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HIPQTESIS DE TRABAJQ

El objeto de esta Tesis Doctoral fue analizar y comparar el
posible mecanismo de accidén de buscopdn y algincr a nivel de la
fikbra muscular lisa vascular. Como es conocido, los niveles de
calcio libres en citosol regulan la actividad contrdactil de la
musculatura lisa.

Por todo ello, nos parecid interesante tratar de elucidar
el posible mecanismo de accidén relajante muscular de estos dos
farmacos a nivel de los lechos vasculares. Para ello, realizamos
el montaje de las preparaciones de aorta tordcica de conejo en
anillos., Ademds, debido a la gran importancia gque en los itltimos
tiempos ha adquirido el endotelio por su capacidad moduladora del
tono vascular, utilizamos las mismas preparaciones a las que
previamente se les habia desprovisto de endotelio,

Con dichas preparaciones experimentales se han realizado los
estudies de contractilidad para determinar la accién de los
farmacos sobre la entrada de Ca y también su mecanismo de accidn
a nivel del Ca intracelular, mediante la aplicacidén de protocolos
experimentales especificos donde el agonista wutilizado era
noradrenalina. Sin embargo, los resultados obtenidos con estos
estudios sdélo permitieron hacer deducciones indirectas de los
movimientos del Ca, por lo que se realizaron determinaciones méds
directas de estos flujos mediante experimentos con ‘“Ca Y

determinaciones de AMPc.



Las investigaciones realizadas por nosotros noes han
permitido profundizar en el mecanismo intimo de la accidn

relajante muscular de dos fdrmacos muy empleados en la clinica

diaria.



INTRODUCCION



En un intento de obtener fédrmacos con una accidn
relajante mds especifica y selectiva que la atropina y 1la
hioscina, especialmente sobre el aparato gastrointestinal, se
han sintetizado numercsos derivados de los alcaloides
naturales.

Los alcaloides derivados de la familia de las sclandceas
disminuyen la secrecién gdstrica solamente a dosis terapéuti-
cas muy elevadas y, a pesar de que algunos autores (HARMMER
y GIACHETTI, 1984) afirman lo contrario, sélo unos pocos de
los compuestos sintéticos han demostrado ser manifiestamente
mejores. Lo mejor que' se puede decir de los compuestos
sintéticos md&s activos, es que permiten una dieta menos
rigida y que .el tratamiento antidcido resulta méds eficaz.
Pero estos compuestos siguen presentando importantes reaccio-
nes adversas, tales como sequedad de boca, visién borrosa,
estrefiimiento y dificultad en la miccidn. Aungue estos
compuestos sean poco utilizados en la Ulcera péptica, muchos
firmacos tipo atropina resultan eficaces como antiespasmédi-
cos y se utilizan para prevenir y tratar espasmos, hipermoti-
lidad y célicos del intestino y del tracto urogenital.

Algunos son utilizados por su accidén midridtica, que es
relativamente de corta duracidén y por este motivo es poCco
probable que produzcan un aumento importante de la presidn
intraccular. La mayor parte de los fdrmacos tipo-atropina
poseen la estructura general que se indica a continuacidn

(figura 1)



X R
N - grupo ester -~ C

Ry

en la que

- R, es un grupo arilo de tipo fenilico ¢ policiclico.

- R,, puede variar de tamafic desde un hidroximetil a
ciclohexil y fenil

- X, puede ser —-H, -OH, -CN, -CO,R, CONH, & un alquiloe
(BOWMAN vy RAND, 1984).

Tanto N-butil-bromuro de hioscina (Buscopan) como N-
ciclopropilmetil-bromuro de hioscina (alginor) son compusestos
que presentan un amonio c¢uaternario, siendo derivados
cuaternizados de los alcaloides naturales.

En general, la cuaternizacién de un compuesto tipo
atropina aumenta la actividad antimuscarinica sobre el
intestino, por lo aumentan los efectos colaterales y se
disminuye la accién antiespasmdédica tipo papaverina, La
cuaternizacién también confiere al compuesto actividad
blogqueante ganglionar, lo gue contribuye a su accidn anti-
espasmédica sobre el intestino; con algunos de estos compues-

tos se puede conseguir una cierta inhibicidn de la secrecidén

dcida sin efectos colaterales importantes.



1. BUSCORAN
1.1. GENERALIDADES

El amplio uso terapéutico de los farmacos antimuscarini-
cos, estimuld hace ya varias décadas la sintesis de numerosos
derivados de las solandceas con el deseo de mejorar las
acciones beneficiosas de éstos compuestos Yy disminuir la

incidencia de reacciones adversas.

Fruto de estas investigaciones nacid una molécula nueva,
el buscopdn (HEINKEL, 1951; BENITO y GONZALEZ, 1953) que por
gu excelente tolerancia y la escasa presencia de efectos
secundarios, logrd imponerse en la clinica diaria con muy
buenos resultados y que es uno de los fdrmacos mds utilizado
en tres situaciones clinicas, donde su accién relajante de
1a fibra muscular lisa es capaz de inhibir uno de los

gsintomas mds temidos: el dolor.

1.2. ESTRUCTURA QUIMICA.

El buscopdn 6 N-butil bromuro de hioscina ((-) -(1S,3s,~
5R,75)-8~ Butyl-6-7-epoxy-3-3 [ (S)~Tropoyloxy] Tropanium
bromide), tiene un Pm de 440,4 daltons y es un alcaloide de

constitucién quimica parecida a ia atropina (GOODMAN y cols.

1991 ) (figura 2).
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Se presenta en forma de polvo blanco, de sabor amargo,

disolviéndose & g en 1 c¢c de agua destilada a 209C (Index

Mercky.

1.3. FARMACOCINETICA.

Como todos los farmacos cuaternarios presenta una escasa
absorcién por via oral (JONKMAN y cols. 1977) y no atraviesa
‘las barreras hematoencefélica y placentaria, por lo que esta
exento de acciones a nivel central y sobre el feto.

Después de la administracién intravenosa de 8 mg, se
elimina el 42% y 37% por orina y heces, respectivamente

(HELLSTROM y cols., 1979; WAHL, 1975).
1.4. ACCIONES FARMACOLOGICAS.

La relacién existente entre los principales efectos del
farmaco {determinados al evaluar su accidn espasmolitica en
el intestino aislado tratado con pilocarpina), y los efectos
secundarios (evaluados determinando la midriasis que produce
en el ratén blanco), permiten comparar las acciones del
buscopdn con las de escopolamina y atropina ( tabla I). 51
se considera que la potencia de atropina es de 1, es evidente
que el intervalo de dosis existente entre la que produce el
efecto farmacolégico y la que induce la aparicidén de efectos
secundarios es amplio, lo que hace que buscopdn presente un

amplio margen terapeéutico.



En la tabla I se refleja una décima parte de la accidn
correspondiente, respecto a la atropina y escopolamina. La
accién de buscopdn en pruebas realizadas en animales,
demostraron una accién antinicotinica 25 veces superior a la
escopolamina.

Todas las investigaciones farmacoldgicas evidencian que
buscopdn no bloquea las acciones muscarinicas producidas por
acetilcolina, pero si la accidn estimulante ganglionar como

ocurre con nicotina (HERXHEIMER y HAEFELI, 1966)

TABLA 1

EFECTQO PRINCIPAL EFECTO SECUNDARIO

Atropina 1 1
Escopolamina 1 2,5
Buscopan 0,51 0,002

( Tomada de Stockhaus y Wick, 1969)

1.5, TOXICIDAD,

Los estudios toxicolégicos se realizaron en diversa
especies animales, tras la administracidn de buscopan por via
oral, intravenosa o subcutdnea.

Los estudios de toxicidad subagua (1 mes) y toxicidad

crénica (3 meses), se han realizado trans la administracién



del fdrmaco por via oral en perros y ratas, y los de toxici-
dad crénica en ratas, cobayos y perros. Estas pruebas
incluyeron estudios analiticos, hematoldgicos y urinarios,
pruebas de funcién hepdtica, estudios histopatolégicos y la
evaluacidén de sus efectos teratogénicos, en cobayas prefiadas,
encontrdndose en todas ellas que el farmaco no producia
cambios significativos en ninguno de los pardmetros analiza-
dos (STOCKHAUS y WICK, 1969; FERRARI, 1973; BERLE, 1974).

En experimentos realizados en ratones blancos, aparecid
un efecto sedante a nivel del SNC, que no se observd en
presencia de escopolamina (BAUER y cols. 1968). El farmaco
no producia cambios a nivel de presidn artarial, glucemia ¥
frecuencia respiratoria cuando se administraba en el trata-
miento de paﬁcreatitis aguda producida de forma experimental
(HEINKEL y CARVALHO, 1959).

Por via subcutanea la dosis letal del buscopdn en el
ratén blanco es de 300 mg/kg aproximadamente, es decir tres
veces inferior a la correspondiente dosis de atropina., Por
via oral, la dosis letal del buscopdn es de con 3000 mg/kg,
es decir, buscopadn presenta una toxicidad muy inferior a la
de la atropina (BERLE, 1974). Con respecto a atropina, la
tabla I refleja una accién superior de escopolamina, pero

inferior a buscopdn (BAUER y cols. 1968).



1.6. TOLERANCIA.

El buscopdn, aparece dentro de las drogas con propieda-
des espasmoliticas, como un faArmaco de muy buena tolerancia.

Utilizado por via oral, a dosis de 30 mg & 50 mg/6 h,
por via subcutdnea a dosis de 30 mg, por via intravenosa a
dosis de 20-25 mg y por via intramuscular a dosis de 20 mg/8
h, todos los estudios, tanto experimentales como clinicos,
coinciden en afirmar que la tolerancia al fadrmaco por parte
del paciente es excelente (WAHL, 1975; HELLSTROM vy cols.
1979; GOETZKE y MONNERGAHM, 1983), no apareciendo efectos
secundarios a las dosis utilizadas y siendo estos poco
valorables tras la utilizacién de grandes dosis de buscopdn
(BAUER y cols. 1968). La buena tolerancia del fdrmaco queda
puesta de manifiesto, ya que los pacientes no comentan, de
forma espontdnea, ni al preguntarles, los efectos indeseables
que aparecen con atropina y escopolamina (disminucidn del
sudor, alteraciones en la visién, sequedad de boca, mareo,
taquicardia y midriasis). Tampoco aparecen efectos acumulati-
vos ni taquifilaxia o tolerancia cuando se administra de
forma créncia (MOLLER y ROSEN, 1968). En ningun caso se ha
observado la presencia de atonia esofdgica, un efecto
indeseable que puede aparecer con atropina {WALDRAM y cols.
1977) .

Algun autor describe la aparicién de un discreto aumento



de la Presidn arterial y un ligero incremento de la frecuen-
cia cardiaca (100-12Q lat/min) que no duraban mds de 30 min,
cuando se utilizaba la via intravenosa, pero por esta via no
no se observaba atonia intestinal ni siguiera cuando se
utilizaban grandes dosis (SCHMID y cols. 1968).

En un egstudio 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 secundaric o
estos son muy ligeros, y debido al amplio rango terapéutico
que el farmaco presenta es posible ajustar la dosis de forma

individual (MIYOSHI y cols, 1977).

1.6.1. Dosificacidén y efectos secundarios.

Los estudios experimentales se realizaron en ratas para
determinar la relacién entre la dosis administrada y la
aparicion de los efectos secundarios sobre la acomodacidn
ocular, gldandulas salivares y frecuencia cardiaca, demostran-
do la casi ausencia de efectos secundarios, en comparaciodn
con la atropina que produce pardlisis de la acomodacidn,
inhibe la salivacién y aumenta la frecuencia cardiaca
(VAPAATALO y cols. 1972; PENTIKAINEN y cols. 1973).

Las pruebas realizadas en estudios clinicos nos demues-



tran que el buscopdn presenta, cuando se compara con atropina
o con otros espasmoliticos, como ventaja real una escasa
aparicidén 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 buscopdn se presenta
como un farmaco uniforme y positivo, en cuanto a su utiliza-
cién., Debido a su efecto relajante muscular, puede ser
utilizado en todas aquellas ocasiones donde sea necesario
relajar la fibra muscular lisa (FML) (HEINKEL, 1951; WALDRAM

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

1.7.1. Aparato gastrointestinal.

Se utiliza en el tratamiento de célicos intestinales,
estrefiimiento espdstico y vémitos postoperatorios (GUIGNARD
¥y cols. 1968; SOLANKE, 1969; SIEG, 1974; DESHPANDE, 1976;
BAUER, 1987) y en pruebas diagndsticas (endoscopia, doble
contraste) realizadas para detectar patologia a nivel de este
aparato (SOLANKE, 1969; WALDRAM y cols. 1977; LEE, 1982;

HUPSCHER, 1984; STEGER y cols. 1986). Su papel en el trata



i3

miento del ulcus gastrico y ducdenal se ha visto relegado en
los ultimos afios coincidiendo con la aparicién de los

antihistaminicos H, y del omeprazol.

1.7.2. Vias biliares y urinarias.

Es dtil en procesos de las vias biliares que cursan con
egpasmos y discinesia, tales como: colecistitls, colangitis,
colelitidsis, sindrome post-colicestectomia {DESHPANDE,
1976). A nivel de las vias urinarias, ha demostrado su
efectividad en cuadros de urolitiasis, tenesmo vesical e

irritacidén mecdnica postquirdrgica.

1.7.3. Aparato genital femenino.

En comparacién con otros espasmoliticos, el buscopén
presenta la ventaja de que no produce efectos indeseables
para la madre o el feto, lo que permite su utilizacidén a
dosis superiores a 0,02 g, durante el periodo de dilatacidn
en el parto (FUENTE, 1980), a la vez que facilita el alumbra-
miento, al ser mds efectivas las contracciones, tambien puede
utilizarse en patologias ginecoldgicas que cursan con

dismenorrea y en los espasmo3 a nivel de éste aparato

(HEINKEL, 1951).



2. ALGINOR (DA 3177)

El alginor & N-ciclopromilmetil bromuro de escopolami~-
na (DA 3177), pertenece a una serie de sales cuaternarias de
la escopolamina

El estudio de este farmaco, sintetizado por CASADIO y
DONETTI en 1974, se ha basado en la hipdétesis de que la
cuaternizacién de los derivados del tropano con radicales
semirrigidos -como son las estructuras de anillo pequeiio ©
estructuras prenilicas- pudiera permitir un mejor acopla-
miento con los receptores muscarinicos. Es conocido que la
metilescopolamina, cuyo radical cuaternizante es un grupo
met{lico, desarrolla principalmente una actividad antisecre-
tora, mientras que la butilescopolamina, cCuyo radical
cuaternizante es una cadena lineal de 4 dtomos de carbono -

(R =(CH2)3 - CH3, desarrolla una menor actividad antisecre-
tora y actividad antiespasmddica.

El alginor es el resultado de un analisis dirigido a la
obtencion de fdrmacos con mayoer actividad anticolinérgica y
antiespasmédica (SCHIAVONE y cols. 1985). Este nuevo fdrmaco
presenta un indice terapéutico mds faverable que el buscopan,
el antiespasmédico mds conocido (FABBRO y cols. 1977; LITTA-
MODIGNARI y cols. 1977,1978: SCHIAVONE y cols. 1985). El
alginor es un farmaco que presenta una potente actividad

parasimpdticolitica ain a dosis hajas y presenta un anplio



margen de seguridad, apareciendo reacciones adversas en un
pequenc porcentaje de casos tratados (PIAI y cols. 1986;
SCARPIGNATO y cols., 1988). Ademds, el medicamento puede ser
administrado repetidamente sin producir fendémenos de toleran-

cia (LITTA-MODIGNARI y cols. 1978).

TABLA II.- IC,, (nM} y 95% limites de confianza para
alginor y atropina frente a distintos agentes espagsmégenos

(Tomada de Schiavone y cols. 1985).

ESPASMO ALGINOR ATROPINA
Acetilcolina 0.079 0.037
{0.066~0.096} {0.032-0.046)
Serotonina 0.13 51.5
(0.07~0.23) {25.8-107.9)
Histamina > 100 74,5
‘ {55.8-99.0)
BaCl2 3.0 0.18
(2.0-4.4) {(0.11-0.3)

2.1. ESTRUCTURA QUIMICA.

Alginor es el N - ciclopropilmetil-bromuro de ascopola-
mina (3—oxo~9—azoniatr1cic10{3.3.1.0’”] nonano-%-(ciclopro-
pilmetil)~7—(3~hidroxi—1voxo-2wfen1ipropoxl-g-metll-bromuro,

(7(8)-(la, 2B, 48-5a,78) , (figura 3):
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Fiqura 3

2.2, FARMACOCINETICA Y METABOLISMO.

La mayoria de los estudios en animales proceden del
Departamento de Investigacién del Instituto De Angeli en
Milan,

Por via oral, su absorcién es pobre (1-4%), pero
presenta una vida media larga, por lo que se acumula en
higado, intestino y rifdn (SCARPIGNATO y BIANCHI~PORRO,
1985). Estudios recientes en células hepdticas de distintas
especies animales (rata, hamster, ratén y cobayo) ( KAJBAF
y cols. 1991; KAJBAF y cols. 1992) han identificado, por
técnicas de espectrometria (HPLC), la presencia de distintos
metabolitos en orina (M,, M,, My, M, M,, M}, que varian seqgun
la especie animal, predominando en la rata, ratdn y cobayo

el tipo M,, estos metabolitos se elimindn por via urinaria

y biliar (DANIOTTI ¥ cols. 1986}).
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A dosis de 5-10 mg por via intramuscular presenta una
elevada actividad antiespasmédica, siendo bien tolerados
hasta dosis de hasta 40 mg (RESIDCRI y cols. 1978). Por via
parenteral, los efectos de alginor aparecen de forma rdpida,
observdndose al cabo de 10 min una marcada reduccidn de
hasta un 60 % en la sintomatologia dolorosa (60%) (SPIVACH
y cols, 1977).

Las principales ventajas de esta nueva molécula son:

- Su rapidez de accidn, particularmente evidente por via
parenteral, en la eliminacién de la sintomatologifa dolorosa
debido a espasmos de la musculatura lisa en comparacidn con
buscopdn (SPIVACH y cols. 1977; SCARPIGNATO y BIANCHI-PORRO,
1985), donde la dosis utilizada es mayor (por via intravenosa
5 mg alginor y 20 mg buscopdn producen similares efectos)
y otros agentes cuaternarios (BONZI y cols. 1979; PIAL Yy
cols, 1986; FORNAPIERO, 1990).

La duracién de la accién del alginor es evidente Yy
apreciable en maniobras exploratorias que requieren la atonia
de la viscera; asi, es frecuente realizar una premedicacion
preendoscépica combinando alginor y diazepan (0-3 mg/xg)

(COOK y cols. 1984; PARENTE y cols. 1985; PANDOLFQ y c¢ols.

19940},

2.3, TOLERANCIA LOCAL.

El medicamento presenta una excelente tolerancia en

ratén, rata, conejo y perro (MARAZZI-UBERTI, 1973).



2.4. TOXICIDAD.
2.4.1. Toxicidad aquda.

EL alginor presenta una escasa toxicidad aguda, siendo
inferior a la de la butilescopolamina en todas las especies
animales y por cualquiera de las vias de administracidn

empleadas (MARAZZI-UBERTI, 1973; SCARPIGNATO y BIANCHI-PORRO,

1985} .
2.4.2. Toxicidad subaguda en la rata.

El alginor, administrado a ratas por via intramuscular
y por via oral durante 21 dias seguidos, en dosis crecientes
de 100 a 400 veces mids elevadas que las habitualmente
prescritas en clinica, ha sido bien tolerada tanto desde el

punto de vista morfoldgico come funcional (SCARPIGNATO vy

BIANCHI-PORRO, 1985).
2.4.3. Toxicidad crdnica en rata.

Administrado durante 1l semanas seguidas por via oral
e intramuscular, el alginor no ha provocade ningun efecto
téxico ya sea desde el punto de vista morfoldgico o funcio-

nal. Tampoco se han observado efectos mutagénicos o carcino
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genéticos atribuibles al fdrmaco cuandeo se administra de
forma mds prolongada (MARAZZI-UBERTY, 1973; SCARPIGNATO ¥

BIANCHI-PORRO, 198%).
2.4.4. Toxicidad crdénica en perro “"beagle”.

Utilizando las vias citadas en Los apartados anteriores,
durante 26 semanas seguidas, y a dosis mds elevadas gue las
terapéuticas, el alginor no produce lesiones morfoldgicas o
histoldgicas a nivel de distintos parenquimas ni en los
érganos hematopoyéticos (MARAZZI-UBERTI, 1973; SCARPIGNATO

y BIANCHI-PORRO, 1985).
2.4.5, Efecto teratdgeno en rata y conejo.

El estudio de los posibles efectos teratdgenos del
alginor ha sido realizado con ratas y conejas preiiadas.

Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento
es bien tolerado a todas las dosis empleadas y que el farmaco
no produce malformacién alguna en los distintos 6rganos y

aparatos de los animales reclien nacidos (SCARPIGNATOC vy

BIANCHI-PORRO, 1985).
2.5. ACCIONES DEL ALGINOR.

