían una inhibición del

flujo de entrada de ‘50a en anillos estimulados por ÑA; puesto

que este diseflo permite la medida del flujo de entrada de Ca

a través de los ROCs <CAUVIN y cols 1983>, nuestros resulta-

dos indican que ambos fármacos inhiben este flujo de entrada

a través de los ROCe. Sin embargo, de nuevo pudimos observar

que la concentración de alginor a la que se inhibía el flujo

de entrada era 6 órdenes de magnitud mayor para el buscopán

que para el alginor. Estos hallazgos de nuevo confirman que

el alginor es mucho más efectivo que el buscopán para inhibir

la conductancia de la membrana a través de los ROCs.

Pero nuestros datos experimentales indicaban que la

acción vasodilatadora inducida por ambos fármacos podría

estar también relacionada con una ácción intracelular. De

hecho, ya hemos indicado que a favor de ello estaría el

hallazgo de que inhiben el componente fásico de las contrac-

ciones inducidas por la ÑA. Con el fin de caracterizar un

posible efecto de el buscopán sobre la liberación de (CaJi

inducida por la MA, incubamos las aortas en SN—OCa+ EGTA +

DGOO. En estas condiciones la ÑA produce exclusivamente una

respuesta fásica, lo que unido a la observación de que en

estas condiciones no era posible obtener una segunda respues
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¡ 1

ta a la ÑA, sugería que esta respuesta fásica era debida a

¡4la liberación de Ca desde un depósito intracelular sensible ¡

.iij
a la ÑA que se vaciaba tras la primera administración de este

agonista (VAN BREEMENy cols,., 1972; HESTER y cols, 1986).

A favor de esta hipótesis estaba el hallazgo de que a menos

que se lavase la NA y se reincubase la aorta en un medio con

Ca no era posible obtener una nueva respuesta fásica. En

otras palabras, en ausencia de Ca y/o en presencia de ÑA, no

podía rellenarse este depósito sensible a NA (KARAKI y WEIS,

41979; HESTER y cols, 1987> . En nuestros experimentos, el

4
buscopán y la NA se lavaban con SN—Oca + ECTA + 13600 antes

de reexponer las preparacionesa ÑA, observando que mientras

que en aortas control no aparecía una segunda respuesta a la

MA (figura 21> en las aortas expuestasa buscopan, en las que

la respuesta inicial a la ÑA estaba claramente inhibida, era

posible obtener una segunda respuesta a la MA, cuya amplitud

era inferior a la respuesta fásica inicial <tabla 9) Estos

resultados indicaban que en presencia de buscopán, la ÑA era 2

capaz de liberar una cantidad mucho menor de fCa]i desde los

depósitos sensibles a este agonista, lo que explicaba el 40%

de reducción en la amplitud de la respuesta fásica. Como II

consecuencia de que el buscopán inhibía la liberación de

[Cali, en presencia del fármaco quedaría más Ca almacenado

en sus depósitos intracelulares y, por tanto, una segunda

administración de NA sería capaz, a diferencia de lo que

sucede en situación control, de generar una respuesta fásica.
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Estos resultados sugieren que en presencia de buscopan

disminuye la liberación de [Cají inducida por la HA y que una

vez que el fármaco ha sido eliminado del medio de incubación,

es posible inducir la liberación del Ca aún almacenado por

una nueva administración de ÑA.

Como resultado de su capacidad para inhibir, no sólo el

flujo de entrada de Ca a través de los VOCs y ROCs, sino

también para inhibir la movilización del [Ca]i almacenado,

ambos fármacos producirían una disminución de la [Ca)i,dispo—

nible a nivel de las proteinas contractiles que explicaría

su capacidad para relajar anillos de aorta previamente

contraídos por ¡<Cl y/o ÑA. Los resultados presentados en la

figura 14 muestran la gran potencia del alginor para relajar

las contracciones producidas por el ¡<Cl, confirmando su gran

potencia antagonista del Ca. De hecho, el 1C50 para inhibir

las contracciones inducidas por el ¡<Cl era 7 órdenes de

magnitud menor que el necesario para inhibir las contraccio-

nes inducidas por la NA.