El alginor es un compuesto que blogquea de forma competi-

tiva los receptores muscarinicos de la musculatura lisa y
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presenta propiedades espasmoliticas. Debido a su Dbaja
incidencia de reacciones adversas tipo-—atropina ha sido
utilizado en el tratamiento de c¢uadros clinicos que cursan
con espasme de la musculatura gastrointestinal, biliar y del
tracto uro-genital, asi como medicaciédn pre-endoscédpica
(SCARPIGNATO y BIANCHI-PORRQO, 198%; FORNAPIERO y cols. 1990;
JUNG y cols. 1892).

En los siguientes apartados analizaremos su actividad
relajante muscular desde el punto de vista experimental y

clinico (IMBIMBO y cols. 1986; SAGRADA y cols., 1989).

2.5.1. Actividad antiespasmdédica preclinica.

El alginor desarrolla "in vitro" e "in vivo" una eficaz
accién antiespasmédica a dosis minimas. La actividad anti-
espasmédica del producto es muy elevada a dosis de 3-40 pg/kg
por via endovenosa o de 50 ug/kg por via intramuscular en
gatos,conejos y perros y de 3 mg/kg por via oral y rectal en
el perro (SCARPIGNATO y BIANCHI~PORRO, 1985).

Con respecto al alginor, los drganos mas receptivos a
su accidn son el tracto gastroentérico y las vias biliares
(LITTA-MODIGNARI y cols., 1977/1978; FABBRO y cols. 1977;
POZO y cols. 1990), siendo su accion similar a la del

buscopén (SCARPIGNATO y BIANCHI-PORRO, 1985).



2.5.2, Actividad antiulcerosa y antisecretora.

La actividad antiulcercsa y antisecretora del alginor
se manifiesta en dosis mucho mds elevadas que aquellas
empleadas para lograr el efecto antiespasmédico. Su eficacia
es igual a la de la butilescopolamina (SCARPIGNATO y BLIANCHI-
PORRO, 1985).

Estos estudios demuestran que los anticolinérgicos y el
alginor (LONDONG, 1982) son muy ttiles para reducir el estado
espdstico de la musculatura gastrica, a menudo asociado a la
lesién ulcerosa en humanos (SCARPIGNATC y BIANCHI-PORRO,
1985; SCARPIGNATO y cols. 1985; NISHIWAKY y cols, 1989; JUNG

y cols, 1992).

2.5.3. Actividad sobre la motilidad intestinal.

El alginor manifiesta su mdxima actividad antiespasnmédi-
ca en dosis que no modifican el normal peristaltismo intesti-
nal, por lo que puede utilizarse en el gindrome del colon
irritable (FABRO y cols. 1977; RESIDORI y cols. 1978; PIAI
y cols., 1986; LANFRANCHI Yy cols. 1988; SCHIAVONE y cols.

1989; GUSLANDI, 1990).

2.5.4. Actividad antisidlica, midridsica y gangliopléjica.

La actividad antlisidlica se manifiesta a dosis muy

elevadas y es inferior a la de la butilescopolamina (LITTA-
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MODIGNARI y cols. 1977/78; SCARPIGNATO vy BIANCHI-PORRO,
1985).

La actividad midridsica, en conijunto, es parecida a la
de la butilescopolamina, variando segin las especies (ratas
y perros) y la via de administracién (FABBRO y cols, 1977).

A dosis muy elevadas se manifiesta su accidn ganglioplé-
jica, que no diflere 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
presidén arterial e inhibe las respuestas hipotensoras
producidas por la inyeccion de fdrmacos parasimpaticomiméti-
cos o tras la estimulacidn vagal, siendo su potencia a
similar a la de la butilescopolamina (LITTA-MODIGNARI,
1977-78; RESIDORI y cols, 1977; MANGANELLI y ACCONCIA, 1977;

SCARPIGNATO y BIANCHI-PORRO, 1985).

2.5.6. Actividad antiespasmédica clinica.

La actividad antiespasmédica que presentan lag diversas
formulaciones de alginor ha sido estudiada en numerosos
trabajos clinicos

La mayoria de estos trabajos han sido realizados en

condiciones doble ciego, versus placebo y comparativos con



el maleato de trimebutina- (TMB), el N-butilbromuro de
escopolamina (buscopdn), el clorhidrato dediciclomina (DC),
en paclientes con procesos de tipo espdstico y doloroso, que
afectaban a los aparatos gastro-entérico, hepato-~biliar y
genito-urinario (LITTA-MODIGNARI y cols, 1987/1978; ACCINELLI
y cols., 1978; DANIOTTI y cols., 1986; RESIDORI y cols.,
1978; FRIGERIO y cols., 1986; PARENTE y colsg., 1985; FIORELLI
y cols., 1986; PIAI y cols., 1986; FORNAPIERQ y cols. 1990;

JUNG y cols., 1992).

2.5.7. Otras acciones farmacoldgicas.

En el conejo anestesiado la administracién i.v. rdpida
de alginor, a dosis superiores a las de butilescopolamina
y mucho mas elevadas que aquellas necesarias para desarrollar
el efecto antiespasmdédico, produce una depresién de la
respiracién e incluso apnea (MARAZZI-UBERTI, 1973) el alginor
no presenta propiedades anticonvulsivantes, no aumenta el
tiempo de suefio inducido por barbitdiricos, al contrario que
la butilescopolamina. No inhibe los temblores causados por
la temorina., Todo ello demuestra la ausencia de efectos
centrales del fdrmaco. Asimismo, carece de cualquier activi-
dad analgésica 6 anestésico-local, no presentando efecto
sobre la temperatura corpoérea.

Tampoco produce cambios sobre la diuresis, coleresis,

glucemia o el tiempo de coagulacion (tiempo de Quick)

(INSTITUTO DE ANGELI, 1973).



2.5.8, Actividad sobre la fibra muscular lisa segun la via

de administraciédn utilizada.

a) Por via oral, el alginor, a las dosis de 150-300 mg/dia
tiene un efecto terapéutico en el tratamiento sintomatico
de formas morbosas caracterizadas por un componente espastico
o discinético; posteriormente, dosis de 150-200 mg/dia son
suficientes para mantener el efecto logrado y evitar las
recaidas (SCARPIGNATO y BIANCHI-PFORRO, 198%; SCHIAVONE vy
cols., 1989).

b) Inyectado por via i.v, (ampollas de 5 mg), es eficaz para
suprimir estados espdstico~dolorosos a nivel de vias
urinarias (MANGANELLI y ACCONCIA, 1977; SCARPIGNATO vy
BIANCHI-PORRO, 1985). En c¢délicos hepdticos y renales, se
utiliza por via i.m. o i.v. a la dosis de 5 mg. Sin embargo,
dosis de 10-20 mg son perfectamente toleradas por el paciente
(SPIVACH y cols. 1977; FABBRO y cols. 1977; RESIDORI y cols.
1978; LITTA-MODIGNARI, 1978; SCARPIGNATO vy BIANCHI-PORRO,
1985). Esta actividad antiespasmédica resultd ser al menos
similar a la del buscopan en ampcllas por via i.v. de 20 mg,
medicamento eficaz y muy empleado en clinica (FABBRO y cols,
1977; FORNAPIERQ, 1990).

¢) Por via rectal, el alginor (en SuposSitorios de 25 y 50 mg)
ha sido ensayado en comparacidn con placebo y con el maleato
de trimebutin en supositorics de 100 mg. La dosis, de

alginor, 100 mg,/ia, resulto ser la ocptima para un tratamien-
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to eficaz de los trastornos del tracto gastrointestinal de
tipo espdstico-discinético (RESIDORI y cols., 1978; SCARPIG-
NATO y BIANCHI-PORRQ, 1985; JUNG y cols., 1992).

d} Adwinistrado en fleboclisis, produce relajacién del cuello
uterino reduciendo durante el periodo de dilatacidén la
egpasticidad del cuello uterino, con la consiguiente disminu-
cién del tono muscular (ACCINELLI y cols. 1978; SCARPIGNATO
y BIANCHI-PORRO, 1985). En comparacidén con buscopan es mds
activo , siendo perfecta su tolerancia a nivel materno y
fetal, por lo que resulta ventajoso durante el parto.

e) Asimismo, en exploraciones endoscépicas y radioldgicas
donde se requiere una atonia de la musculatura lisa, se ha
demostrado que el alginores eficaz y bien tolerado durante
todo el periodo del exdmen, {HOFKIN, 1969; DUNN y cols.
1970; COOK y cols, 1984; SCARPIGNATO y BIANCHI~PORRO, 1985).
Su actividad antiespasmédica, en estas g¢ircunstancias,
resultd ser 3.5 veces mds elevada que buscopdn utilizado como
fdrmaco de comparacidén (PARENTE y cols. 1985).

f) En pediatria se utilizdé la presentacién farmaceutica en
gotas, desarrolldndose una eficaz actividad antiespastica en
dosis desprovistas de reacciones adversas, en particular
de tipo atropinico para el tratamiento de nifios afectos de
vémitos espadsticos-discinéticos. La ausencia de efectos

colaterales es muy importante en el nifo, que e$ mas sensible



a los efectos atropinicos con respecto al adulto. En estas
sltuaciones el alginor ha demostrado ser mas eficaz que el

clorhidrato de diclomina,

2.6. TOLERANCIA CLINICA DEL ALGINOR.

La tolerancia de este fdrmaco es excelente, aprecidndose
escasas reacclones adversas; la mds significativa, en
. comparacién con el buscopdn, la xerostomia que aparece por
via intramuscular a dosis de 10-20 mg (SPIVACH y colsg, 1977).
Por tanto, alginor constituye un fdrmaco eficaz para eliminar
los espasmos ¢ inhibir la motilidad de la musculatura lisa
del aparato gastrointestinal, vias biliares y urinarias
(IMBIMBO y cols. 1990; SPIVACH y cols, 1977; SCARPIGNATO y
cols. 1985b; MANGANELLI y ACCONCIA, 1977); ademds de ser una
ventaja real durante el parto al ser mds activo que los
antiespdsticos empleados cominmente y su buena tolerancia
materno-fetal (ACCINELLI y cols. 1978). Es un eficaz trata-
miento de la patologia del vémito espdstico-discinético del
aparato digestivo del nifio y del adulto y en el sindrome de
colon irritable (PASSARETTI y cols. 1989). En estos sindromes
el alginor inhibe de forma significativa (figura 4} ranto el
dolor abdominal a la palpacidn como el meterorismo con

ausencia de efectos secundarios indeseables a las dosis

utilizadas.



Basal

Prifinium

Meteorismo

Dolor abdominal
a la palpacién

Figura 4,.- Modificaciones en los signos fisicos tras el

tratamiento con Alginor y Prifinium.
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(modificada de Piai y cols.



Los agentes antimuscarinices, dentro de los cuales
podemos incluir buscopan y alginor, son antagonistas competi-
tivos de las acciones de la acetilcolina y otros agonistas
gsiendo mediadas estas acciones a través de la estimulacidn
de los receptores muscarinicos (GOODMAN y cols. 1991).

Originalmente, los receptores muscarinicos se clasifica-
ron en dos grupos, M, y M2, en hase a la afinidad por los
mismos de la pirencepina: unos, de localizacidn cerebral,
posefan alta afinidad por pirencepina, y s$e denominaron M,;
otros, que se localizaron en drganos periféricos, tenian baja
afinidad por Pirencepina, y se denominaron M, (HAMMER y cols.
1980; WATSON, 1984; TSUKAHARA y cols. 198%a). Posteriormente,
aparecié un nuevo compuesto, AF-DX 116, que ademds de
discriminar entre las respuestas mediadas por los receptores
M, y M,, mostraba una marcada preferencia por los receptores
muscarinicos M, cardiacos, como lo demuestra el elevado
valor de pAzobservado en corazdén (7,3-7,4) comparado con el
de misculo liso (6~6,4) (GIACHETTI y cols. 1986; DUCKLES y
cols. 1987; MICHELETTI y cols. 1987). Existen otros compues-
tos que han demostrado poseer cardicselectividad, como
la gallamina (BROWN y CROUT, 1970), la metoctramina {MELCHIO-
RRE y cols. 1987) o la himbacina (ANWAR-UL vy cols. 1986). Sin
embargo, gallamina y metoctramina interactuan, probablemente,

de manera alostérica con el receptor muscarinico cardiaco



(EGLEN y cols. 1988; BIRDSALL y cols. 1989; DOODS y cols.
1989) . El hecho de que el AF-DX 116 presentase una desiqual
afinidad dentro de los receptores muscarinicos periféricos
llevéd a sugerir la heterogeneidad de la poblacidn de recepto-
res muscarinicos del subtipo M, (GIACHETTI y cols. 1986;
HONKANEU y ABDEL~LATIL, 1988) dencominandose receptores M, o

M,, @ aquellos localizados en el corazdn, y como M,, o M,, a

2a
los presentes en las células musculares lisas (EGLEN vy
WHITING, 1985}, DOODS y cols. en 1987 utilizando técnicas de
binding, en diferentes localizaciones (tejido neuronal,
corazén y gldndulas exocrinas) fueron capaces de clasificar
los receptores muscarinicos en 3 tipos: M,, M, y M, Recien—
temente, se ha identificado el M, y un quinto (sin nomencla-
tura por el momento) (tabla III) (TSIEN y cols., 1991; TIPS,
1993} .

Asi, pirencepina tiene mayor afinidad por los M, que por
los otros dos, metoctramina o AF-DX 116 son mds selectivos
por los M, y el 4-DAMP o el parafluorohexahidrosiladifenidol
muestran mayor afinidad por los M,. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que ninguno de los antagonistas mugcarinicos
es altamente selectivo por un subtipo e receptor, con
respecto a los otros dos, no disponiéndose en la actualidad
de antagonistas que presenten una selectividad mayor por
alguno de los receptores de mas de dos 6rdenes de magnitud.

Por ello, la caracterizacidén farmacologica del subtipo de

receptor muscarinico existente en un determinado tejido debe
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basarse en el espectro de afinidades que presenten una serie
de antagonistas, entre los gue se iLncluyan al mencs uno para
cada subtipo de receptor. En la tabla III se muestra la
nomenclatura para los distintos subtipos de receptores, los
antagonistas mds selectivos, el mediador celular de 1la
respuesta, el gen que los codifica y otra informacidn
adicional acerca de la estructura, determinada en humanos,
de dichos receptores.

Aunque se han encontrado receptores muscarinicos en
diferentes tipos de células, su pregsencia en neuronas,
misculo liso y cardiaco, células exocrinas, endocrinas,
paracrinas y endoteliales tiene una especial importancia
(GOYAL, 1989). Tanto en el sistema nervioso central como
periférico existe un gran nimero de neuronas que presentan
receptores muscarinicos. Estos receptores se encuentran en
el soma y en las dendritas de muchas neuronas colinérgicas,
no colinérgicas y en las terminaciones de algunos axones
{GOYAL, 1989); mé&s auln, una misma neurona puede contener
receptores muscarinicos excitatorios e inhibitorios {(KILBIN-
GER y cols. 1984). A nivel cerebral se han identificado
sitios de fijacidén a nivel presindptico, tanto en corteza
como en hipocampo (McKINNEY vy RICHELSON, 1984}, y se han
descrito los subtipos M, y M, en neuronas corticales {BONNER
y cols. 1987). La estimulacien de estos receptores puede
producir excitacién celular por mecanismos que implican una

disminucion de la conductancia a K (CHRISTIE y NORTH, 1988) .



Los receptores muscarinicos que producen inhibicidn se
asocian con hiperpolarizacién de las neuronas debido a la
apertura de los canales de K, mediada a través de proteinas

G, (GOYAL, 1989). Mediante estudios bioguimicos, FISHER y

3
BATUS (198%) han determinado que la activacion los de
receptores muscarinicos en el hipocampo estimula &l sistema
de los fosfoinositoles. En esta regidén del cerebro, bajas
concentraciones de pirencepina bloquean el recambio de los
fosfoinositoles (FISHER y BATUS, 1985; GIL y WOLFE, 1985) lo
que indica que los receptores con alta afinidad por pirence-
pina estdn acoplados a dicho recambio en esta zona cerebral.
La estimulacidén de los receptores M, cardiacos por
concentraciones nanomolares de acetilcolina disminuye la
frecuencia cardiaca, al inhibir la corriente activada por
hiperpolarizacién, implicada en la generacion de la actividad
del marcapasos o I, (DI FRANCESCO y cols. 1989). Concentra-
ciones moderadas de Ach inhiben el misculo cardiaco, disminu-
yendo la potencia y la frecuencia de contraccion (PAPPANG y
cols., 1988). Tanto la proteina G, como las G, median la
inhibicién cardiaca; la activacién de las proteinas G,
disminuye los niveles de AMPC, reduce la actividad de las
protein-kinasas dependientes de AMPc y disminuye la fosfori-
lacién de los canales de Ca de la membrana plasmitica; el
cierre de los canales de Ca voltaje-dependientes disminuye

log niveles de Ca en el interior celular (GOYAL, 1989). La
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activacidn de las proteinas G,, directa e indirectamente,
disminuye los niveles intracelulares de K, lo que produce
hiperpolarizacidn e inhibicidn de la actividad marcapaso y
de la excitabilidad cardiaca (GOYAL, 1989). La estimulacién.
de los receptores cardiacos puede producir aumento de los
niveles de GMPc, aunque no existe certeza del papel del GMPc
en la funcién cardfaca (WATANABE, 1983). Ademds, la interac-
cidén del agonista muscarinico con su receptor, probablemente
activa una proteina reguladora (Gp) que activa a su vez la
fosfolipasa C, la cual hidroliza el fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato, con la consiquiente formacién de IP, y DG (DOODS
y cols. 1989), aunque las concentraciones de agonista
necesarias para estimular el recambio de los fosfoinositoles
por los receptores M, son aproximadamente 10 veces mayores
que las necesarias para dicha estimulacién a traveés de
receptores M, o M, (LECHLEITER y cols. 1989).

Mediante estudios de fijacién de radioligandos, se ha
sugerido que el misculo liso posee receptores M, y M,, aunque
funcionalmente parecen ser los M; los que median la contrac-
cién (LADINSKY y cols. 1988). Estudios recientes han demos-
trado que los subtipos moleculares M, y M; son los que se
expresan en el misculo liso (MAEDA y cols., 1988); la estimu-
lacidn de dichos receptores origina un aumento en la estimu-
lacién del recambio de fosfatidil inositol por proteinas Gp,

que aumenta la movilizacién del Ca intracelular y la entrada
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de Ca (CHRISTIE y NORTH, 1988), dando ilugar a la contraccion,
La primera fase de la contraccidn se explicaria por la
liberacion de Ca intracelular por el IPy y la entrada del
mismo desde el exterior por canales voltaje-dependientes
(CVDs) especificos, lo gue conlleva un aumento de la concen-
tracidén citosélica de Ca libre (BERRIDGE e IRVINE, 1984). La
funcidén de la proteincinasa (PKC) en la contraccidén muscular
no estd del todo clara; su activacidén por el diacilglicerol
(DG) participaria en el mantenimiento de la respuesta
contrdctil a pesar de que los niveles intracelulares de Ca
hayan disminuido hasta valores casi similares a los de la
célula en reposo. RASMUSSEN y cols. (1987) propusieron que
la PKC podria estar implicada en la modulacién de la respues—
ta contrdctil a través de cambios de la concentracidn de Ca
en una zona restringida de la célula. Estos autores sugieren
que seria un acimulo de Ca en la cara interna de la membrana
plasmdtica, y su activacidn, lo que determinaria la magnitud
de la respuesta contrdctil, siendo los cambios en la concen-—
tracién de este 16n unido a la membrana los responsables del
mantenimiento del tonoc (RASMUSSEN y cols. 1987). Ademds, la
PKC podria fosforilar diversas proteinas que intervienen en
la respuesta contrdctil (NISHIKAWA y cols. 1983, RASMUSSEN
y cols. 1987). Por ultimo, la activacién de los receptores
muscarinicos musculares puede antagonizar los efectos

relajantes de la estimulacion g-adrenérgica, mediadosg por



incremento de los niveles intracelulares de AMPc y apertura
de los canales de K' (SIMS y cols. 1988).

A nivel de las células exocrinas {gldndulas lacrimal,
parotida y submandibular), los receptores implicados parecen
ser del subtipo M,, siendo el subtipo molecular M; el
codificado por el RNAm en el tejido glandular (AKIBA y cols.
1988; SCHIAVONE y BRAMBILLA, 1991). La secrecidn que se
produce por estimulacidn de estos receptores estd mediada por
activacién del recambio de fosfatidil inositol y movilizacidn
del Ca intracelular, a través de la activacién de proteinas
Gp (LOUIE y OWYANG, 1986).

Como ya se ha comentado anteriormente, los receptores
muscarinicos estdn ampliamente distribuidos en el tejido
vascular y pueden mediar dos tipos de respuestas: contraccidn
directa y relajacién indirecta mediada por la liberacidn de
EDRF o por la inhibicién de la liberacion de noradrenalina
(NA) (VANHOUTTE y SHEPHERD, 1973; FURCHGOTT y ZAWAZDKI, 1980;
VANHOUTTE y SHEPHERD, 1983). En cuanto al subtipo de receptor
muscarinico implicade 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 M; y el que media la i1nhibicidn de la Liberacidn de
NA del subtipo M, (EGLEN y WHITING, 1990). La acetilcolina
también da lugar a respuestas contrdectiles, generalmente en
territorio venoso, donde el subtipo de receptor implicado es

el M, (EGLEN y WHITING, 1990}. La Acetilcolina también
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produce la contraccidn en arterias corcnarias porcina y
bovina y aorta de conejo, un efecto mediado a través de
receptores muscarinicos del subtipo M; (DUCKLES, 1988; VAN
CHARLDORP y VAN ZWIETEN, 1989), mientras que el subtipo que
media la contraccidén en arteria basilar de cerdo es M, (VAN
CHARLDORP y VAN ZWIETEN, 1989).

La presencia de receptores muscarinicos de localizacoén
endotelial ha sido muy discutida. Asi, hay autores que usando
_técnicas autorradiogrdficas y de fijacién de radioligandos
con [*H)-quinuclidinilbencilato sugieren la ausencia de estos
receptores (STEPHENSON y SUMMERS, 1987; STEPHERSON y 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 cols.
1989a), aungue en menor densidad que en el misculo {TSUKAHARA
y cols. 1989b). En 1985, PARNAVELA y cols. 1985, evidenciaron
la presencia del enzima que sintetlza colinoacetiltransfera—
sa, en el endotelio de vasos cerebrales de rata, sugiriendo
que las células endoteliales podrian captar colina de la
circulacién y sintetizar Ach, que actuaria entonces localmen-—
te sobre receptores muscarinicos del endotelio. Se conoce
poco acerca del mecanismo de transduccioén implicado en la
sintesis o liberacidén de EDRF(s). Asi, el tratamiento con la
toxina pertussis en arterias coronarias porcinas abole la
relajacién mediada por EDRF inducida por el agonista a,~

adrenérgico UK 14304 & S-Hidroxiserotonina, sin afectar a la



producida por adenosina o el iondforo de Ca A 23187 (FLAVAHAN
y cols. 1989), mientras que en arteria pulmonar de conejo la
toxina no modifica la relajacién endotelio-dependiente
inducida por Ach, ATP, sustancia P © el iondforo A 23187
(HOLFELD y cols. 1990).

Desde el punto de vista experimental, podemos diferen-
ciar los receptores muscarinicos con un antagonista clasico
de estos receptores, la atropina {que no discrimina entre los
receptores M, y M,} siendo un antagonista muy selectivo de
los agentes muscarinicos en los receptores correspondientes
del misculo liso y cardiaco y de las células de las gldndulas
exocrinas,

Diferentes trabajos, sugieren la presencia de recepto-
res tipo M, en la fibra muscular lisa (MADISON y cols. 1987)
y la existencia de una selectividad especie dependiente para
los subtipos M, y M, de receptores mascarinicos (YAMANAKA y
cols. 1986; DUCKLES, 1988) realizados en arteria aorta de

bovino, conejo y Pperro, segun la localizacidén de la FMLV

dentro de la misma especle.



TABLA IV . RECEPTORES MUSCARINICOS VASCULARES Y CARDIACOS

ESPECIE Y TERRITORIO DEPENDIENTE.

M %
Aorta bovina + -
Aorta conejo - +
Aorta perro - +
Coronaria perro + +
Coronaria oveja - +
Corazon - +

— i e e i s i AR, S e i Wy U S T S e e MR A S

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 muscarinicos M, y M, han sido
realizados por técnicas de "binding" (YAMANAKA y cols. 1986;
DUCKLES, 1988) y mediante técnicas de biologia molecular,
donde se identificaron y expresaron los RNAm correspondientes
a los distintos subtipos de receptores muscarinicos M, y M,
(FUKUDA y cols. 1987}.

El bloqueo de los de receptores muscarinicos a nivel
arterial no es tan relevante como para explicar la acciédn
vasoldilatadora de buscopan y alginor lo que suglere que
otros posibles mecanismos de accién podrian estar implicados

tales como:

- Posibles interacciones con los flujos de entrada o salida

de Ca.



-~ Posible accidn a nivel del Ca intracelular.
~ Posgible accidn a nivel del factor de relajacion endotelial
(EDRF) (TSUKAHARA y ceols. 198%a).

El papel jugado por el EDRF no estd claro dentro de las
funciones de los receptores muscarinicos (MILLER y cols.

1988; DUCKLES y cols. 1987y,

Para la célula eucaridtica en reposo es fundamental
mantener la concentracién de Ca ilonizado en el citosol por
debajo de 10''M, es decir, una concentracidén 10.000 veces
menor que la del ién Ca extracelular., El contenido total de
Ca en la célula (incluido el almacenado en mitocondrias y
reticulo sarcopldsmico) es aproximadamente de 1 nmol/g, lo
que indica que, tedricamente, entre los ocrganulos celulares
y el citosol existe también un gradiente de 10.000.

Después de un estimulo y para poder inducir su funcion
fisiolégica, la (Ca] idénico libre en el citosol se incrementa
hasta aproximadamente 107°M, lo gue representa durante un
tiempo limitado una concentracion 100 veces superior a la de
reposo. Incluso en estas condiciones, el gradiente entre el
espacio intra y extracelulary entre los lugares de fijacién
y citosol, es de 100 respectivamente.

Es obvio que esta distribucidn, que no e precisamente

una situacién de equilibrio, requiere MaCanlsmos que sean
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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 sarcoplésmico). Esta compartimentacién es necesaria
para poder transportar el Ca desde el citosol al espacio
extracelular, para almacenar el Ca que excede a las necesida-
des fisioldgicas intracelulares y para garantizar la adecuada
entrada o liberacidn de Ca hacia el citosocl.

En condiciones fisioldégicas normales, este sistema es
capaz de mantener la concentracién de Ca intracelular siempre
por debajo de niveles téxicos. Sin embargo, en condiciones
de hipoxia, este sistema puede fracasar rdpidamente, 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 [Ca] intracelular, que origina

disfunciones celulares y, eventualmente, conduce a la muerte

celular (PETERS, 1988).

4.1. MECANISMO DE ENTRADA DEL Ca EN LAS CELULAS.

1.- La capa lipidica de la membrana da lugar a diferen-
tes barreras para la difusidn de los iones. La parte central,
formada por la interaccidn de los dcidos grasos, forma una
barrera fuertemente lipofilica, mientras que en los lados
interno y externo de la membrana 1as moléculas de agua se

estructuran uniendo fuertemente los grupos que constituyen



las cabezas de los fosfolipidos. Los grupos carboxilicos y
fosfato, electricamente cargados, asi como los glicopeptidos,
dan lugar a fuerzas de atraccién y repulsidn para log iones,
lo que en determinadas circunstancias origina una difusion
retardada de los iones. Dado que la energia que se requiers
para transportar iones a través de la bicapa lipidica es
proporcional a las cargas de éstos, se puede deducir que la
permeabilidad para el calcio es menor gue la del sodio o el
~potasio.

2.~ La presencia de moléculas protéicasg en la bicapa
lipidica aumenta notablemente la permeabilidad de la membrana
celular (ZWAAL y cols. 1973; BENGA, 19835). Se especula con
la posibilidad de que, debido a las interaccrones proteina-
lipido, existe un aumento de la permeabilidad en las zonas
donde se localiza la proteina inserta en la membrana. De
acuerdo con lo expuesto, este tipo de proteina "permeablli-
zadora" pudiera cambiar su estructura y por tanto su nivel
de interaccién con el entorno lipidico en funcidén de los
diferentes grados de polarizacién de la membrana (PETERS,
1988} .

3.- Se ha comprobado que, en determinados T1pos de
células, algunos estimulos fisioldgicos "abren” los canales
a través de los cuales el calcio entra en las células de
acuerdo con el gradiente de concentracién extra e intracelu-
lar (CAMPBELL, 1985). Estos canales pueden ser activados por

interaccienes farmaco receptar, p.&.: catecolaminas, o puaden
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ser activados por cambios en el potencial de membrana.
Dependiendo del mecanismo se dencminan canales receptor-
dependientes (CRDs) (BOLTON, 1979%; VAN BREEMEN, 1979) o

canales voltaje-dependientes (CVDs).

4.2. MOVIMIENTOS DE CALCIQ HACIA EL EXTERIOR DE LA CELULA,

La reduccidén de la {Ca], responsable de la relajacidn,
es consecuencia de: a) la activaciéon de un sistema de
intercambio Na/Ca a nivel del sarcolema., Sin embargo, este
proceso tiene un papel minimo en la relajacién de la FMLV
como més 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 reticulo
sarcopldsmico. El proceso de reincorporacién de Ca en el
reticulo sarcopldsmico es un proceso activo que implica la
activacién de una proteina, el fosfolambdano, que cuando se
fosforila, por la accidn del AMPC, aumenta la reincorporacion

de Ca reduciéndose la [Ca)i (KRAMER y HARDMAN, 1980; HANLEY

y STEINER, 1990).

4.3. PAPEL DEL CALCIO EN LAS FIBRAS MUSCULARES LISAS VASCULA-

RES

En los apartados anteriores hemos visto ¢l 1mportante



papel que juega el Ca en los mecanismos bdsicos de la
homeostasis celular, nos vamos a limitar en este apartado al
papel del Ca dentro de la FMLV.

El acoplamiento excitacidn-contraccidn en las FMLV viene
determinade por un aumento en la concentracién de Ca ({Cal)
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 sarcolema y/0 de un aumento en
la movilizacidén del Ca almacenado en determinados depdsitos
intracelulares (GORDON, 1978; BOLTON, 1979; DROOGMANS vy
CASTEELS, 1984).

De este modo se seleccionan proteinas capaces de
funcionar como "receptores” intracelulares del Ca (como la
calmodulina, troponina C, parvalbimina y otras) que permitian
respuestas diferenciadas vy especificas al 1én (BURNEY y
NEERING, 1987). El Ca presenta algunas propiedades de
importancia fisioldgica unicas entre los cationes, entre las
que se encuentra la capacidad de interaccionar con 1ones
organicos de grandes dimensiones tales como algunos grupos
aniénicos (hidroxilos, carbonilos y carboxilos) presentes en
proteinas y péptidos; el magnesio, par ejemplo, si bien se
encuentra en la célula a concentraclones mayores, estd més
hidratado, lo que disminuye Sus posibilidades de fijacidn.

El Ca también se fija a ligandos no protéicos como los

nucledtidos de adenina, el dcido citrico y los fosfatos.



Estas propiedades le proporcionan unos papeles bioldgicos
clave entre los cuales principalmente log de: a) conatituyen-
te estructural de la membrana y del tejido éseo, b) cofactor
de enzimas, c¢) regulador intracelular de algunos proceses
fundamentales como la secrecidén y la contraccién y 4d)
vehiculo de una carga en los procesos eléctricos de membrana
(GOVONI, 1990).

Por consiguiente, las funciones del Ca van mucho mds
alld de las de un elemento importante para la integridad
estructural del organismo, asi como de cada célula, Y
comprende la regulacion de algunos procesos celulares

fundamentales (GOVONI, 1990).

4.4, ENTRADA DE CALCIO EXTRACELULAR

4.4.1. Despolarizacién de la membrana.

La despolarizacién de la membrana de cédlulas musculares
lisas, ya sea debida a potenciales de accidn O por concentra-
ciones altas de K', se acompaia de contracclones que pueden
inhibirse por lantano, cationes divalentes (BOLTON, 1979) Yy
bloqueantes organicos del Ca (CAUVIN y cols. 1983). La
existencia de canales de Ca voltaje-dependientes se ha
comprobado tanto en células musculares lisas electricamente

activas como en aquellas que normalmente no generan potencia-

les de accién (BOLTON y cols. 1988b).



Las contracciones inducidas por KCl son muy dependientes
de la concentracion de Ca extracelular (HINKE, 1965; HINKE
y cols. 1964; BRIGGS, 1962). El bloqueo de la contraccidn por
antagonistas orgdnicos del Ca y la ausencia de respuesta al
KCl en ausencia de Ca extracelular sefialan la entrada de Ca
extracelular como mecanismo responsable de la contraccidn
durante la despolarizacidn, hecho comprobado tras la determi-
nacion flujo de ““Ca lo que ha puesto de relieve algunos
aspectos destacables de la contraccién producida por KCl:

1.- La entrada de Ca requerida por una contraccion
midxima es mucho mayor a la tedricamente necesaria para ocupar
los sitios de unidn de la calmodulina citosélica; lo cual
sugiere que gran parte del Ca que entra es almacenado por
organelas intracelulares o bien se fija a componentes del
citosol {(LOUTZENHINSER y cols. 1985},

2.~ Las dosis mis bajas de KCl provocan una contraccidn
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 inicral de la activacién
inducida por despolarizacion (SAIDA y VAN BREEMEN, 1989). Sin
embargo, el hecho de que el KCl no produzca contraccién
alguna en ausencia de Ca extracelular (VAN BREEMEN, 1979%)
y aungue no se puede descartar un mecanismo amplificador en
dosis bajas, parece improbable una liberacién de (Ca)il
inducida por despolarizacion. POr otra parte, la estrecha

relacién entre captacion de **Ca y tension inducida por KCl
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sugiere la no contribucidn del fendmeno "Ca libera Ca™ en la
fase estable de la contraccién,

FABIATO y FABIATO (1979) exponen una teoria por la cual
la "liberacién de Ca inducida por Ca" ocurre en funcidn de
la velocidad de cambio de la concentracidn del Ca citosédlico.
Esto sdélo puede ocurrir en la fase intecial de la activaciédn
inducida por KCl, cuando la entrada de **Ca se produce con
mayor rapidez. Al igual que ocurre en el corazén (FABIATO y
FABIATO, 1972,1979), un incremento rdapido en el Ca del
citosol puede disparar la liberac:idn de Ca 1intracelular.
Durante la fase estable de la contraccidn obtenida con KCl,

las reservas intracelulares reiniciarian el alma¢enamiento

de Ca.
4.4.2. Acoplamiento excitacidén-contraccidn.

El acoplamiento excitacidén-contraccion es la cadena de
eventos que acoplan la estimulacidn de la membrana plasmdtica
con la activacién de las proteinas contrdctiles. La mayoria
de nuestros conocimientos sobre el acoplamiento excitacioén-
contraccién se ha deducido del estudio del misculo gsqueléti-
co, cardiaco y liso por lo cual no se puede directamente
generalizar el modelo de misculo esquelético.

vamos a tratar de exponer log conocimientos gohre el
misculo liso y, en especial, el vascular. La interferencia

en cualquier paso de la secuencia de sucesos de este acopla-
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miento puede producir la relajacién vascular. El factor que
acopla la excitacién con la contraccidén es el aumento de la
concentracidn del Ca en el citosol que puede provenir de

fuentes intra o extracelulares.

4.4.3. Mecanismos de regqgulacién de la interaccidn actina-

miosina.

El mecanismo primordial para la regulacidén de la
interaccidn actina-miosina por la activaciodn dependiente del
Ca es complejo. Se han propuesto distintos mecanismos
biogquimicos seqgin sea el miofilamento que regula el proceso,
el grueso (miosina) o el delgado (actina y tropomiosina) y
las proteinas reguladoras que median los efectos del Ca
(STULL y cols. 1980). Utilizando proteinas contrdctiles
purificadas en experimentos bioguimicos se proponen los
siguientes mecanismos:

1) Fosforilacién de la miosina dependiente del Ca y la
calmodulina.

2) Unidn directa del Ca a la micsina.

3) Regulacién por el Ca de los miofilamentos delgados.

4) Activacioén del filamento delgado por el Ca en unidn al

sistema leiotonina.

5) Regulacién del filamentod delgado por el Ca y la proteina

caldesmon,



4,4.4. Canales de entrada de Calcio

Los canales de Ca de la membrana plasmdtica juegan un
papel crucial en la iniciacidn de las sefiales Ca a nivel de
las terminaciones sindpticas, corazdn, misculo liso, células
cromafines y células B secretoras de 1insulina (BERRIDGE,
1986) .

La estructura que permite la variacidn de las [Ca] es
un canal selectivo que deja pasar un gran numero de iones en
un tiempo muy breve. Los iones de Ca que pasan por los
canales de Ca funcionan como mensajeros (uimicos para una
diversidad de procesos fisioldgicamente importantes como el
acoplamiento excitacidn-contraccidn, la conduccidn de
impulsos, la actividad neuronal y el acoplamiento excitaciédn-
secrecidn.

Los canales de Ca son unas estructuras macromoleculares
constituidas esencialmente por una © mas glicoproteinas,
embebidas en la bicapa lipidica, con una configuracién
bastante cilindrica y un poro acuoso en su centro (REUTER,
1983).

Durante afios han sido propuestas dos vias de entrada de
Ca en la fibra muscular lisa vascular {BOLTON, 1979; STAN~-
FIELD, 1986; NEHER, 1987; TAYLOR, 1987; MARTY, 1989}):

a) Canales activados por voltaje (VCs)
Son activados por la despolarizacidn de la membrana. Se
puede conseguir la apertura de este canal por despolarizacion

con elevadas concentraciones de KC1 en el medro.



b) Canales activados por agonistas (ROCS)

Son activados por la interaccién de un agonista (catecola-
minas, 5-HT, angiotensina II) con su receptor especifico.
Este canal se abre al afladir un agonista al medio.

Ademds han sido propuestos otros canales:

¢) En situacién de reposo existe una via pasiva o canal
de goteo (leak channel) que permite la entrada continua de
pequefias cantidades de Ca a favor de un gradiente electroqui-
mico, debido a gue la membrana celular no €3 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 “SCA (CAUVIN y cols. 1983; VAN BREEMEN, 1986). Este canal
es poco sensible a los ACa.

Este canal esta alterado en la hipertensidn, de tal
forma, que en condiciones patolégicas podria existir un goteo
aumentado de Ca que daria lugar a una sobrecarga continua de
Ca en las fibras musculares lisas vasculares, 1o que explica-
ria el aumento de las resistencias vasculares periféricas
caracteristico de esta enfermedad (VAN BREEMEN, 1986).

d) Canales activados por un segundo mensajero (SMOCs)

La activacioén de estos canales depende de un segundo
mensajero producido a nivel intracelular en respuesta a la
accién de un agonista sobre un receptor especifico en la
membrana {(MELDOLESI y POZZAN, 1987 TSIEN y TSIEN, 1990). Los

SMOCs se encuentran en linfocitos, neutrétilos, plaquetas y



mastocitos, siendo el segqundo mensajero que activa la mayoria
de estos canales, el IP,. En estos canales la dependencia de
voltaje es inversa a la que muastran los VOCs, aumentando la
entrada de Ca al hiperpeolarizar la membrana por lo gue
podrian participar en la regulacidén del potencial de reposo

(LEWIS y CAHALAM, 1990).

4.4.5.1, Canales activados por voltaje (VOCs)

Se caracterizan fundamentalmente por su activacidn-
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 wvienen
dadas por la unién 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 gque el canal presente
una especificidad para el Ca sobre otros cationes {(ARTALEJO
v GARCIA, 1986; SPPEDING Yy PAOLETTI, 13%2).

Sa ha definido la existencia de varics tipos de VOCs,
mediante técnicas electrofisioldégrcas y farmacoldégicas: canal
T o transitorio, canal L o larga duracidén, canal N ©
neuronal.

Los canales T y L se han identificado en neuronas,

misculo cardiaco, esquelético y liso (HOFMANN y cols. 1987).
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los canales N 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 liberacidén de neurotransmisores (WATSON y
ABBOTT, 1992).

LLINAS y cols. (1989 a,b) describieron la existencia de
un nuevo canal observado en células de Purkinie del cerebelo
y también dependiente de voltaje y distinto del canal N, al
gue denomino canal P. Las caracteristicas de este canal P son
gue se activa a -50 mV (presinapsis terminal del calamar) y
desde el punto de vista farmacoldgico se bloquea por la FTX
{toxina de la arafia Funnel web) y no por la w-conotoxXina
{veneno del caracol marino), que blogquea especificamente el
canal N, (TSIEN y cols. 1991; VENEMA y cols. 1992).

8e han registrado las corrientes de Ca en células
musculares de arterias y venas {BENHAM y cols. 1987; BENHAM,
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 L muestran entre otras las siguientes
diferencias:
a) Umbral de activaciodn. Los canales L son definidos
actualmente como activados por alto voltaje (HVA), es decir,
necesitan sefales de despolarizacion intensa 1o cual lleva

a la aparicidn de una corriente de Ca de larga duracion;



mientras que los canales T son activados por bajo voltaje
(LVA}, necesitan despolarizaciones débiles para su abertura
y se inactivan rdpidamente (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 (BENHAM y cols. 1987}.