Por otro lado, el alginor inhibe las contracciones

inducidas tras la administración conjunta de ¡<Cl y ÑA. Este

hallazgo, unido a su potente acción inhibidora de la contrac-

ción inducuda por 80 mM¡<Cl indica que las acciones vasodila—

tadoras de este fármaco no pueden atribuirse a sus propieda-

des agonistas de los canales de 1< (WESTON, 1989>



151

Queda finalmente por comentar que en nuestros experimen-

tos los efectos, tanto de el buscopáncomo del alginor, eran

prácticamente abolidos en aortas sin endotelio. Ello sugería

que parte de sus acciones vasodilatadoras estarían mediadas

a través de la liberación de algún factor relajante de origen

endotelial. Más aún, dado que la mayoría de los factores

relajantes de origen endotelial (NO, EDRF, prostaciclina,

nitratos, peptido natriurético atrial, etc) estimulan la

actividad de la guanilatociclasa, seria posible que las

acciones vasodilatadoras de alginor y buscopan también

estuvieran relacionadascon su capacidadpara estimular dicha

actividad enzimática (FURCHGOTT y cols, 1984).

El endotelio juega un importante papel como modulador

del tono vascular y en la agregación plaquetaria (FURCHGOTT

y ZAWAZDKI, 1980; FURCHGOTT y cols 1984>. La liberación del

EDRF se ha demostradoque va precedido de un aumento en la

concentración de Ca intracelular ; es decir, que el aumento

de la [Cali seria un paso previa para la producción y

liberación del EDRF y, por tanto, en los procesos de relaja-

ción dependientes del endotelio (LONG y STONE, 1985a,b;

VANHOUTTE, 1988) . A favor de ello está el hallazgo de que la

eliminación del Ca del medio de incubación inhibe la relaja-

ción. El origen de este aumento del [Ca]i parece ser princi-

palmente extracelular, aunque puede haber una pequeña
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participación del Ca liberado de un depósito interno (JOHNS

y cols, 1987a)

Diversas observaciones han demostrado que la liberación

de EDER desde las células endoteliales es un proceso depen-

diente de Ca:

a) En cultivos de células endoteliales el ionóforo de Ca,

A 23187, produce una relajación endotelio—dependiente y la

liberación de EDRF (FURCHGOT’I’, 1984; COCKS y cols, 1988>.

Esta relajación se inhibe en un medio carente de Ca (SINGER

y EEACH, 1982) y por antagonistas de Ca (SINGER y FEACH,

1982; LONG y STONE, 1985a,b; GRIFFITH y cols, 1986), lo que

confirma que la liberación de EDRF está acoplado a la entrada

de Ca desde el medio extracelular.

b) Ca y los antagonistas de Ca de tipo dihidropiridínico

liberan EDRE (CARVALHO y FURCHGOTT, 1991; RUBANYI y cols,

1985; ROBERTSON, 1986) . Sin embargo, los anteriores resulta-

dos no son uniformes y algunos autores no encuentran bloqueo

en la liberación de EDRF por los antagonistas de Ca <MILLER

y cols., 1985; ANGUS y cols, 1989; JAYAKODY y cols, 1987);

además, el agonista de los canales de Ca, BA’I 1< 8644 (que

abre los canales voltaje—dependientes tipo—L>, no produce

modificación de la relajación dependiente de endotelio en

anillos de aorta torácica de rata (SPEDDING y cols, 1986>

Desafortunadamente,desconocemosqué tipo de canales de Ca
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son responsablesde la entrada de Ca responsabledel proceso
4

de liberación de EDRF, e incluso se ha sugerido la posibili-

dad de que las células endoteliales no poseencanales de Ca

voltaje—dependientes (COLDEN—STANFIELD y cols, 1987; MOR—

GAN—BOYDy cols, 1987) . Sin embargo, esta afirmación no puede

ser mantenida en el momento actual, ya que la existencia de

canales de Ca en las células endoteliales ha sido demostrada

utilizando la técnica del parche de membrana. En 1989, KASUYA

y cols, sugieren que el mecanismo de acción del endotelio se

realizaría a través de canales voltaje—dependientesde Ca;

utilizando técnicas de binding en arteria la coronaria de

cerdo, observaron un lugar de binding distinto al de las

dihidropiridinas. Por otra parte, en cultivos de células

endoteliales, 8K estimula la fosfolipasa C con liberación de

un segundo mensajero, IP3 (DERIAN y MOSKOWITZ, 1986; GANT y

cols, 1986; LAMBERT y cols, 1986). Este hecho, junto con la

evidencia de que, al menos inicialmente, se necesita Ca

intracelular para la liberación de EDRF (LUCKHOFF y BUSSE,

1986) y que el mantenimiento de la respuesta pueda deberse

a la entrada de Ca extracelular, indica que la liberación del

EDRE es un proceso similar al descrito para otras células

secretoras (WILLIAMSON, 1986; BERRIDGE, 1987) . Además del Ca,

el oxigeno, es también necesario para la liberación de EDRE

(FURCHGOTTy ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1984) . El oxigeno es

preciso para la síntesis de NO y/o para el acoplamiento
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agonista—receptor con el mecanismo de liberación de NO <IGNA—

URO, 1989)

MONCADAy PALMER (1990), sugieren, en humanos, que la

formación constante de óxido nítrico por el vaso seria

necesario para el mantenimiento del tono vasodilatador y el

normal funcionamiento del sistema cardiovascular. Asimismo>

el óxido nítrico participaria en los mecanismos de regulación

y transmisión celular (MONCADAy cols., 1989).