¢) Distribucidn celular. Los canales L se encuentran en
précticamente todos los tejidos excitables siendo una de las
vias mds importante para la entrada de {a en corazon y
misculo liso, estando implicados en el acoplamiento excita-
cién-contraccién del misculo cardiace y vascular, en la
expresién de los protooncogenes C-fos y c-my¢ {hipertrofia
vascular) y en la duracién del potencial de accidn (MARTY,
1989; TAMARGO, 1992). Los canales T se encuentran en una
extensa variedad de tejidos excitables y estdn principalmente
ausentes en algunas células (células adrenocromafines Yy
neuronas simpaticas) (TSIEN y cols. 1991) y regulan la
frecuencia de la actividad miogénica de las células muscula-
res lisas vasculares (MARTY, 1989; SPPEDING y PACLETTI, 1992)

d) Sensibilidad a los agonistas ¥y ACa. $6lo los canales
L pueden modularse farmacolégicamente, bloquedndose por los
ACa y activandose por diversos agonistas (catecolaminas,
angiotensina II, 5-HT} (NOWYCK y cols. 1985a; BENHAM y cols.
1987; NAYLER, 1988). Los canales T no son afectados por estas
sustancias (NOWYCK y cols. 1985a}, pero s blogquean por

tetrametrina y niquel (HAGIWARA y cols. 1988; TAMARGO, 1992).
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También, es posible identificar ambos tipos de canales
utilizando diversas toxinas; la conotoxina-w blogquea los
canales L y N y no blogquea los T, pero ademds, discrimina
entre los canales L neuronales, a los que si bloguea y a los
musculares a los que no blogquea {REYNOLDS y cols. 1986; CRUZ
y cols. 1987). La neurotoxina taicatoxina {serpiente marina)
bloquea de forma especifica los canales L musculares pero no
los nerviosos ni los T (BROWN y cols. 1987).

Por tanto, aquellos territoriocs vasculares en los que
exista una mayor densidad de canales de Ca tipo L, seran
mucho mas sensibles a la accién de los ACa. Se ha demostrado
que la arteria coronaria del cerdo contiene ¢l doble de
puntos de unidén para las dihidropiridinas que la aorta
(CAUVIN y VAN BREEMEN, 1985); mientras que en la aorta existe
un gran nimero de receptores alfa-adrenérgicos acoplados a
la liberacién del Ca almacenado a nivel intracelular vy
resistente a los ACa (SPEDDING y cols. 1990). Estos datos
explicarian porgue la arteria coronaria es mucho mds sensible
a los ACa que la aorta (selectividad vascular) (TAMARGO,
1992},

El canal voltaje dependiente tipo L puede encontrarse
en tres estados o conformaciones diferentes: estado abierto
(activado), 1inactivado Y cerrado (reposo) (HONDEGHEM vy
KATZUNG, 1984). La cinetica de apertura/cierre del canal de

Ca es voltaje dependiente, aumentando la probabilidad de

apertura con la despolarizacion. El Ca solo puede atravesar

el canal cuando este se encuentra en su conformacidn abiarta.
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La cinética de activacidn del canal de Ca sigue un
modelo secuencial de tres estados (cerrado-abierto-inactiva-
do); el canal inactivado ha de volver al estado cerrado, es
decir que se reactive, para poderse abrir de nuevo {TRIGGLE,
1982; REUTER, 1983; HURWITZ, 1986; NAYLER, 1988; TAMARGO,
1992) (figura 5).

Existe, ademds, una regulacién independiente del
potencial de membrana que es llevada a cabo a través de
procesos celulares , tales como, la fosforilaciédn; en este
cagso una modificacidn quimica determina si un canal serd o
no capaz de abrirse en respuesta a un cambio del potencial
(NELSON y cols, 1990).

Los agentes farmacoldgicos, agonistas y ACa, alteran la
cinética de apertura y cierre del canal (HESS y cols. 1984).
Los agonistas como el BAY K 8644, que facilitan la entrada
de Ca, inmovilizan el canal en estado de apertura (HESS Yy
cols. 1984). Mientras que los ACa, tipo dihidroxipiridinas,
que bloquean el movimiento de Ca a través del canal, estabi-
lizan el estado de cierre (WORLEY y cols. 198%).

El estado inactivo del canal voltaje dependiente tipo
L es promovido tras despolarizar el potencial de membrana.
Los ACa son hasta 2.000 veces mds efecCtivos cuando el
potencial de membrana es de -10 mV (el 70 % de los canales
estdn inactivos) que cuando es de -80 mV (la mayoria de los

canales no estadn inactivados). Por tanto, los ACa presentan
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FIGURA 5

resentacién esquemditica del canal de Ca'’ en los tres
1dos que puede presentar: Reposo, Activado e Inactivado.
compuerta de activacidén; f = compuerta de inactivacidn,

cerrado: 1 = abierto., (Tomado de TAMARGO Y VALENZUELA,
7).
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mayor afinidad y son méds efectivos (selectividad tisular) en
las células musculares lisas vasculares que pregentan un
potencial de membrana de alrededor de -60 mV, gque en células
musculares auriculares o ventriculares cuyo potencial de
reposo oscila entre los -80 y -90 mV. Mds aun, 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 mds sensibles que
otros a los ACa. Incluso, aunque dos territorios vasculares
presenten niveles de potencial de membrana similares pueden
responder de forma distinta a los agonistas; asi, 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
explicaria porque los vasos de resistencia son mds sensibles
a los ACa que los de conductancia.

Los ACa modulan el funcionamiento de les canales de Ca
de tipo L al unirse a zonas especificas o "receptores”.
Estudios de radioligandos, relaciones estructura-actividad
y estudios moleculares han permitido conocer el nimero y la
afinidad de los lugares de unidn (VAGHY y cols. 1987 a,b;
TSIEN y cols. 1991; SLISH y cols. 1992). Dichos canales

contienen 5 subunidades designadas como alfa-l, alfa-2, beta,



gamma y delta. La udnica subunidad que contiene territorios
de fijacién para los ACa es la subunidad alfa-1; se trata de
una proteina transmembrana que se fosforila "in vitro" por
distintas quinasas (TAKAHASHI y cols. 1987). La subunidad
alfa-1 presenta territorios de unién separados pero intima-
mente relacionados para las fenilalquilaminas, las dihidropi-
ridinas y las benzotiazepinas, que explicaria porque la
presencia de uno de estos fdrmacos influye en la actividad
de fijacién de los otros (inactivacidn alostérica). La
fijacidén de los ACa es esteroespecifica, saturable y reversi-
ble, existiendo una buena correlacidn entre las caracteristi-
cas de fijacién y su actividad farmacologica (REUTER, 1983;
TAMARGO, 1992}.
Una importante propiedad de los canales del Ca tipo L

es su plasticidad, aumentando su numero en diversas
situaciones fisioldégicas (por ejemplo, con la edad) o
patolégicas (hipertensidén arterial, cardiomiopatias), asi
como tras la ingesta de sal o la administracidn de farmacos
(oplidceos, neurolépticos, alcohol o farmacos que aumentan los
niveles celulares de AMPc) (NAYLER, 1988; GOVONI y cols.
1988; GOVONI, 1990). Esto permitiria explicar porque el
hipertenso y en particular aquellos en los gque no hay una
importante restriccidn de sal en la dieta, responden muy bien
a los ACa (MESSERLI, 1990). El nimero de canales voltaje

dependientes L disminuye tras la administracidén de ACa y en



aquellas situaciones en las que disminuyen los niveles
celulares de ATP (ejemplo, durante la isguemia) (NAYLER,

1988; GOVONI, 1990; MESSERLI, 1990).
4.4.5.2. Canales activados por agonistas (ROCs)

Se activan tras la interaccidén de un agonista {NA, S~HT,
acetilcolina, etc.) con su receptor especifico situado en lia
membrana ( BOLTON, 1979; NEHER, 1987; TAYLOR, 1987; TSIEN Yy
TSIEN, 1990).

Estos canales son discutidos en la literatura, ya que
mientras que los VOCs han sido demostrados en misculo liso
vascular (WORLEY y cols. 1986; BENHAM y TSIEN 1988), los ROCs
© 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 revisién 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 (DROOGMANS y cols. 1977; VAN BREEMEN y cols, 1982).
VAN BREEMEN (1986) propone que en aorta de conejo, los ROCs
No scon activados por despolarizacidn de la membrana, ya que
cuando se miden los cambios del potencial de membrana

inducidos por la NA no es posible observar despolarizacidn,



aunque si se observa una marcada respuesta contrdctil, y un
aumento en el flujo de entrada de Ca. Sin embargo, no todos
los vasos se comportarian de la misma forma; cuando estudia-
mos arterias mesentéricas de resistencia vemos que altas
concentracicnes de KCl producen una despolarizacidn progresi-
va del potencial de membrana, perc en estos vasos la HNA
también produce despolarizacidén y contraccién.

La mayor evidencia a favor de que los ROCs son distintos
e independientes de los VOCs la aportan los experimentos
donde se midieron la tensidn desarrcollada y la entrada de
*5CA (KHALIL y cols, 1987), asi como los datos electrofisio-~
logicos, en arterias estimuladas por un agonista:

1) En primer lugar, la NA puede incrementar la entrada
de **CA y la fuerza de contraccidn, sin causar una despolari-
zaclién substancial (DROOGMANS y ceols., 1977; CAUVIN y cols.
1985).

2) La NA puede producir un aumento de la tensidn
v de la entrada de Ca en la arteria aorta previamente estimu-
lada por alto KCl, sin causar una mayor despolarizacidn
{(CAUVIN vy cols. 1984; BULBRING y TOMITA, 1987).

3) La entrada de Ca en respuesta a la aplicacion
simultdnea de alto KCl y NA, aproximadamente es la suma de
la producida por los agentes por separado (MEISHERI y cols.
1981; VAN BREEMEN, 1986).

4) Por tultimo, la entrada de Ca en respuesta a la NA

en l- arteria aorta es menos sensible a los ACa gue la
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entrada inducida por despolarizacidn ( CAUVIN vy cols. 1983;
YAMAMOTO y cols. 1984).

Todos estos datos sugieren la existencia de caminos
distintos de activacién cuando se despolariza y cuando se
administra NA u otro neurotransmisor.

Sin embargo algunos autores no excluyen la posibilidad
de que la NA y otros neurotransmisores activen los VOCs
{BENHAM y TSIEN 1988; NELSON y cols. 1988, 1990:; PACAUD vy
cols., 1991); los argumentos en los gque se basan son los
siguientes;

1) Se ha demostrado gue la NA, 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
(BENHAM y TSIEN 1988; GOTO y cols. 1989; WORLEY Yy c¢cols.
1989).

2) La estimulacidn con alto KCl podria no llevar a una
completa activacién de los VOCs, de tal manera, que una
contraccidn adicional seria esperablé al anadir la NA {NELSON
Yy cols. 1990).

3) Por la misma razdén, una mayor entrada de Ca seria de
esperar cuando se adicionan la NA y el KCl juntos, respecto
a cuando cada uno de ellos es agregade por separado (NELSON
Y cols., 1990).

4) Por udltimo, la mayor sensibilidad de los ACa, en
respuesta a la despolarizacidn de la membrana, podria ser

consecuencia de la accidén blogqueante de estos agentes, la



cual es dependiente de un voltaje determinado, estando
favorecida la inhibicidén durante la despolarizacién (MOREL
y cols. 1987; NELSON y WORLEY, 1989). Es decir, que los ACa
podrian mediar una menor inhibicién cuando el potencial de
despolarizacidén es mds negativo, aun cuando el canal fuera
el mismo en cada caso. Ademds, la activacidn por La NA de los
VOCs en misculo liso arterial, podria reducir la afinidad por
los ACa. Se ha comprobado que los VOCs estimulados por la NA
en misculo cardiaco se transforman en relativamente insensi-
bles a la inhibicién por D-600 (McDONALD y cols. 1989).

Han sido propuestas dos hipdtesis para explicar el
mecanismo de accidn de los VOCs por agonlstas:

1) NELSON y cols. han propuesto que las contraccicnes
inducidas por la NA en el misculo liso arterial se producen
por activacién directa de los VOCs por el agonista. El
mecanismo consistiria en un desplazamiento de la curva de
activacién de los VOCs, mediada por el vasoconstrictor, hacia
voltajes mas negativos, de tal modo, que la probabilidad de
apertura del canal (Po) fuese mayor a un potencial de
membrana dado, no siendo necesaria una despolarizacidn para
causar un incremento sustancial de la entrada de Ca a traveés
de estos canales (BENHAM y TSIEN, 1988; NELBON vy cols, 1988,
1990; WORLEY y cols. 1989). Este efecto estaria mediado por
el diacilglicerol, generado durante la estimulaciéon del
receptor a-adrenérgicn, el cual activaria a la proteingquinasa

C (PKC) que fosforilsria a los VOCs del muisculo liso arte-
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rial, dando como resultado un aumento de su apertura del
canal (BROWN y BIRNBAUMER, 1988; NELSOM y cols., 1990), Esta
hipétesis se basa en la demostracidn experimental de gque la
fosforilacidn de los VOCs cardiacos y esqueléticos por la PKC
incrementa la apertura de dichos canales { REUTER, 1983:
KAMEYAMA vy cols. 1986},

2) La segqgunda hipdétesis también propone un incremento
de la entrada de Ca a través de log VOCs como respuesta al
estimulo del receptor «a-adrenérgico. A diferencia de la
primera, se postula una activacién indirecta de los canales
por el agonista (PACAUD y cols. 1991). La secuencia de
acontecimientos podria ser la siguiente: la NA lihera Ca de
los depdsitos intracelulares a través del IP,, €]l Ca liberado
abriria canales de CL° produciendo una corriente de entrada
y la despolarizacidén de la membrana plasmdtica, la cual
produciria la entrada de Ca a través de los VOCs. 8Sin
embargo, la naturaleza de los canales responsables de la
despolarizacidén podria diferir de un tejido a otro., En
misculo liso vascular los canales de Cl° activados por Ca
parecen jugar el papel mds importante.

Estos datos, junto con el hecho de que no se ha demos-
trado directamente la existencia de canales voltaje insensi-
bles, sugieren que los ROCs activados por la NA y los VOCs
puedan ser en realidad idénticos. 81 bien, estos argqumentos
tampoco excluyen la posibilidad de que la NA active los ROCs

independientes de los VOCs gue puedan existir en algunos



tipos de misculo liso. Es posible que en el futuro, experi-
mentos realizados con canales aislados nos demuestren que los

ROCs son distintos de los VOCs de forma convincente.

4.4.5.3. IMPORTANCIA DE LA ENTRADA DE CALCIQO 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 medlio libre
de calci¢o o tras administrar ACa, lo que indica gque son
debidas exclusivamente a la entrada de Ca a través de 1os
VOCs tipo L. Por el contrario, las contracciones inducidas
por diversos agonistas (NA, 5-HT, angiotensina II, tromboxano
A2) muestran dos componentes:

1. Uno inicial, componente fasico, que persiste en un medio
sin Ca o tras la administracidédn de ACa, y que seria atribuil-
ble a la liberacién de IP, y a la movilizacidén del Ca
almacenado a nivel intracelular.

2. Otro tardio, que desaparece en un medio sin Ca y que seria
debido al flujo de entrada de Ca a través de los ROCs. Los
ACa suprimen sélo el componente tardio, ya que no alteran la
liberacidn de Ca desde el reticulo sarcopldsmico. Esto
explica porque los ACa inhiben las contracciones inducidas
al despolarizar la membrana a concentraciones de 10-1.000

veces menores que aquellas necesarias para inhibir las



inducidas por agonistas ( CAUVIN y cols. 1983; GODFRAIND y
cols. 1986; NAYLER, 1988).

Sin embargo, en las arterias coronarias y cerehrales y
en los vasos de resistencia tanto las contracciones inducidas
tras despolarizacidén del potencial de membrana, como las
inducidas por agonistas desaparecen en un medic sin Ca y son
bloqueadas por los ACa, 1o que indica que ambas respuestas
contrédctiles son debidas exclusivamente a la entrada de Ca
a través de VOCs y no a la movilizacién de Ca intracelular
{CAUVIN y cols. 1984; CAUVIN y VAN BREEMEN, 198% }. 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.

M4s ain, existen diferencias dentro de un migmo territo-
rio vascular {CAUVIN y VAN BREEMEN, 1985; HAEUSLER y DE
PEYER, 1989); sequn disminuye el calibre vascular la respues-
ta contrdctil 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 mds dependiente de la entrada de Ca
a través de los VOCs. Ello explica porque los vasos de resis-
tencia son tan sensibles a la accidén de los ACa y porque
estos farmacos son capaces de producir vasodilatacidn vy
reduccién de la presién arterial en concentraciones c<on las

gue apenas si modifican la contractilidad miocdrdica.



5. PARTICIPACION DEL ENDOTELIO EN LA RELAJACION VASCULAR

La presencia de endotelio es imprescindible para la
accidén relajante vascular de la acetilcolina y otros vasodi-
latadores enddégenos,

Este hecho fue descubierto por FURCHGOTT y ZAWADZKI,
1980, de un modeo accidental, al utilizar la preparacidén de
aorta de conejo aislada montada en anillos en vez de tiras
helicoidales. La acetilcolina no relajaba, incluso contraia,
la preparacidén helicoidal previamente contraida por NA; sin
embargo, causaba una gran relajacién de la preparacidn
montada en anillos. Esta ausencia de relajacidn en las tiras
helicoidales.se comprobd que era debida al deterioro, no
intencionado durante su preparacién, de la capa intima del
vaso. Se demostrd, mediante estudios farmacoldgicos e
histolégicos el requerimiento de las células endoteliales
para la relajacién por acetilcolina. Este hecho se ha
apreciado en numerosas arterias (mesentérica, pulmonar y
oreja de conejo, aorta de rata, c¢obayo y gato, y diversgas
arterias humanas, etc.) y en menor grado en venas (FURCHGOTT,
1984; FURCHGOTT y cols. 1984; CHRISTIE y cols. 1989).

La acetilcolina relaja con igual sensibilidad las
contracciones producidas por distintos agonistas: noradrena-
lina, histamina, serotonina, angiotensina II, prostaglandina
F,o y también produce una relajacion significativa de las

preparaciénc: despolarizadas por potasio, 1o cual indica gque
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la relajacién no estd relacionada con los receptores de
dichos agonistas y ocurre independientemente de los cambios
del potencial de membrana de las células del misculo liso
(FURCHGOTT, 1984). Parece que la acetilcolina al activar un
receptor muscarinico en las células endoteliales liberaria
una sustancia o sustancias que difunden a las células
musculares subyacentes y activan un mecanismo de relajacién
(BOLTON y cols. 1988). Se ha demostrado la liberacidén de un
factor de relajacidn derivade o dependiente del endotelio
(EDRF} mediante ingeniosas experiencias de perfusidn en
cascada y el montaje "sandwich". En estas experiencias una
preparacién "donante" con endotelio, pero que no produce
camblios de tensidn (tira longitudinal), causa la relajacién
de otra preparacién "receptora" (tira transversal) sin
endotelio, por la liberacién de un factor relajante producido
por el endotelio y liberado al medio (FURCHGOTT y BHADRAKON,
1953; FURCHGOTT y ZAWADZKI, 1980; GRIFFITH y cols. 1984),.
La liberacién de este EDRF ha demostrado ser también el
responsable de la relajacién causada en distintas preparacilo-
nes arteriales por otras sustancias vasoactivas: ATP, ADP,
ionéforo del calcio, histamina, bradiquinina, sustancia P,
serotonina, trombina, 4cido araguidoénico, hidralacina
(FURCHGOTT, 1984; VAN de VOORDE y LEUSEN, 1983), aunque los
efectos de estos agentes varian segun la especile animal, el
tipo de vaso estudiade y el tono vasoconstrictor previe

(FORSTERMANN y cols. 1988; IGNARRO, 1989; ANGUS y COCKS,

1989; MARIN y SANCHE? FERRER, 1990).



5.1. NATURALEZA QUIMICA DEL FACTOR ENDOTELIAL (EDRF}.

La identidad quimica de este factor ha sido objeto de
numerosas controversias. Se sabe que es un producto muy
1abil, con una vida media de 6-50 seg dependiendo de la
especie animal y de la presidén parcial de oxigeno en el medio
de 1incubacidén de la preparacidén (FURCHGOTT, 1984; GRIFFITH
y cols. 1984), Inicialmente s5¢ atribuyd esta relajacidn
dependiente del endotelic a la adenosina, al AMP o a alguna
prostaglandina. Se ha estudiado la identidad del EDRF
mediante las siguientes aproximaciones experimentales:

- La susceptibilidad de la relajacién mediada por el
endotelio a distintas condiciones y agentes inhibidores:
estados de anoxia, inhibidores de la cieclcooxigenasa, agentes
antioxidantes, captadores de radicales libres, 1inhibidores
de la hipoxigenasa, inhibidores de la liberacidén del acido
araquiddénico que produce un producto metabdélico, la prostaci-~
clina (PGI,) que actia como vasodilatador a nivel sanguineo
(FURCHGOTT y cols. 1984; GRIFFITH y cols. 1984; VAN de VOORDE
y LEUSEN, 1983; MONCADA, 1986}.

- Sustancias que son producidas o estimulada su sintesis
por la accidén de relajantes endotelio-dependientes (AWANO y
cols. 1989).

- Capacidad de los posibles factores de relajar e

incrementar los niveles de GMPc dependiendo de la presencia

de endotelio (FURCHGOTT y cnls. 1984).
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Mediante estos estudios se atribuyd la identidad del
factor relajante endotelial a un producto labil de la via
lipasa lipoxigenasa (FURCHGOTT, 1984); aunque GRIFFITH y
cols. (1984) descartan estas sustancias y atribuyen la
identidad de este factor a compuestos con un grupo carbontlo,
gin descartar la existencia de mds de un factor liberado por
distintos vasoadilatadores (AWANC y cols. 1989).

Por tanto, se ha sugerido que la activacidédn de los
receptores muscarinicos de las células endoteliales producen
ia liberacidén de dcido araquidénico de fosfdtidos, la
posterior oxidacidn de este Acido graso insaturado por una
lipoxigenasa conduce a la formacién y liberacidén de un
intermediario activo muy inestable, posiblemente un radical
libre, al que se atribuye el papel del EDRF. Esta hipdtesis
se relaciona con la capaciad de estimular la guanilato
ciclasa por ciertos radicales libres (FURCHGOTT, 1984).

MONCADA y c¢ols. (1987) y PALMER y cols. (1987) han
atribuido al éxido nitrico (NO)} el papel de EDRF. Utilizando
aortas montadas en un sistema de cascada las cuales son
incubadas con el perfundido de células endoteliales cultiva-
das. Han comprobado que el NO tiene las mismas propiedades
bioldégicas que el EDRF: es liberado por lag células endote-
liales, es inhibido por la hemoglobina, es inestable, su vida
media es incrementada por la presencia de captaderes de
radicales libres (superéxido dismutasa) y produce la acumula-

cidn de GMPc y la relajacién vascular.



El o6xido nitrico presenta también propiedades a nivel
plaquetario semejantes al EDRF; inhibe la agregacidén y la
adhesidn plaquetaria y tiene también propiedades desagregan-
tes (AWANO y cols. 1989; MONCADA y cols. 1988).

El ¢xido nitrico se muestra, por tanto como un segundo
mensajero (nitrato enddgeno) que media la relajaciodn produci-
da por numerosoes compuestos. Anteriormente ya se sugirid que
la accidn de los vasodilatadores nitrogenados se debia a los
iones nitrilo o a intermediarios que contienen dxido nitrico,
el cual produce un incremento de los niveles de GMPc (IGNARRO
y KADOWITZ, 1985) y detectados por técnicas de binding
(WALDMAN y MURAD, 1988).

MONCADA y cols. (1987) sugieren que pueden ser liberados
distintos EDRF "in vitro", ya que un s&lo factor, y en
particular el 6xido nitrico, no puede explicar todas las

relajaciones dependientes del endotelioc (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 fisioldgica. Se ha
conseguido la relajacién dependiente del endotelioc medliante
la aplicacidén de acetilcolina por infusidén intraarteral vy

también por aplicacidén en la superficie de la capa adventi-
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cia, en este ultimo caso con mucha menor potencia. Se ha
realizado tanto en grandes arterias como en las pequeilas, de
resistencia y puede tener importancia fisiocldgica en la
actuacidén de las sustancias que se liberan en el torrente
sanguineo, pero resulta mds dificil explicar su participacidn
para las sustancias, como la acetilcolina, que son liberadas
en las terminaciones nerviosas préximas a la capa adventicla
{FURCHGOTT y cols. 1984},

Un daflo en el endotelio puede producir una mayor
gsensgsibilidad y respuesta a los agentes agonistas alfa y 4
angiotensina II, lo cual produce una hiperactiviad vascular
{BULLOCH y cols. 1986). Ademds, como hemes indicado anterior-
mente, distintos farmacos (nitrovascdilatadores, bloqueantes
de la entrada de Ca, etc.) pueden ver potenciada o disminuida
su accidn 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 corcnarios, Se sugiere, que en
condiciones patolégicas se reduce la capacidad de liberacidn
de EDRF, e incluso se pueden generar sustancias vasoconstric-
toras (MONCADA y cols. 1987). LANGILLE y O'DONNELL (1986} han
observado una disminucién del didmetro de arterias, de modo
endotelio-dependientes, en wvasaos <on un flujo sanguinaeo
reducido, esto sugiere que el endotelio detecta cambios en
el flujo y participa tanto en el ajuste del tono como en la

modificacién estructural de la pared vascular.
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VANHOUTTE y cols. en 1986 establecid que las células
endoteliales podian también producir factores contractores,
por ello es necesario que al estudiar las respuestas depen-~
dients del endotelio en vasos sanguineos hipertensos es
necesario considerar tanto una menor produccidén de EDRF como
una formacidn acelerada de factores contractores. Una vez que
se libera el factor contractor derivado del endotelio, la
respuesta constrictora predomina aungque se libere continua-
mente EDRF. Esto podria implicar que, en situaciocones patold-~
gicas, la produccidén del factor o factores contractores puede
ser fundamentalmente mds importante que la menor liberacidn
de EDRF. El desarrollo de la arteriosclerosis puede estar
relacionado ¢on una destruccidén del endotelio. El EDRF junto
con la prostaciclina pueden tener un importante papel en el
control de la acumulacién plaquetaria en la pared vascular,
asi come en la regulacidén de la proliferacidén del misculo
liso y metabolismo del colestercl en los vasoes sanguineos
(MONCADA y cols. 1987). MONCADA y PALMER (1990) sugieren, en
humano, que la formacidn constante de oxido nitrico por el
vaso seria necesario para el mantenimiento del tono vascdila-
tador y el normal funcionamiento del sistema cardiovascular.

Por todo ello, el papel del endotelio en la mediacién
de la relajacidn de los vasos sanguineos tanto por agentes
exdgenos como enddgenos y en el control del tono vascular,
es un importante factor a considerar ¢n 1los wmecanismos
fisioldgicos, farmacoldgicos y también probablemente de

ciertos desdrdenes patoldgicos circulatorios.



MATERIAL Y METODOS



1.1. PROCEDIMIENTQ EXPERIMENTAL,

En la presente Tesis Doctoral se han utilizado como
animales de experimentacidn 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 decapitacidn posterior. Seguidamente se procedia a la
extraccién de la aorta tordcica que se colocaba en una placa
de Petri que contenia solucidén de Krebs a 49C de temperatura,
en la que burbujeaba carbdgeno (95% O, y 5% CO,). Dentro de
la placa se limpiaba cuidadosamente la aorta de grasas Yy
adherencias y posteriormente se seccionaba en anillos de
aproximadamente 3-5 mm de anchura. Por la luz de los anillos
se introducian dos alambres finos de acero inoxidable,
rigidos, uno de los cuales se fijaba a la parte inferior del
bafilo y el otro, se desplazaba paralelamente al anterior,
uniéndose a un transductor fuerza~desplazamiento gque a su vez
estaba conectado a un poligrafo en el que se registraron los
cambios de tensidn. Tras su montaje, las preparaciones se
introducian en copas de Allhin modificadas que contenian 10
ml de solucién Krebs, mantenido continuamente a 37¢C vy
burbujeada constantemente con carbdgeno, lo cual daba un pH

resultante comprendido entre 7,3 y 7.4.
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Un esquema simplificado del equipo utilizado en la
realizacidn de nuestros experimentos se muestra en la
figura 6.

A los anillos arteriales se les aplicd una tensién
inicial de 2 g, reajustidndose esta tensidn inicial cuando se
cambiaba el liquido de las copas. Las aortas se dejaban
estabilizar durante un periodo de 2 horas antes de iniciliar
cada experimento, realizdndose lavados de las preparaciones

durante este periocde a intervalos de 15-20 minutos.

1.2. MANTENIMIENTO DE LAS PREPARACIONES.

Para el mantenimiento de las preparaciones hemos
utilizado 8 copas de Allhin modificadas de 10 mi de capaci-
dad. Estas copas poseen como caracteristica 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 37°C en todo su recorrido, gracias

a un dispositiveo que actia como bomba y termostato al mismo

tiempo (Ultra Thermostat KS Colora).

La oxigenacién de las preparacicnes se realizd mediante
una mezcla carbdégena (Sociedad Espafiola de Oxigeno, S.A.},
cuya composicidén era 95% 0O, y 5% Co,. La oxigenacidn se
lograba mediante un burbujeo continuo de la mezcla carbdgena
en el seno del liguido nutricio, a través de un dispositivo

situado en la parte inferior de las copas. El lavado de las
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preparaciones se realizd por el sistema de aspiracidén

conectado en la parte inferior de las copas.

1.3. SISTEMA DE REGISTRO.

En los anillos de aorta el registro de la fuerza
contrdctil se realizaba: a) en un poligrafo GRASS modelo 7
de cuatro canales a través de transductores fuerza-desplaza-
miento GRASS FT03. Este poligrafo 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 poligrafo Omniscribe D5000 o en un Letica poly-graph
2000, ambos de 2 canales, a través de transductores fuerza-

desplazamiento, Panlab UF-1 y Letica respectivamente.

2. DISENQOS EXPERIMENTALES

Una vez estabilizadas las preparaciones, se realizaron

los siguientes diseflos experimentales:

2.1. ANILLOS DE AORTA.

En el primer grupo de experimentos, los anillos de aorta
eran sometidos a la accidn de una dosis unica de noradrenall-
na (NA, 10°M) o KCl (80 mM). Las concentraciones utilizadas

de cada agonista eran concentraciones submadximas, elegidas



en experimentos preliminares con el fin de producir respues-—
tas contrdctiles aproximadamente equipotentes. En cada
experimento so0lo se ensayaba uno de los agonistas. Las
respuestas control para cada agonista fueron obtenidas a
intervalos de al menos 30 minutos, y no se comenzaba el
experimento hasta que no hubiese dos sucesivas respuestas
contrdctiles control indénticas. A continuacion los agonistas
se eliminaban del bafilo mediante sucesivos lavados con
solucidédn de Krebs libre de fdrmaco. Después se repetia el
mismo disefio experimental, pero en esta ocasidn se adicionaba
a la copa la concentracidn deseada de huscopan o© alginor ,
20 min y 30 min respectivamente antes de afiadir el agonigta
empleado (NA & KCl).

Estos experimentos nos permiten apreciar la accidn del
alginor tanto scobre la respuesta inicial fdsica como sobre
la ténica.

En un segundo grupo de experimentcs, los anillos de
aorta eran contraidos con dosis submdximas de NA (10°*M) o KC1
{80 mM). Una vez obtenida la respuesta contractil mdxima con
cada uno de los agonistas, se adadian al bano dosis progresi-
vamente crecientes y acumulativas de buscopan o alginor para
determinar si estos farmacos podian relajar las contracciones
va establecidas. Antes de la siguiente adicion de cada uno
de estos fdrmacos se esperaba el tiempo suficiente para que

la dosis previa ejerciese su efecto mdximo.
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Recientemente se ha suscitado un gran interés por la
participacidén del endotelio en el control del tono vascular
(FURCHGOTT y cols. 1984; MARTIN y cols. 1985), Asi, se
atribuye a esta capa de la pared vascular actividades
relajantes y contracturantes gque modulan el tono de los
vasos. Distintos vasodilatadores producen una relajacidn
mediada por endotelio. La destruccién o degradacidn de esta
capa endotelial podria contribuir a la distinta reactividad
de los vasos observada en determinadas situaciones patoldgi-
cas. Por ello, resulta de gran interés estudiar la influencia
del endotelio en la accidn contractil y relajante de sustan-
cias enddégenas y exdgenas, en nuestro caso la accidn vasodi-
latadora del alginor.

Asi, en un tercer y cuarto grupo de experimentos se
procedid a la eliminacién del endotelio tras la introduccion
en la luz vascular de un vastago de madera tal como descri-
bieron originalmente FURCHGOTT y ZAWADKI (19280). La elimina-
cién del endotelio vascular se confirmaba antes de iniciar
cada experimento observando que la acetilcolina (10°*M) no era
capaz de producir una relajacién completa de las contraccio-
nes previamente inducidas por la NA (107°M), (MARTIN y cols.
1985, FURCHGOTT y cols. 1984).

Tras la estabilizacién de las aortas induciamos la
contraccién con KCl1 (80 mM) o NA (10 M) que producia una

contraccidn fésica, la cual alcanza un nivel ténico; a los



10 min lavamos las preparaciones y cuando se han relajado
hasta su nivel basal volvemos a adicionar KCl o NA. Tras la
obtencidn de dos respuestas contractiles semejantes, se
incuban las preparaciones con alginor (10 "M-10""M) durante
20 min previamente a la adicidn de KCl o NA.

En un c¢uarto grupo de experimentos, tras la estabili-
zacién de los anillos de aorta se adiciconaba KClI (80 mm) o
NA (10°°M). Una vez obtenida la respuesta contrdctil mdxima
con cada uno de los agonistas se adicionaba al bafo dosis
progresivamente crecientes y acumulativas de alginor. Las
dosis de alginor (10°"M-10"%M) eran adicionadas cada 20 min.
El grado de relajacion se expresaba como porcentaje de cambio
con respecto a la mdxima contraccién obtenida por la adicion
de KCl.

En un quinto grupo de experimentos, los anillos de aorta
de conejo sge equilibraban durante 2 horas en solucidn
nutricia carente de Ca que contenia EGTA NA, (0.1 mM).
Durante estas dos horas se lavaban las preparaciones con esta
solucidén cada 20 min. Tras este pericdo de eguilibrio, los
anillos de aorta se perfundfan con solucidn nutricia 0-Ca
hiperpotdsica (KCl 80 mM) y al cabo de 5 min la concentracidn
extracelular de Ca se incrementaba progresivamente de 1-5 mM
durante los siguientes 45 min (TAMARGO y cols. 1978; GOD-
FRAIND y cols. 1982; BARRIGON y cols. 1984, 1983; TEJERINA

Yy TAMARGO, 1992). Este procedimiento permitia obtener una
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curva dosis-respuesta al Ca en estas preparaciones despolari-
zadas. Una vez obtenidas las curvas control, los anillos de
aorta se lavaban con solucién nutricia 0-Ca y se reincubaban
en este medio nutricio durante 60 min. Al cabo de este tiempo
se repetia el mismo disefio experimental, pero 20 min antes
de la adicidn de Ca se afladia al bafio alginor (10°'"M). Esto
permitia estudiar el efecto del fdrmaco sobre la curva dosis-—
respuesta al Ca.

En un sexto grupo de experimentos, siguiendo el diseilo
gxperimental de HESTER y cols. (1986, 1987}, los anillos de
aorta intactos fueron contraidos por NA (10°*M). A continua-
cidén se lavaba el agonista y lag aortas ge incubaban durante
15 min en liquido nutricio 0-Ca gue contenia EGTA (107°M) vy
D600 (104M); Con ello se pretendia que al reexponer las
preparaciones a la NA se produjera una respuesta contrictil
fdsica exclusivamente, que seria debida no a la entrada de
Ca a traves de VOC, sensibles a ACa, sino gxclusivamente a
la movilizacidn de Ca desde sus depdsitos intracelulares.
En la segunda parte del experimento, después de obtener la
respuesta contrdctil a la NA (en liguido nutricio}, lavamos
los anillos con solucidn nutricia 0-Ca + EGTA + D600 vy
afiadimos la concentracién deseada de buscopdn (10°*M) 30 min
antes de reafadir la NA (HESTER, 1987).

En un dltimo grupo de experimentos, siguiendo el diseflo
experimental propuesto por HESTER y cols. (1988), induciamos

una respuesta contrdctil con NA (10°*M) en liquido nutricio



y a continuacidn se incubaban los anillos en liquido nutricio
g-Ca + EGTA (0,01 mM) + D600 (10°°M). En estas condiciones,
al reafiadir NA al bafio se producia una respuesta fdsica que
desaparecia rdpidamente. Pero si en estas condiciones
incrementdbamos la [Calo a 2 mM, se producia un incremento
de la fuerza contrdctil que alcanzaba valores estables al
cabo de 5 min, puesto que en el baflo aun existe NA, esta
respuesta contrdctil reproducia el componente ténico de este
agonista. Este mismo procedimiento experimental se reproducia
en iguales condiciones afiadiendo nuestro farmaco, buscopdn

(5x107°M) previa incubacién durante 30 min.

3. DETERMINACION DE LOS FLUJQS DE YSca EN ANILLOS DE AORTA.

3.1. JUSTIFICACION DE LOS METODOS.

La determinacion de los flujos de Ca utilizando isdtopos
radiactivos (*°Ca) permite obtener una detarminacién mas
directa de las modificaciones de los movimientos de Ca
producidos por los distintos firmacos, durante la contraccidn
y la relajacidén de los misculos lisos. Podemos, ademéds,

relacionar los efectos contrdctiles o relajantes obhservados

en las experiencias de registro de tensidn contractil con los

flujos de entrada de Ca, lo que proporciona una valiosa

informacién para la comprension del mecanismo de accién de

los farmacos a nivel del Ca.
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La metodologia de los marcadores radiactivos constituye
una técnica de deteccidn de gran sensibilidad, ya que la
medida de las radiaciones emitidas por un radiondiclido
permite el recuento de los &dtomos radiactives pese a su
pequefia masa. Los radioisétopos son indistinguibles quimica-
mente de los respectivos elementos estables; por tanto,
pueden distribuirse en toda la preparacidén hasta alcanzar un
equilibrio entre las concentraciones intra y extracelulares
del catién marcado y el no marcado. De este modo podemos
detectar las variaciones de los niveles del catién por la
accidén de los distintos fdrmacos, es decir, su accidn a nivel
de los movimientos del Ca.

En esta Tesis Doctoral hemos determinado los flujos de
entrada de *5Ca en la aorta tordcica de conejo, las modifica~-
ciones de dichos flujos por la accidén de la NA Y KCl , asi
como la accidén de buscopdn y alginor sobre los flujos basales
y estimulados por los agonistas mencionados.

El estudio de los flujos de Ca a traveés de la membrana
celular se realiza mediante la deteccidn de la desaparicidn
o incorporacién del isdtopo “ca a la preparacidén muscular.
Este estudio ha estado limitado por la gran cantidad de Ca
extracelular, ya que en el misculo liso el 90% del Ca tisular
se encuentra distribuido por el espacio extracelular bien en
forma ligada o libre. Para poder detectar el Ca intracelular

se ha de utilizar un procedimiento que gvite la interferencia

el Ca del exterior.



VAN BREEMEN y cols. (1972) propusieron el método del
lantano para "atrapar" el Ca dentro de la célula, es decir,
el lantano bloquea los flujos a través de la membrana Y
desplaza el Ca de sus lugares de unién extracelulares. Otra
condicidén necesaria para la validez de este método, es que
el lantano no atraviese la membrana celular (SANGUINETTI Y
JURKIEWICZ, 1990). Sin embargo, se ha mostrado que el
~lantano, en estas condiciones, puede penetrar en algunas
preparaciones desplazando fracciones de Ca intracelular e
incrementando la salida de Ca (TEJERINA Yy cols, 1988; TAMARGO
y TEJERINA, 1989). Se ha descrito que la pérdida de “’ca del
tejido estd relacionada con la concentracién de lantano; los
minutos iniciales, la solucién de lantano desplaza el Ca
extracelular y posteriormente parte del Ca intracelular.

KARAKI y WEISS (1979) han modificado esta metodologia
utilizando una solucién de lantano con concentraciones
superiores (74 mM) mantenida a 0,5?C a fin de reducir al
minimo las pérdidas de Ca. Los estudios de captacién o
entrada de Ca realizados por este método del lantano, se
€xXpresan como captacidén o entrada de Ca no desplazable por
el lantano (resistente a dicho catidn), ya que se determina
el contenido de *°Ca tras un largo periodo de lavado en una
solucidén con lantano.

Se ha investigado la utilizacidén de otras solucicnes que
eliminen la interferencia del Ca extracelular evitando,

ademds, las pérdidas de Ca celular. Estas soluciones tiener
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distintas concentraciones de lantano o de agentes quelantes
del Ca como EGTA. MEISHERI y cols. (1980, 1981) utilizaron
una solucidén con 2 mM EGTA a 09C cbn la cual obtienen una
mejor retencidn de Ca celular que con el método del lantano.
Ademds, este método no vacia los depdsitos intracelulares de
Ca sensibles a los agonistas,

Es importante, ademds de la eleccién de la solucidn
quelante del Ca extracelular, la obtencién de la preparacién
muscular sin causarle ningun tipo de dafioc durante el procedi-
miento de limpieza. El deterioro de la preparacién puede
causar grandes captaciones de “Ca que darian lugar a una

estimacidn excesiva y errdnea de la entrada de Ca.