Dado que el alginor, necesita la presencia de un

endotelio funcionalmente activo, cabria esperar que en su

mecanismo de acción estuviera involucrado el endotelio

funcionante.

Por otra parte sabemosque los receptores muscarinicos

M2 y M3 están ampliamente distribuidos en el tejido vascular

mediando dos tipos de respuestas: contracción directa y

relajación indirecta mediada por la liberación de EDRF (VAN—

HOUTTE y SHEPHERD, 1983; MAEDA y cols, 1988; SOHIAVONE y

BRAMBILLA, 1991>; a la vista de nuestros resultados, (podemos

decir que alginor tiene un efecto dependiente de endotelio,

puesto que como se aprecia en la figura 25 el efecto es mucho

mayor cuando éste presente), bien podemos pensar que un

posible mecanismo de acción seria a traves de receptores M3.

dado que este receptores es el que en la mayor parte de las

preparaciones modula la respuesta mediada por EDRE (EGLEN y

W}¡ITING, 1990) . Este bloqueo de receptores M3 impedirla que



155

se produzcan toda la cascada de eventos posteriores, estimu-

lación del recambio de fosfatídíl inositol por proteína

reguladoras (Gr). aumento de la movilización del Ca intrace-

lular y aumento de la entrada de Ca (CHISTIE y NORTH,

1988) ,que darían lugar a la contracción vascular. Ahora bien,

este bloqueo de receptores M, a nivel del endotelio no seria

suficiente para explicar en su totalidad la acción vasodila—

tadora de los fármacos estudiados, dado que presentan accio-

nes, si bien es cierto que menores, aun cuando el endotelio

no esta presente.

Por todo ello pensamosque la acciones vasodilatadoras

de los fármacos estudiados, buscopán y alginor, serian

debidas a múltiples mecanismos, siendo el más importante su

efecto antagonista de calcio.



OONCLUS IONES
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1. En la presente Tesis Doctoral hemos comparado, sobre

bases equimoleculares, los efectos de dos fármacos, buscopán

y alginor, en anillos de arteria aorta de conejo con y sin

endotelio.

2. En anillos de arteria aorta con endotelio, amboa

fármacos relajan la tensión basal e inhiben inhibían las

respuestas inducidas por ¡<Cl y la MA. El buscopán era más

efectivo frente a la contracción inducida por NA que la

inducida por ¡<Cl, por el contrario, el alginor era más

efectivo para inhibir la contracción inducida por el ¡<Cl.

Asimismo ambos fármacos relajan las contracciones inducidas

por ambos estímulos, siendo igualmente más efectivo el

buscopánpara relajar las inducidas por NA y el alginor las

inducidas por ¡<Cl.

3. En anillos de aorta sin endotelio, el alginor inhibe

la contracción inducida por el ¡<Cl y relaja la contracción

inducida por despolarización. Sin embargo, la potencia era

significativamente menor a la producida en aortas con

endotelio.
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4 . Ambos fármacos desplazan hacia abajo y hacia la

derecha las curvas dosis—respuesta al Ca <1—3 mM>, inducidas

en anillos de aorta con endotelio incubados en Krebs-OCa y

despolarizados con ¡<Cl, tras aumentar la concentración de

[Cajo (4—5 mM> era posible revertir el efecto.

5. Ambos fármacos parecen inhibir la movilización de

(Ca)i desde los depositos intracelulares (sensibles a

noradrenalina>

6. En la arteria aorta de conejo, ambos fármacos inhiben

el flujo de entrada de ‘5Ca estimulado por KCI o ÑA, siendo

nuevamentemás potente el alginor que el buscopán.

7. Podemos concluir que ambos fármacos, sobre todo el

alginor, incluso a concentraciones muy bajas (1010M), eran

capacesde inhibir el flujo de entrada de Ca a través de los

VOCs y los ROCs en las fibras musculares lisas vasculares y

que éste efecto, podía revertirse al incrementar la [Cajo.

Además para ejercer su acción vasodilatadora es necesaria la

presencia de endotelio, por otra parte ambos fármacos ejercen

importantes acciones a nivel intracelular que podrían estar

relacionados con su capacidad para inhibir la movilización

de [CaJi almacenado. En cualquier caso, el resultado final

de todos estos efectos seria una disminución de la [Cali y

la relajación de la fibra muscular lisa vascular.
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