3.2. DETERMINACION DE LA RADIACTIVIDAD.

La medida de la actividad de la preparacidn marcada con
*Ca se realiza utilizando un detector de centelleo liquido.
El “Ca es un miclido radiactivo que se desintegra espontane-
mante emitiendo particulas 8 con una vida media de 164 dias.

Los detectores de centelleo liguido se basan en la
propiedad de ciertas sustancias (centelleadores) para
transformar la energia radiactiva en luminosa.

La particula B8 interacciona con las moléculas de
solvente produciendo el desprendimiento de electrones, los
cuales pueden ceder su energia cinética a otros electrones

de dtomos vecinos. Se produce, de este modo, una transferen-



cia de energia 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 seiflales 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 (dpm)), va que dichos detectores sélo cuentan una
fraccidén de las radiaciones emitidas, por existir pérdidas
debidas a la instrumentalizacidén y a la extincidn. Dicha

fraccidén es la eficiencia o rendimiento de ¢ contaje:

Actividad aparente (cpm)

Actividad absoluta (dpm)

Ademas,existen fendmenos de extincidn, los cuales
interfieren con la conversién de la energia de las particulas
8 al liquido de centelleo o con la transmisidn de dicha luz
(figura 7). Por lo cual, la cantidad de destellos que
alcanzan el fotomultiplicador es menor, reduciéndose la

eficiencia del contaje.

Se deben de evitar al maximo las clrcunstancias que

producen fendémenos de extincidén (color, suciedad en las
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FIGURA 7

Esquema de la conversidén de la energia de la particula B
a luz. Fundamento del contaje por centelleo ligquido.



23

muestras o viales, compuestos que absorben la energia, etc.).
Utilizamos, ademds, viales de borosilicato de sodio con bajo
fondo radiactivo. Es conveniente realizar junto a la medicidn
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 correccién de la extincién por el patrén
interno. Nosotros utilizamos un método aproximado basado en
relacionar la actividad de la preparacidén con la actividad

especifica del medio de incubacidn marcado.
3.3. DETERMINACION DEL FLUJO DE ENTRADA DE *°Ca.

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 come preparaciones experimentales. Tras 2l montaje de
las preparaciones, éstas se incubaban durante 90 min en una
olucidn nutricia (SN) cuya composicidn (mM) era: NaCl, 140;
Cl,Ca, 1,5; MgCl, 1.0; KCl, 4,6; glucosa, 10; Hepes 5.0 (pH
= 7.2). La solucidn se oxigenaba con 100% 0, vy se mantenia a
379C a lo largo del experimento. Al cabo de este tiempo a las
bPreparaciones experimentales se las pretrataba durante 20 y
30 min con la concentracidén del farmaco objeto de estudio y
a continuacidn tanto las preparaciones control, como las

experimentales, se trataban con el agonista (NA, 10™°M ¢



KCl 80 mM) deseado y ‘’Ca (actividad especifica 2uCi/ml)
durante 90 min. Al cabo de este tiempo sacamos la preparacién
del bafo y la sumergimos en PSS-0 Ca + 2 mM EGTA a 09C para
eliminar la radiactividad adherida a la superficie de la
preparacidén; en esta solucién se mantienen las aortas durante
40 min burbujeadas con 0,, tras los cuales se procede a la

preparacion de las muestras para su contaje radiactivo.

3.4. PREPARACION DE LAS AORTAS PARA EL CONTAJE RADIACTIVO.

Al finalizar el experimento, los anillos de aorta se
colocaban entre dos l4dminas de papel de filtro seco y se
sometian a una presién constante de 300 gramos durante 1.5
minutos. A continuacidn se introducian en viales de borosili-
cato de sodio para contaje radiactivo y se determinaban sus
pesos, por diferencia, en una balanza METTLER modelo H64. El
resultado asi obtenido se denominaba peso himedo ("wet
weight") (MEINERTZ y cols. 1973a,b).

A continuacién se anadian a los viales de contaje 500
#l de solueno-350, dejdndolos en estufa a 509C durante un
periodo de 12 horas. Los viales se cerraban herméticamente
bpara evitar la coloracion de las muestras. Tras la completa
digestidén de las preparaciones éstas se e decoloraban
aftadiendo a cada vial 200 gl de isopropanol y 200 pl de
perdxido de hidrégeno de 30 volumenes, manteniéndolos a

temperatura ambiente durante 20 minutos para posteriormente



incubarlos en estufa a 509C durante 45 minutos.

Para neutralizar la alcalinidad de la solucidn obtenida,
debida fundamentalmente al solubilizador, se afladian 20 ml
de Acido acético glacial. Finalmente, se adicionaban 10 ml
de liquido de centelleo y se agitaba, guedando 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 solucidn marcada
con **Ca que bafiaba las preparaciones, tanto controles como
experimentales, con el fin de poder comparar la radiactividad
hallada en el tejido con la existente en el liquido nutricio.
A estas muestras se afiadian 500 ul de agua destilada y 10 ml

de liguido de centelleo.

3.5. LIQUIDO DE CENTELLEO.,

El liguido de centelleo utilizado para el contaje de las
muestras radiactivas estaba compuesto por toluenc como
disolvente, 2,5-difeniloxazol (PPO) como centelleador e iso-
octil~-fenoxi-polietoxi-etanol (Tritdén X-100) como agente
surfactante. En su preparacién mezcldbamos tolueno con Tritén
X-100 en proporcidén 2:1 (volumen/volumen) y afadiamos 4
gramos de PPO por cada litro de mezcla. El liquido de
centelleo se conservaba hasta el momento de su utilizacidn
en un barril de acero inoxidable, protegido de la luz y en

lugar fresco.



3.6. TECNICA DE MEDIDA DE LA RADIACTIVIDAD.

Los viales utilizados para el contaje de la radiactivi-
dad contenida en las preparaciones eran de horosilicato 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 gque no contenia
radiactividad (vial fondo). El contaje se realizaba en un
contador de centelleo liguido LKB Wallac 1112 Rack, de modo
automdtico 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

automatico.

3.7. CALCULO DEL FLUJO DE ENTRADA DE **Ca.

El flujo de entrada aparente de ‘°Ca se define como la
cantidad de Ca tomada por el tejide basada en la comparacidn
de la radiactividad hallada en el tejido y la radiactividad
presente en el ligquido nutricio (GROSSMAN y FURCHGOTT,
1964a), y se expresa en mmol Ca/kg peso humedo.

Para calcular este pardmetro hemos utilizado la siguente
férmula, similar a la empleada por GROSSMAN y FURCHGOTT
(196da,b), GODFRAIND (1976), GODFRAIND y DIEU (1981) vy

GODFRAIND y MILLER (1983):



A(dpm)x mM {(mmol Ca/l)
Contenido de calcio {(mM Ca/kg) =

AEm(dpm/1l} x P (kg)

donde:
A = actividad de la aorta en dpm
Mm = mmoles de Ca® por litro del medio de incubacidén

P = peso de la aorta en kg

AEm = actividad especifica del medio de dpm/litro,

4. FARMACQS ¥ PRODUCTOS QUIMICOS UTTLIZADOS

4.1, LIQUIDOS NUTRICIOS.

La composicién de la solucidén de Krebs utilizada como

liquido nutricio en nuestros experimentos era (mM):

NaCl ...... .. iuiinn. 115

KCL . i 4.6
CaCl, .. ..vviviinnenn, 2.5
KH,PO, «vivieninninnn. 1.2
MgSO..7TH,0 ........... 1.2
NaHCO; .vvvvvennnnn.. 2.5
Glucosa .......cvvuu . 11.1

Todas estas productos procedian de la casa MERCK y eran

de la mdxima pureza.

En algunos experimentos utilizamos solucidn de Krebs 0~

Ca. La composicidn de esta solucidn era la misma que la del
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Krebs normal, pero en ella se omitia el CaCl, y se afiadia
EGTA (107°M) con el fin de quelar las posibles trazas de Ca

del medio.

4.2. FARMACOS UTILIZADOS.

En nuestros experimentos hemos utilizado los Siguientes
fdrmacos y reactivos: N~butil bromuro de hioscina (buscopdn),
N-ciclopropilmetil bromuro de ascopolamina (alginor),
bitartrato de noradrenalina (NA, Sigma), cloruro de petasio
(Merck), cloruro de Ca (Merck), etilen glicol-bis(B-aminoace-
til ester) N,N,N’, N'-acido tetraacetico (EGTA, Sigma), *‘Ca
en solucidn acucsa de CaClz(Radiochemical Centre, Amersham),
solueno-350 (Parckard), peréxido de hidrogeno de 30 volumenes

{Merck), isopropanol y dcido acético glacial (May-Barter),

4.3. PRODUCTOS UTILIZADOS EN LAS DETERMINACIONES DE LOS

FLUJOS DE *Ca.

4.3.1. Productos radiactivos,

Hemos utilizado “*Ca en forma de solucién acuosa de CaCl,
{Amersham Int,, Inglaterra). Nuestra solucidn contenia el dia
de su adquisicién una actividad total de 37 MBg (1uCi) en un

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

de 74 MBq/ml (2uCi/mi}.



4.3.2. Productos necesarios para la preparacidn del liquido

de centelleo.

En la preparacién del liquido de centellec hemos
utilizado los siguientes productos: tolueno (Scharlan), iso-
octil-fenoxi-polietoxi-etanol (Tritdn X-100, DBH Chemicals)

y 2,5-difeniloxazol (PPC, Amersham/Searle).

4.3.3. Productos necesarios para la preparacidén de las

muestras radiactivas.

En el tratamiento y preparacién de nuestras muestras
para el contaje de su radiactividad hemos utilizado los
siguientes productos: SOLUENO-350 (Packard), perdxide de
hidrégeno de 30 volumenes (Merck), isopropanocl {2—-propancl,

Merck) y écido acético glacial (May-Barter).

5. ANALJISTS FSTADTSTICO

En esta Tesis Doctoral los datos experimentales se
representan como media + error estandard de la misma (x *
E.S5.M.) para un determinado nimero (n) de experimentos, La
comparacidn de las medias se realizdé utilizando el test de

Student para datos apareados y no apareados, considerdndose

significativas aquellas diferencias en las que P < 0.05.



RESULTADOS



1. EXPERIMENTOS EN MEDIO CON CALCIO.

1.1. EFECTOS DE BUSCOPAN Y ALGINOR SOBRE LAS CONTRACCIONES

INDUCIDAS PCR POTASIO.

La contraccidén por despolarizacidén con potasio se
utiliza para estudiar la accidén de los fdrmacos 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 contraian por concentracio~
nes submdximas de KCl (80 mM). La adicidén del agonista se
realizaba a intervalos de 60 minutos hasta que se obtenian
dos respuestas contrdctiles de similar amplitud. A continua-
cidén se proceaia a la adiccidn de la concentracidn deseada
de buscopdn ¢ alginor al bafio 20 min antes de reexponer las
preparaciones al agonista.

En la figura 8 y tabla V, se muestran los efectos de la
buscopdn sobre el desarrollo temporal de las respuestas
contrdctiles inducidas por 80 mM KCl. En 15 experimentos, la
buscopén, 10°5M~-5x%10"*M, producia una depresién concentracidn-—-
dependiente de la respuesta contrdctil gue era claramente
manifiesta con concentraciones > 10°°M. En cualquier caso es
evidente en la figura 8 que el IC,, de la buscopdn frente a
las contracciones inducidas por el KCl era superior a la

dosis mas alta ensayada (Sx107*M).
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Figura 8.- Efectos de la BUS sobre el desarrollc temporal de las

contracciones inducidas por KCl (80 mM) en anillos de
aorta de conejo, Ordenadas: VA de la contraccidn
mdAxima. Abcisas: tiempo en minutos. Cada punto repre-
senta la media de 15 experimentos.

(@) Control. (O oM. (M) 107M. (A) 10M.
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TABLA V .- Efecto de la BUS sobre el desarrollo temporal de las contracciones inducidas por KCl (80 mM) en
anillos de aorta de conejo. (n = 15, x + e.s.m.)

15 Min

CORTROL 41.0

1+
o+
L]
-~

57.0

1+

5.2 76.0 + 2.6 87.0 + 2.2 52.0

| +

1.8 45.0 + 1.2 97.2 + 1.4 100

107° M 32.0 4 8.0 53.0 % 5.0 73.0+5.5 84.045.8 90.0+4.3 94.0 + 4.7 92,0 £5.0 92.0+6
1077 M 19.0 4 5.5 36.0 + 5.4 72.0 % 7.4 76.0 + 4.9 85.0 + 3.9 90.0 + 3.6 91.0 +4.2 97.0 + 5
107 M 15.5 4 4.8 39.4 % 6.2 4B.5 + 6.3  64.3 % 7.5  69.0 + 6.3 71.0 + 6.1 69.0 + 9.6  69.0 + 6
Sx107'M 12,0 % 3.0 27.5 + 4.0 36.0 + 5.0 55.0 + 4.4 64.0 + 4.2 68.0 + 4.3  66.1 + 4.2  65.0

|+
F-N

enT
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Por el contrario, como puede verse en la figura 9 y en
la tabla VI, el alginor (10""“M-10"®M) producia una depresién
concentracidn-dependiente de las respuestas contrdctiles al
KCl a todas las concentraciones ensayadas, stendo su IC,,
(2.5 * 3 x 10'""M) significativamente menor (p<0.05) al
obtenido con buscopdn. Sin embargo, y a pesar de utilizar
concentraciones de alginor de hasta 10*M no era posible
producir una inhibicidén mayor del 60% de las contracciones

inducidas por el KCl.

1.2. EFECTOS DE BUSCOPAN Y ALGINOR SOBRE LAS CONTRACCIONES

INDUCIDAS POR NA.

La NA, ha sido ampliamente utilizada para estudiar la
interferencia de un farmaco vasodilatador, con las contrac-
ciones mediadas a través de la estimulacidn de los receptores
a,~ adrenergicos vasculares, La contraccion inducida por NA
puede descomponerse en dos componentes, uno inicial rapido
(fdsico), atribuido a la liberacidén de Ca intracelular
sequido de otro componente (ténico} de desarrollo mds lento,
que se ha atribuido a la entrada de Ca extracelular.

En la figura 10, se muestra el curso temporal {(primeros
15 min) de las respuestas contrdctiles inducidas por la NA
(10°*M) en ausencia y en presencia de diversas concentraciones
de buscopdn {10°°M-5 x 10°°M). Puede verse que la buscopan, a

concentraciones > 10°°M producia una depresiodn concentracidn-
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F':Lgura 9.- Efecto del ALG sobre el desarrcllo temporal de las
contracciones inducidas por XCl1 (80 mM) ean anillos de
aorta de conejo. Ordenadas: % de la contraccidn
midxima, Abclisas: tiempo en minutos. Cada punto repre-
senta la media de 31 experimentos.

(@) Contrel. () 107"H. (M) 10", (A) 107N,
(E) 10°YM. () 10°™. (@) 10°%M.



TABLA VI .- Efecto del ALG sobre el desarrollo temporal de las contracciones inducidas por KC1 (80 mM) en
anillos de aorta de conejo. {n = 31, x + e.s.m.)

0.5 1 p 3 4 5 10 15 Min

CONTROL 28.2 6.7 58.4 5.3 78.8

+ + +5.8 B88.0 +4.0 954+ 2.8 98.0+ 1.8 98.3+ 1.2 100
1071 M 24.0 4 6.5 59.0+ 7.0 77.0+6.5 B85.0+5.7 B89.5+5.0 90.0+5.0 91.0+3.2 94.0+
102 M 14.0 4 3.5 53.0 6.0 7.0+ 6.0 77.0+5.0 B8L.0+4.0 B82.0%3.6 82.5%3.0 84.03
1022 4 17.0 + 4.0 39.0 + 4.0 63.0 + 4.9 71.0 + 4.0 74.0 + 4.0 76.0 + 4:0 5.0 + 3.1 4.0 #
10011 M 6.5+ 1.6 25.2 4 5.0 38.0 + B.0 46.0 + B.B 46.0 + 8.8 48.0 + 8.8 43.0 ¥ 8.5 47.5 r 8.
10719 4 8.0+ 1.0 20.0 % 5.0 36.9 % 8.1 41.3%9.0 48.0%9.9 45.0% 9.8 44.5%09.5 4L.5 s 9.
0% M 7.7+ 1.9 23.0+5.8 350+ 8.1 40.5+ 9.1 44.0+ 9.4 43.0+9.2 43.0+8.9 4308

901
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Pigura 10.~Efectos de la BUS sobre el desarrollo temporal de las
contracciones inducidas por noradrenalina (NA) (10°*M)
on anillos de aorta de conejo. Ordenadas: V de la
contraccién miéxima. Abcisas: tiempo en minutos. Cada
punto representa la media de 23 axperimentos.

(@) Control. (@) 10*%. (A) 107M. (L\) 107N,
(lD 5 x 10N,



TABLA VI~ - Efecto de la BUS sobre el desarrollo temporal de las contracciones inducidas por NA (IO_BM) en
anillos de aorta de conejo. (n = 23, x + e.s.m.)

0.5 1 2 3 4 5 10 15 Min

CONTROL 42.0 + 2.4 60.0 + 1.7 71.0 + 2.5 80.0 + 2.0 84.0 + 1.8 88.0 + 1.8 89.0 + 2.0 100

107 M 37.0 + 2.9 56.5 + 2.7 68.0 + 1.8 75.0 + 1.4 80.7 + 1.1 B85.0 + 1.1 90.6 + 1.1  97.5 % 2
107> M 25.0 + 2.2 42.5 + 3.4 56.0 + 3.0 72.0 + 3.0 67.0 + 3.0 74.0 + 3.1 B1.0 2.6 90.5 + 3
107 M 18.8 4 2.1 33.0 +2.7 42.0+ 3.0 49.0 +2.7 53,0 +3.1 57.6+ 3.1 62.3 +2.1 77.0 + 3
sx107% 9.0 + 1.1 17.0 + 1.7 25.3 4 2.0 30.0 + 2.2 33.6 + 2.5 37.6 + 2.5 42.0 + 1.6 5B.0 + 3
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dependiente de los componentes fasico y ténico de las
contracciones inducidas por la NA, (IC, = 6.5 * 1.3 x 107'M),
En la tabla VII se muestran los efectos de buscopdn (10°*M -
5 x 10™*M), obtenidos en 23 experimentos, sobre la amplitud
midxima de los componentes fdsico (determinado a los 30 seg
de la adicidn del agonista al bafio) y ténico (determinado a
los 15 min de la adicidn de NA). Los valores correspondientes
a ambos componentes se representan y comparan en la figura
11, observdndose que los efectos de buscopdn eran mucho mds
marcados sobre el componente inicial rdpido gue sobre el
componente ténico.

Los efectos del alginor (10°'*M-10°°M) sobre las contrac-
ciones inducidas por la NA (10"°M) se muestran en la figura
12 y tabla VIII. El alginor, 10""M, 10°*M y 10°’M, produce una
depresidén concentracidn~dependiente de los componentes fadsico
y ténico de las contracciones inducidas por NA. Pero es
evidente que el efecto depresor de alginor es menos marcado
que el descrito para buscopdn, siendo su IC,, superior a
10°®M, tanto para el componente fdsico como para el tdénico.
La tabla VIII muestra los efectos del alginor (10°'®M-10"%M),
determinados en 18 experimentes, sobre la amplitud de los

componentes fdsico y tdénico de la adicion del agonista al

bafio,

1.3. CAPACIDAD DE BUSCOPAN Y ALGINCOR PARA RELAJAR LAS CONTRA-

CCIONES INDUCIDAS POR KCL.
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Pigura 1i.- Efectos de la BUS (10°' - 5 x 10™*M)} sobre las con~

tracciones inducidas por noradrenalina (NA) (10°*M) en
anillos de aorta de c¢onejo. Ordenadas: % de la con-
traccién mdxima. Abcisas: concentracidn molar de BUS.
Los efectos del fdrmaco fueron determinados a los 10
8 (A , components fdsico) y a loa 10 min ((©, compo-
nente ténico). Cada punto representa la media de 2]
experimentos.

“p<0.01; ““"p<0.001%
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Figura 12.- Efecto del ALG sobre el desarrollo temporal de las
contracciones inducidas por NA (10'*M) en anillos de
aorta de conejo. Ordenadas: % de la contracciodn
midxima. Abcisas: tiempo en minutos. Cada punto repre-
senta la media de 18 experimentos.

(@) control. () 107, (A) 10*M. (M) 107M.



TABLA VIII.- Efecto del ALG sobre el desarrollo temporal de las contraccicnes inducidas por NA (10'6M) en
an:llos de aorta de conejo. (n = 18, x + e.s.m.)

0.5 1 2 3 4 5 10 15 Min
CONTROL 36.3 ¢+ 5.9 71.1 + 5.0 B89.0 + 3.0 97.0 + 1.3 100 100 100 100
1071 27.0 £ 3.9 57.0+5.8 3.0+ 6.0 B4.0% 7.0 93.0+ 7.0 93.0 4 7.8 91.0 + 6.5 88.0 + 4
107 ' 27.0 + 7.0 59.0 4+ 7.0 78.0+ 7.6 88.0 + 8.8 94.0 + 9.8 96.0 +# 9.5 90.0 + 9.0 9.0+ 4
1071% 20,5 4 5.5 50.5+8.5 68.5+ 8.5 82.5+ B.9 87.0 5 8.7 91.8+ 9.0 9.0+ 9.0 9.0+ &
10°%  20.0 + 6.7 52.5 + B.7 56.5 + 11.0 78.0 #11.0 83.0 #11.7 87.0+ 11.5 86.4 ¢+ 9.1 84.5 1 4
10%  18.0 + 4.5 43.0 + 7.0 53.0 + 11.0 69.0 + 9.0 6.0 + 9.3 BO.0O + 8.5 B2.0 + 7.5 B5.0 « &
lO—JM 14.5 + 5.0 43.0 +#11.0 53.0 + 11.0 62.0 + 12.0 70.0 + 13.0 74.0 A 13.0 76.0 + 16.0 8.0 v
167°M  21.6 + 1.2 53.0 + 7.5 60.4 + 5.3 72.0 + 6.0 79.0 + 7.6 84.7 + 7.7 BS5.0 + 7.6 B9 0 + .
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En otro grupo de experimentos, se inducian contracciones
tras la administracidn de KCl (80 mM) y una vez alcanzada la
contraccién mdxima se adicionaba de forma acumulativa
diversas concentraciones de busceopan o alginor. Con este
disefio se pretendia conocer si ambos fdrmacos eran capaces
no s¢lo de inhibir el desarrollo de la actividad contrdctil
inducida por ambos agonistas, sino también de producir
relajacion en anillos de aorta previamente contraidos por
éstos,

La figura 13 muestra que buscopdn (10°'M - 5 x 10°*M)
producia una relajacidén de las contracciones inducidas por
KCLl (80 mM), pero no se enceontraban diferenciras en el grado
de relajaciodn preoducido a concentraciones comprendidas entre
10°% y 107°M, siendo su IC,, 2 5 x 10°*M {su concentracidn aun
persistia un 57.0 £ 7.6% de la respuesta contrdctil).,

Por el contrario, alginor (10°1%M~10"%M) producia una
relajacién concentracidn-dependiente de las contracciones
inducidas por KCl (80 mM), produciéndose una relajacion total
de estas contracciones a concentraciones > 10°M (figura 14).

Siendo el IC,, para relajar las contracciones inducidas por

el KCl de 6.6 + 1.7 x 10°'M.

l1.4. CAPACIDAD DE BUSCOPAN Y ALGINOR PARA RELAJAR LAS CONTRA-

CCIONES INDUCIDAS POR NA.

La figura 15, muestra gque buscopdn (107*M - 5 x 107*M)

producia una relajacién dosis-dependiente de las contraccio-
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Figura 13.- Relajacién inducida por BUS (10™M - 5 x 10°*M) de las
contracciones inducidas por KCl (80 mM) en aortas de
conejo., Ordenadas: % de la contraccién miéxima. Abci-
gsas: concentracién molar de BUS. Cada punto representa

la media + e.3.m, de 15 experimentos.

"p<0.05; 'p<0.01.
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Figura 14.- Relajacién inducida por ALG (10°'"M - 10°'M) de las
contracciones inducidas por KCl (80 mM) en aortas de

conejo. Ordenadas: § de la contraccidén méxima. Abci-
sas: concentracién molar de ALG. Cada punto representa
la media + e¢.s.m. de 1S5S experimentos.

*p<0.01; "p<0.001.
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Pigura 15.~ Relajacién inducida por BUS (10°M - S x 107*M) de las

contracciones inducidas por NA (10*M) en aortas de

conejo. Ordenadas: % de la contraccién mixima. Abci-
sas: concentracién molar de BUS. Cada punto representa
1a media + o.8.m, de 15 experimeantos.

“*p<0.01; “""p<0.001,
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nes Inducidas por NA, siendo su IC,, = 4.0 % 3.0 x 104M;
puede verse ademds que a la concentracidn mds alta ensayada
buscopdn produce casi una relajacidn completa de las respues-—
tas contractiles inducidas por NA. Comparando los datos de.
las figuras 13 y 15 es evidente que a concentraciones > de
10°M, buscopdn producia una relajacidén significativamente
menos marcada (P<0.05) de las contracciones inducidas por KCl
(figura 13) que de las inducidas por NA ({figura 15).

EL alginor (107'2M-10"°M) producia una relajacidén concen-
tracién-dependiente de las contraccicnes inducidas por NA
(figura 16), la relajacién que producia alginor (10712M-107°M)
era claramente inferior a la observada frente a KCl, obser-
vandose como incluso a la concentracién de 10°°M la respuesta
contractil alcanzaba un 41.5 + 8.5% de la respuesta contréc-
til mdéxima inducida por este agonista. De hecho, el IC,, para
relajar las contracciones inducidas por NA era de 2.2 + 1.2
x 107M (p<0.001) frente a KCl era de 6.6 + 1.7 x 10°%M
(p<0.01) que era el obtenido cuando la contraccidén era

inducida por KCl.

1.5. CAPACIDAD DE ALGINOR PARA RELAJAR LA CONTRACCIONES

INDUCIDAS POR KCL Y NA.

En otro grupo de 6 experimentos los anillos de aorta se
contraian inicialmente con 80 mM de KCl y una vez que la

respuesta contrdctil a este agonista alcanzaba valores
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Figura 16.- Relajacién inducida por ALG (10°M - 10°%M) de las
contracciones inducidas por NA (10°*M) en aortas de

conejo. Ordenadas: % de la contraccién méxima. Abci-
sas: concentracién molar de ALG. Cada punto representa

la media + o.8.m. de 15 experimentos.

'p<0.05; "p<0.01.



estables se adicionaba al bafioc NA (10°°M), de tal forma que
se producia una respuesta contractil superpuesta a la inicial
del KCl. <Cuando la respuesta inducida por NA aléanzaba
valores estables se procedia a la administracidén de concen-
traciones acumulativas de alginor. A concentraciones compren-
didas entre 107'M~107°M, el alginor producia una inhibicidn
concentracidn-dependiente de la contraccidén inducida por
ambos agonistas, observandose (figura 17) que a la concentra-
.cidén mds alta ensayada esta respuesta era reducida en un 52

+ 5.8%, valor muy similar al observado en la figura 16.
1.7. EFECTOS DE BUSCOPAN Y ALGINOR SOBRE LA TENSION BASAL.

En otro grupo de experimentos nos propusimos estudiar
el efecto de buscopdn (107M - 5 x 10°M) y alginor (107"*M-10
M) sobre la tensidén basal. Las figuras 18 y 19 muestran
respectivamente, que tanto buscopdn como alginor producian
una relajacidén concentracidn-dependiente de la tensidn basal
que alcanzaba valores significativos a todas las concentra-
ciones ensayadas (p<0.05). Asi, a la maxima concentracidn
ensayada, " tanto buscopdn (5x10°*M) como alginor (107°M)
deprimen la tensidén bhasal en un 32.5 + 8.9% y 35.0 + 5.6%,

respectivamente.

2. EXPERTMENT EN UN _MEDIQ EXENTQ DE CALCTIO.
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Pigura 17.- Efectos del ALG sobre las contracciones inducidas por

KCl1 (80 mM) y NA (107'M).

CONTROL ‘ 100
ALG, 10°“M 100.7 £ 1.7
10°M 97.0 £ 1.2
10°'M 90.5 + 2.9
10°''M B4.0 + 4.4
107" 77.5 £ 4.9
107" 69.5 + 5.4
107" $9.0 + 5.5
10°'M §3.2 £ 5.9
107*M 48.0 + 5.8

Media + e.8.m, n = 6
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Figura 18.- Efecto de la BUS (107M - 5 x 10™'M) sobre la tension

basal (2 ¢). Ordenadas: % de la relajacién de la
tensién basal. Abcisas: concentracién molar de ALG.
Cada punto representa la media + e.s.m. do 10 experi-

mentos.,

“p<0.01; """p<0.001.



RELAJACION DE LA TENSION BASAL $

80 +

60 <

c 1072 et 10710 0 1078 1077 10

CONCENTRACION (M)

Figura 19.- BEfecto del ALG (10°'?M - 10'°M) sobre la tensién basal
(2 9). Ordenadaa: % de relajacién de la tensidn basal.
Abcisas: concentracién molar de ALG. Cada punto

representa la media * e.s.m. de 10 experimentos.
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2.1. EFECTOS DEL ALGINCR EN ACRTA DESPOLARIZADA.

Los resultados observados con alginor nes hacian pensar
gque éste fadrmaco podria presentar propiedades antagonistas
del Ca. El efecto mds caracteristico de los antagonistas del
Ca es su capacidad para inhibir las contracciones inducidas
al aumentar la [Ca], en fibra muscular lisa vascular (FMLV)
previamente despolarizadas por altas concentraciones de K*
(GODFRAIND vy cols, 1982). Por ello, en otro grupo de experi-
mentos, anillos de aorta con endotelio fueron incubados
durante 2 h en Krebs-0Ca, Al cabo de este tiempo la (K]
en el bafio se incrementaba a 80 mM, lo gue producia una
pequefia respuesta contrdctil. Una vez gque ésta respuesta
alcanzaba valores estables, se incrementaba en el bafo la
[Ca), de forma progresiva, desde 1 a 5 mM, a lo largo de los
siguientes 45 min. Ello originaba un incremento progresivo
de la respuesta contrdctil, es decir, gque obteniamos una
curva dosis-respuesta al Ca (figura'ZO).

E1 alginor, a la concentracién de 10'°M, inhibia
marcadamente (p<0.05) las respuestas contrdctiles inducidas
por 1-5 mM de Ca, pero esta inhibicidén disminuia al incremen-
tar la [(Ca] en el bafio, de tal forma, que en presencia de 5
mM, la respuesta contrdctil inducida por el Ca era de similar
magnitud en presencia y en ausencia de alginor. Este resulta-
do hace pensar que los efectos espasmoliticos del alginor

podrian ser antagonizados al incrementar la [Ca], en el bafio.
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Figura 20.- Efecto del ALG (10°'°M) sobre las contracciones in-
ducidas por Cl,Ca (1 -~ 5 mﬁ) en aorta de conejo
incubadas en SK 0-Ca (-80 mM)}K. En situacidn control
se observa como en aortas despolarizadas la adicidn
sucesiva de Ca al bafio produce una respuesta contrédc-
ti.l. Esta curva dosis-respuesta al Ca era inhibida, en
forma dosis-dependiente, excepto a la concentracidn
mads alta del Ca (5 mM), por nuestro firmaco. Ordena~-
das: % de la contraccién méxima. Abcisas: concentra-
cién de Cl,Ca (mM). Cada punto represanta la media *
e.s.m. de 10 experimentos.

() Control. (@) 107"M. °p<0.05; ""p<0.01; “’'p<0.001.
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2.2, ESTUDIO DE LOS POSIBLES EFECTOS INTRACELULARES DE
BUSCOPAN Y ALGINOR SOBRE LAS CONTRACCIONES PRODUCIDAS

POR NA,

Los resultados descritos en la figura 10 indican que la
buscopdn inhibe ol componente inicial fdsico de las respues-
tas contrdctiles inducidas por la NA. Dado que este componen-
te parece ser debido a la moviiizacidn de Ca a partir de sus
depdsitos intracelulares, era ldgico pensar gque buscopdn
pudiera ejercer su accién vasodilatadora por interferir con
la movilizacidén del Ca intracelular inducida por NA. Para
probar esta hipdtesis realizamos el giguiente grupo de
experimentos siguiendo el disefio experimental de HESTER y
cols. (1986,1987).

En un primer grupo de experimentos gque se muestran en
la figura 21, tabla IX, los anillos intactos de aorta fueron
contraidos por NA (10®M). A continuacién se lavaba el
agonista y las aortas se incubaban durante 15 min en solucién
de Krebs (SK) 0-Ca que contenia EGTA (10°*M) y D600 (107°M).
Con ello se pretendia que al reexponer la preparacidén al
agonista se produzca una respuesta contrdctil fdsica exclusi-
vamente, que no seria debida a la entrada de €Ca, sino
exclusivamente a la movilizacidn de Ca desde los depdsitos
intracelulares. S1 repetimos la administracidn de NA despuds

de lavar repetidamente con SK 0-Ca + EGTA + D600, ldgicamente



NA 3 min

SK 0Ca

+ D600 (10 °M)
+ EGTA (10 °M)

® ’
\\ ,,
NA
, \\‘ ,,’
-
(10” %y 4

Figura 21 .- Ver explicacidn en el texto.

NA

(10'6u)



TABLA IX

Control 10-4M BUS 5x10—4M BUS
NA 9.08 + 0.95 . - -
NA(O- Ca) 4.00 + 0.37 3.40 + 0.27 2.40 + 0.37

NA{O- Ca) 1.87 + 0.28 2.00 + 0.20 2.54 + 0.41
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no obtendremos una respuesta contrdctil. En la segunda parte
del experimento, después de obtener la respuesta contractil
a la NA en SK, lavamos los anillos con SK 0-Ca + EGTA + D600
y afladimos la concentracidén deseada de buscopén (107%M) 20
min antes de afadir la NA, observando que en estas condicio-
nes la respuesta contrdctil 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 concentracidn
de buscopan la segunda respuesta contractil a la NA aumentaba
en un 7 * 0.8% con respecto a la control, dado gue los
depdésitos intracelulares de Ca se habian movilizado menos en
la primera respuesta. Estos resultados eran mucho mdés
evidentes cuando la concentracidn de buscopdn se incrementaba
a 5 x 10°M. En estas condiciones la amplitud de la primera
respuesta contrdctil a NA era reducida en un 40 * 2.1 % con
respecto al control (tabla IX), lo gue nos confirmaba que
buscopdn parece inhiblr la movilizacidédn de Ca desde sus
depésitos intracelulares. Dado gue en estas condiciones el
contenido de Ca de los depdsitos intracelulares era mayor que
en situacidén control, la respuesta contrdctil inducida por
la segunda administracidén de NA aumentaba hasta en un 35 *
1.8% sobre aguella obtenida en ausencia del farmaco.

Estos experimentos indicaban que la buscopdn era capa:z
de inhibir la movilizacién de Ca intracelular. Para confirmar
estos resultados nos propusimos hacer el siguiente grupo de

experimentos. Induciamos una respuesta contrdctil con NA



(10°°M) en SK y a continuacidén (siguiendo el disefio de 1la
figura 22) se incubaban los anillos en SK 0-Ca + EGTA (0.01
mM) + D600 (10°°M). En estas condiciones, al afiadir NA al bafio
se producia una respuesta fdsica que degsaparecia rapidamente.
5i en estas condiciones incrementdbamos la [Ca],6 a 2 mM, se
producia una incremento de la fuerza contrdctil que alcanzaba
valores estables al cabo de 5 min, puesto que en el bafio ain
existe NA, esta respuesta contrdctil reproduciria el compo-
.nente ténico de este agonista (figura 22). Este mismo
procedimiento experimental se reproducia en anillos pretrata-
dos 5 min antes de la adicidn de Ca al bafio con la concentra-
cién deseada de buscopan (5 x 107°M), observando gue aparece
una disminucidén de un 35 + 1.2% respecto a la respuesta
control en la respuesta contrdctil inducida por la adicidn

de 2 mM de Ca.

2.3. EFECTOS DEL ALGINOR SOBRE LAS CONTRACCICNES INDUCIDAS

POR KCl EN AORTAS DESPROVISTAS DE ENDOTELIO.

En algunos experimentos se procedid a la eliminaciédn del
endotelio tras la introduccidn en la luz vascular de un
vdstago de madera seqin las técnicas descritas originalmente
por FURCHGOTT y ZAWADKI (1980). La eliminacidén del endotelio
vascular se confirmaba antes de iniciar cada experimento
observando gque la acetilcolina (10°M) no producia una

relajacidén completa de las contracciones previamente induci-
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Pigura 22 .~ Ver explicacidén en el texto.
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das por NA (10°°M), va 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 contrarioc de lo observado
en anillos con endotelio, alginor (10°'“M-10°"M) s&lo producia
una discreta inhibicidén de las contracciones inducidas por
KCl (80 mM) en anillos de aorta sin endotelic, que a la
concentracidn méds alta ensayada alcanzaba un 12.4 * 6.5% con
respecto al wvalor control. En la tabla X se muestran los
efectos del alginor sobre el desarrolloc temporal de las
contracciones inducidas por KCl en 16 experimentos realizados
en anillos de aorta sin endotelio. Puede verse que en éste
caso la accidn depresora del fdrmaco es similar sobre los
componentes fésico (30 seqg) y ténico {15 min) de la respuesta
contrdcetil inducida por KC1,

También hemos estudiado la capacidad de alginor (10 "M-
10°%M) para relajar las contracciones previamente inducidas
por 80 mM KCl, observando (figura 24) que el fdrmaco producila
una relajacidén concentracidén—-dependiente gue era menor que
la descrita previamente en la figura 15 en anillos de acrta
intacta, siendo el ICy de 1.0 # 0.9 x 10°M (figura 24). En
la figura 25 que se comparan los efectos mostrados por
alginor sobre la relajacidén de aortas con y sin endotelio.
Estos resultados claramente indican qgue las acciones del

alginor dependen de la presencia de un endotelio funcional.



£ CONTRACCION MAXIMA

120 vy

100 .

80 <

60 o

40 4

20 |

CONCENTRACICN (M)

Pigura 23.- Efectos de ALG (10°'’M - 10°"M) sobre las contracciones

inducidas por KCl1 (80 mM) en anillos de aorta de
conejo sin endotelio. Ordenadas: % de la contraccién

mAxima. Abcisas: concentracién molar de ALG. Cada

punto representa la media + e.s.m. de 15 experimentos.



TABLA X .=

Efecto del ALG sobre el desarrollo temporal de las contracciones inducidas por KC1l1 (80

mM )
en anillos de aorta de conejo sin endotelio. (n = 16, x + e.s.m.)
0.5 1 2 3 4 5 10 Min
CONTROL 7.3 + 1.9 28.5 + 1.3  48.3 + 0.9 63.5 + 1.0 75.0 + 1.0 83.0 + 0.9 100

10”14m 7.3 + 1.3 32,5+ 2.0  57.5 + 2.7 70.0 + 2.8 83.0 + 3.4  90.5 + 3.4 107.0 + 3.
1073y 5.3 # 0.4  20.0 + 2.0 55.0 2.5 70.0 +2.7  83.0 + 3.3 93.0 + 4.1 107.0 + 4.
10712y 4.5 + 0.7  29.0 + 2.4  56.0 + 3.3 67.0 + 3.5 82.0 + 4.7  91.0 + 5.7 108.0 + 6.
10”1y 4.0 + 0.8 26.0 + 2.9  47.0 + 3.9  61.0 + 3.6 74.5 + 5.0 B83.0 + 5.3 101.0 + 6.
10710 3.5 + 1.0  20.0 + 3.5  40.0 + 5,0  59.0 + 7.0 67.0 + 6.0  76.0 + 6.4  97.0 + 8.
107% M 3.4 + 0.8  17.4 + 3.0  34.0 + 3.8 48.0 + 4.8 59.0 + 5.4  68.0 + 6.0  90.0- + 7.
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Figura 24.- Relajacién inducida por ALG (107“M - 10™M) de las contracciones inducidas por KCl (B0

mM) en aortas de conejo sin endotelio. Ordenadas: % de la contraccién maxima. Abcisas:

concentracién molar de ALG. Cada punto representa la media + e.s.m. de 30 experimentos.

“p<0.001. E

“p<0.05; Tp<0.01;
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Pigura 25.- Relajacién inducida por ALG (10¥M - 10*M) de las contracciones inducidas por KCl (80
xmM) en aortas de conejo con endotelio ( ) y sin endotelio { }. Ordenadas: % de la
contraccién miéxima. Abcisas: concentracién molar de ALG. Cada punto representa la media
+ e.s.m. de 15 y 30 experimentos, respectivamente.

"p<0.05; “p<0.01; ““p<0.001. [81



3. DETERMINACION DE I.OS FPLUJOS DE CATLCTOQ,

Podemos distinguir tres tipos de experimentos en los que
se estudia la accién de Buscopan y Alginor sobre la entrada
de Ca: 1) estimulada por NA, 2) estimulada por KC1l y 3} en

condiciones basales.

3.1. ACCION DE BUSCOPAN SOBRE LA ENTRADA DE *5CA.
3.1.1. Estimuladas por KC1,

Los efectos de buscopan (10*M-5x10*M) sobre los flujos
de *’Ca se mustran en la figura 26. En aortas estimuladas por
KCl (80 mM) ios valores de captacidén eran de 263 * 7.8 umol
Ca/Kg de tejido himedo en presencia de buscopdn 10°*M, siendo

para buscopédn 5X10°*M de 229 + 9 gmel Ca/kg de tejido himedo

{p<0.05) .
3.1.2. Estimuladas por NA.

Cuando estimuldbamos la captacidn de *°Ca con NA (107%M),
buscopdn 10*M no producia cambios en la captacién de ‘*Ca,
pero a la concentracién mads alta ensayada, 5x10°*M, producia
una reduccidén significativa en la captacidn de 45ca, reducien=-
dose estos valores desde 275 + 16 pmol Ca/kg de tejido
himedo, hasta 232 * 14 gmol La/kg de tejidc hiimedo (p<0.053)

{(figura 28).
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Pigura 26.- Bfecto de la BUS sobre el flujo de entrada de *Ca
determinado en anillos de aorta estimulades con KCl
(80 mM) o NA (10“M). Las barras blancas indican los
resultados obtenidcs en ausencia y las negras en
presencia de fdrmaco. Ordenadas: pmoles de Ca/kg de
aorta. Cada determinacidén reprusenta la media + e.s.m.

de 16 experimentos. "p<0.05.



3.2. ACCION DE ALGINOR SOBRE LA ENTRADA DE *SCa.

3.2.1. En condiciones basales.

En este primer grupo de experimentos (figura 27},
estudiamos el efecto de alginor sobre la captacién de **Ca en
condiciones basales (B), es decir, aortas no estimuladas,
observando que no se modificaba a ninguna de las concentra-
ciones ensayadas (107''M y 10°'°) . Asi, en presencia de 107'%,
alginor disminuia la captacidn basal de 154.0 + 18.2 a 151.3
+ 15.3 umol Ca/kg de peso de tejido hiumedo (p>0.05).

3.2.2. Estimuladas por KCl.

En anillos estimulados por KCl la captacién de *Ca
aumentaba hasta 371.3 * 21.0 umol Ca/kg de peso de tejido
himedo. En presencia de alginor 107", 1la captacién era
reducida a 315.6 * 20.2 pmol Ca/kg de peso de tejido himedo
(p<0.05). En presencia de 10°'™, el alginor reducia la
captacién desde 383.4 t 20.1 umol Ca/kg de peso de tejido

huimedo hasta 342.4 * 20.5 umol Ca/kg de peso de tejido humedo

(p<0.05) (figura 27).
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Figura 27.- Efecto del alginor sobre el flujo de entrada de
Ca determinado en condiciones basales (B) y tras
estimulacién con KC1 (80 mM) o NA (10°®M). Las barras
blancas indican los resultados obtenidos en ausencia y
las negras en presencia de fdrmaco. Ordenadas: umoles
de Ca/kg de aorta. Cada determinacién representa la
media £ e.s.m. de 20 experimentos.

*p<0.05



3.2.3. Estimuladas por NA.

Finalmente, estudiamos los efectos de alginor sobre la
captacién de **Ca a través de los canales receptor-dependien-—
tes, determinando sus efectos en anillos de acorta en los que
la captacidén habia sido estimulada con NA (10°®M), observando
que alginor sélo a la concentracidén mads alta utilizada, 107
M, producia una inhibicién significativa (p<0.05) de la
captacién de “*Ca 275.5 % 16.1 versus 217.3 £ 25,1 pmol Ca/kg
de peso de tejido humedo), tal y como se muestra en la

figura 27.



DISCUSION.
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En esta Tesis Doctoral hemos estudiado de forma equimo-
lecular los efectos de dos farmacos espasmoliticos, el
buscopan y el alginor, en anillos de arteria de aorta de
conejo, con y sin endotelio, a fin de conocer y comparar su
potencia wvasodilatadora y su posible mecanismo de accidn.

Las contracciones inducidas por altas concentraciones de
KCL han sido atribuidas a un aumento del flujo de entrada de
Ca extracelular [Calo a través de los canales tipo-L de la
membrana, Ya gque se suprimen en un medio 0Ca (SOMLYO vy
SOMLYO, 1968; HUDGINS Y WEISS, 1968; GODFRAIND Yy KABA, 1969;
BOLTON, 1979) y tras la administracidén de antagonistas del
Ca (GODFRAIND vy cols, 1986). En nuestros experimentos, tante
el buscopdn, como el alginor, producian una inhibicidn
concentracidn—-dependiente de estas contracciones. Sin
embargo, mientras que a concentraciones inferiores a 107%M la
inhibicidn producida por el buscopdn era minima y a la madxima
concentracidn ensayada persistia casi un 60%, de la respuesta
contractil, con el alginor el efecto inhibidor era ya patente
a concentraciones de 10°"’M, alcanzandose un IC, de 2.5 % 3.0
x 10°"''"M. No obstante, al aumentar en cuatro unidades logari-
ticas la concentracidén de alginor podia observarse come casi
un 40% de la respuesta contrdctil inducida por el KC1 no
podia ser blogqueada. Este efecto era independiente del
momento en que se administraba el agonista, antes o después

de inducir la contraccidén, Lo que confirma la potente accidn
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espasmolitica del alginor en anillos de aorta de conejo.
Ello sugeria gue ambos fdrmacos, podian ejercer su accidn
espasmolitica como consecuencia de su capacidad para inhibir
el flujo de entrada de Ca, pero que esta inhibicidén era 5
érdenes de magnitud mds marcada para el alginor, cuyo IC,, es
superior al de muchos antagonistas del Ca actualmente en uso
clinico,

Con el fin de conocer si el alginor, que era el farmaco
més efectivo para inhibir las contracciones inducidas por el
KCl, era capaz de inhibir la entrada de Ca a través de
canales voltaje-dependientes tipe-L (VOCs) estudiamos sus
efectos sobre las contracciones inducidas al incrementar la
(Ca}o en arterias previamente despolarizadas por 80 mM de K.
En estas condiciones los canales se encuentran activados y
al aumentar la concentracidén de Ca, éste entra con facilidad
a favor de gradiente electroéuimico. Como se muestra en la
figura 20, el alginor producia una marcada inhibicidn de las
respuestas contractiles inducidas por concentraciones
"fisioldgicas" de Ca (1-2 mM); sin embargo, puede observarse
como al incrementar por encima de 3 mM la [Ca]o era posible
revertir el efecto del alginor. Estos resultados indicaban
que el alginor, incluso a muy bajas concentraciones (107'M),
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 sucedia con los antagonistas del Ca
(FLECKENSTEIN, 1983; GODFRAIND y cols. 1986), podia rever-

tirse al incrementar la [Ca]o.
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Con el fin de comprobar esta hipdtesis determinamos los
efectos del alginor sobre la captacidén de *°Ca en aortas
estimuladas con KCl. En nuestras condiciones experimentales
el alginor, ya a concentraciones comprendidas entre 10-''M y
107" inhibia dicha captacién. Dado que el KCl despolariza el
potencial de membrana vascular desde -45 & -50 mV hasta -35
mV, facilitaria la activacidn-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 contraccién
y el flujo de entrada de “Ca inducidos al incrementar la
concentracidén de K en el medio podrian considerarse como una
medida indirecta de la entrada de Ca a través de VOCs (CAUVIN
y cols. 1983). Los resultados observados en presencia de
alginor sobre la captacién de *’Ca estimulada por KC1l indican
que la inhibicidén que este farmaco preoduce sobre las
contracciones inducidas por el KCl es debido a su capacidad
para blogquear el flujo de entrada de Ca a través de VOCs.
Pesde este punto de vista, el alginor se comportaria como un
antagonista de Ca de tipo inespecifico segin la clasificacién
de VANHOUTTE (1987). MAs aun su potencia inhibitoria a este
respecto es muy marcada (si se compara con la de algunos de
los antagonistas del Ca especificos actualmente comerxcializa-
dos), lo que podria explicar porqué una parte de la respuesta
contrdctil inducida por el KCl no es blogqueada por ninguno
de ellos.

Los hallazgos obtenidos con el buscopédn indican que este

farraco es mucho menos activo para bloguear los VOCs y la
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captacidén de *°Ca, por lo gue su potencia antagonista del Ca
es mucho menos marcada (al menos 6 o6rdenes de potencia) que
la del alginor. De hecho, sélo en presencia de muy altas
concentraciones de buscopan (5 x 10°*M) fue posible demostrar
una inhibicién significativa de la captacidén de *Ca, y aun
en estas condiciones el fdrmaco no es capaz de inhibir mé&s
que un 60% de las respuestas inducidas por el KCl en nuestras
condiciones experimentales. Ellc confirma su pobre actividad
antagonista del Ca.

Las respuestas contractiles inducidas por la NA pueden
ser disociadas en dos componentes: a) un componente inicial
rapido (fasico), que persiste en SN-0Ca (figura l1l) y que no
es suprimido por antagonistas del Ca, por lo gue ha sido
atribuido a la movilizacién del Ca almacenado desde sus
depésitos intracelulares (HUDGINS y WEISS, 1968; GODFRAIND
y KABA, 1969). Este componente va seguido de b) otro compo-
nente tardio (ténico), que se suprime en SN-0Ca (figura 11)
y tras la administracién de antagonistas del Ca (GODFRAIND
y KABA, 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 Dbuscopdn produce una
inhibicién dosis-dependiente de ambos componentes (fiquras
10 y 11), si bien era mds marcada la depresidn del componente
fdsico que la producida sobre el ténico; resultados similares

fueron obtenidos en presencia de alginor, si bien este
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farmaco era menos potente para deprimir las contracciones
inducidas por la NA que el buscopdn. Estos datos sugerian que
ambos farmacos podrian inhibir las respuestas contrdctiles
inducidas por la NA, tanto por interferir con la movilizacidn
del [Ca)i, como por inhibir el flujo de entrada de Ca a
través de los ROCs, si bien su accidn intracelular parecia
ser la mds importante., Este hallazgo, de nuevo confirma la
pobre potencia gue el buscopédn tenia para inhibir el flujo
de entrada de Ca, en este casc a través de ROCs.

Esta afirmacidn parece avalada por otros dos grupos de
experimentos. 1) En aortas incubadas en SN-0Ca + EGTA + D600
la adicidén de NA al baflo producia sélo una respuesta fésica,
que era debida exclusivamente a la movilizacidén de Ca desde
sus depdsitos intracelulares (figura 21), ya que no existe
Ca en el medio extracelular y ademds, se ha blogueado su
entrada a través de cualquiera de los canales por la adicidn
de EGTA y D600 al medio. Si a continuacidn se restauran los
valores de Ca en el medio, se obtenia una respuesta contrdc-
til mantenida, cuya amplitud era similar a la de la respuesta
fasica previa. Esta respuesta contrdctil ténica no puede
atribuirse a la liberacién de [Cali, gue ya habia sido
liherado tras la adicién previa de NA, ni a la entrada de Ca
a través de VOCs (que estdn blogqueados por el D600); por
tanto, estas respuestas contrdctiles representarian, en parte
al menos, una medida indirecta del flujo de entrada de Ca a

través de ROCs. En nuestros experimentos, el buscopan inhibia
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en un 35% esta respuesta contrdctil inducida por el Ca en
presencia de NA, lo que confirmaba la hipdtesis de gque el
farmaco inhibia la entrada de Ca a través de ROCs. 2} Ambos
farmacos, buscopdn y alginor, producian una inhibicidn del
flujo de entrada de “°Ca en anillos estimulados por NA; puesto
que este disefio permite la medida del flujoc de entrada de Ca
a través de los ROCs (CAUVIN y cols 1983), nuestros resulta-
dos indican que ambos fdrmacos inhiben este flujo de entrada
a traveés de los ROCs. Sin embargo, de nuevo pudimos observar
que la concentracidn de alginor a la que se inhibia el flujo
de entrada era 6 drdenes de magnitud mayor para el buscopédn
que para el alginor. Estos hallazgos de nuevo confirman que
el alginor es mucho mds efectivo que el buscopdn para inhibir
la conductancia de la membrana a través de los ROCs.

Pero nuestros datos experimentales indicaban gque la
accidén vasodilatadora inducida por ambos farmacos podria
estar también relacionada con una accién intracelular. De
hecho, ya hemos indicado que a favor de ello estaria el
hallazgo de que inhiben el componente fisico de las contrac-
ciones inducidas por la NA., Con el fin de caracterizar un
posible efecto de el buscopdn sobre la liberacidén de [Ca]li
inducida por la NA, incubamos las aortas en SN-0Ca + EGTA +
D600. En estas condiciones la NA produce exclusivamente una
respuesta fasica, lo que unido a la observacidn de que en

estas condiciones no era posible obtener una segunda respues
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ta a la NA, sugeria que esta respuesta fasica era debida a
la liberacidén de Ca desde un depédsito intracelular sensible
a la NA que se vaciaba tras la primera administracidn de este
agonista (VAN BREEMEN y cols,., 1972; HESTER y cols, 1986).
A favor de esta hipdtesis 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 fasica. En
otras palabras, en ausencia de Ca y/o en presencia de NA, no
podia rellenarse este depésito sensible a NA (KARAKI y WEIS,
1979; HESTER y cols, 1987). En nuestros experimentos, el
buscopdn y la NA se lavaban con SN-0Ca + EGTA + D600 antes
de reexponer las preparaciones a NA, observando que mientras
que en aortas control no aparecia una sequnda respuesta a la
NA (figura 21) en las aortas expuestas a buscopan, en las que
la respuesta inicial a la NA estaba claramente inhibida, era
posible obtener una segunda respuesta a la NA, cuya amplitud
era inferior a la respuesta fdsica inicial (tabla 9). Estos
resultados indicaban que en presencia de buscopdn, la NA era
capaz de liberar una cantidad mucho menor de [Ca)i desde los
depdsitos sensibles a este agonista, lo gue explicaba el 40%
de reduccidén en la amplitud de la respuesta fasica. Como
consecuencia de que el buscopdn inhibia la liberacidén de
(Cali, en presencia del fdrmaco quedaria mds Ca almacenado
en sus depdsitos intracelulares y, por tante, una segunda
administracidn de NA seria capaz, a diferencia de lo que

sucede en situacidn contrel, de generar una respuesta fasica.
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Estos resultados sugieren que en presencia de buscopan
disminuye la liberacidn de [Ca)i inducida por la NA y que una
vez que el farmaco ha sido eliminado del medio de incubaciédn,
es posible inducir la liberacién del Ca atun almacenado por
una nueva administracidén de NA.

Como resultado de su capacidad para inhibir, no sdélo el
flujo de entrada de Ca a través de los VOCs ¥y ROCs, sino
también para inhibir la movilizacién del [Ca]i almacenado,
ambos fdrmacos preducirian una disminucién de la [Ca)i,dispo-
nible a nivel de las proteinas contractiles que explicaria
su capacidad para relajar anillos de aorta previamente
contraidos por KCl y/o NA., Los resultados presentados en la
figura 14 muestran la gran potencia del alginor para relajar
las contracciones producidas por el KCl, confirmando su gran
potencia antagonista del Ca. De hecho, el IC,, para inhibir
las contracciones inducidas por el KCl era 7 d&rdenes 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 administracién conjunta de KCl y NA. Este
hallazgo, unido a su potente accidn inhibidora de la contrac-
cidn inducuda por 80 mM KCl indica gque las acciones vasodila-
tadoras de este fadrmaco no pueden atribuirse a sus propieda-

des agonistas de los canales de K (WESTON, 1989).
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Queda finalmente por comentar que en nuestros experimen-
tos los efectos, tanto de el huscopidn como del alginor, eran
practicamente abolidos en aortas sin endotelio. Ello sugeria
gue parte de sus accicnes vasodilatadoras estarian mediadas
a través de la liberacién de algun factor relajante de origen
endotelial. Mds aun, dado gue la mayoria de los factores
relajantes de origen endotelial (NO, EDRF, prostaciclina,
nitratos, peptido natriurético atrial, etc) estimulan la
actividad de la guanilatociclasa, seria posible gue las
acciones vasodilatadoras de alginor y buscopan también
estuvieran relacionadas con su capacidad para estimular dicha
actividad enzimdtica (FURCHGOTT y cols, 1984).

El endotélio Juega un importante papel come modulador
del tono wvascular y en la agregacidn plaguetaria {FURCHGQTT
y ZAWAZDKI, 1980; FURCHGOTT y cols 1984}, La liberacién del
EDRF se ha demostrado que va precedido de un aumentc en la
concentracién de Ca intracelular ; es decir, que el aumento
de la ([Ca])i seria un paso previa para la produccidn y
liberacién del EDRF y, por tanto, en los procesos de relaja-
cién dependientes del endotelio (LONG y STONE, 1985a,b;
VANHOUTTE, 1988). A favor de ello estd el hallazgo de gue la
eliminacidn del Ca del medio de incubacidén inhibe la relaja-
cidén. El origen de este aumento del [Ca]i parece ser princi-

palmente extracelular, aungue puede haber una pequefia
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participacidén del Ca liberado de un depdsito interno (JOHNS

y cols, 1887a).

Diversas observaciones han demcstrade que la liberacién
de EDFR desde las células endoteliales es un proceso depen-
diente de Ca:

a) En cultivos de células endoteliales el iondéforo de Ca,

A 23187, produce una relajacién endotelio-dependiente y la
liberacién de EDRF (FURCHGOTT, 1984; COCKS y cols, 1988).
Esta relajacién se inhibe en un medio carente de Ca (SINGER
y PEACH, 1982) y per antagonistas de Ca (SINGER y PEACH,
1982; LONG y STONE, 1985a,b; GRIFFITH y cols, 1986), lo que
confirma que la liberacidén de EDRF estd acopladc a la entrada
de Ca desde el medic extracelular.

b) Ca y los antagonistas de Ca de tipo dihidropiridinico
liberan EDRF (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 liberacidén de EDRF por los antagonistas de Ca (MILLER
y cols., 1985; ANGUS y cols, 1989; JAYAKODY y cols, 1987);
ademds, el agonista de los canales de Ca, BAY K 8644 (que
abre los canales voltaje-dependientes tipo-L}, no produce
modificacién de la relajacidn dependiente de endotelio en
anillos de aorta tordcica de rata (SPEDDING y cols, 1986).

Desafortunadamente, desconocemos qué tipo de canales de Ca
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son responsables de la entrada de Ca responsable del proceso
de liberacién de EDRF, e incluso se ha sugerido la posibili-
dad de gque las células endoteliales no poseen canales de Ca
voltaje~dependientes (COLDEN-STANFIELD y cols, 1987; MOR~-
GAN-BOYD y cols, 1987). Sin embargo, esta afirmacidén 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 ¢ols, sugieren que el mecanismo de accién del endotelio se
realizaria a través de canales voltaje-dependientes de Ca;
utilizando técnicas de binding en arteria la coronaria de
cerdo, observaron un lugar de binding distinte al de las
dihidropiridinas. Por otra parte, en cultives de células
endoteliales, BK estimula la fosfelipasa € con liberacidn de
un segundc mensajero, IP, (DERIAN y MOSKOWITZ, 1986; GANT y
cols, 1986; LAMBERT y cols, 1986). Este hecho, junto con la
evidencia de gque, al menos inicialmente, se necesita Ca
intracelular para la liberacién de EDRF (LUCKHOFF y BUSSE,
1986) y que el mantenimiento de la respuesta pueda deberse
a la entrada de Ca extracelular, indica que la liberacién del
EDRF es un proceso similar al descrito para otras células
secretoras (WILLIAMSON, 1986; BERRIDGE, 1987). Ademds del Ca,
el oxigeno, es también necesario para la liberacién de EDRF
{FURCHGOTT y ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1984}. El oxigeno es

preciso para la sintesis de NO y/o para el acoplamiento
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agonista-receptor con el mecanismo de liberacidn de NO {IGNA-
RRO, 1989).

MONCADA y PALMER (1990), sugieren, en humanos, gque la
formacién constante de 6xido nitrico por el vaso seria
necesario para el mantenimiento del tono vasodilatador y el
normal funcionamiento del sistema cardiovascular. Asimismo,
el 6xido nitrico participaria en los mecanismos de regulacidn
y transmision celular (MONCADA y cols., 1989).

Dado que el alginor, necesita la presencia de un
endotelio funcionalmente activo, cabria esperar que eén su
mecanismo de accidédn estuviera involucrado el endotelio
funcionante.

Por otra parte sabemos que los receptores muscarinicos
M, ¥y M; estédn ampliamente distribuidos en el tejido vascular
mediando dos tipos de respuestas: contraccidn directa y
relajacidén indirecta mediada por la liberacidn de EDRF (VAN-
HOUTTE y SHEPHERD, 1983; MAEDA y cols, 1988; SCHIAVONE 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 gue un
posible mecanismo de accién seria a traves de receptores M,,
dado que este receptores es el que en la mayor parte de las
preparaciones modula la respuesta mediada por EDRF (EGLEN y

WHITING, 1990). Este bloqueo de receptores M, impediria que
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se produzcan toda la cascada de eventos posteriores, estimu-
lacién del recambio de fosfatidil inositol por proteina
reguladoras (Gﬂ, aumento de la wovilizacidn del Ca intrace-
lular y aumento de la entrada de Ca (CHISTIE y NORTH,
1988) ,que darian lugar a la contraccidn vascular. Ahora bien,
este bloqueo de receptores M; a nivel del endotelio no seria
suficiente para explicar en su totalidad la accidn vasodila~-
tadora de los fdrmacos estudiados, dado que presentan accio-
nes, si bien es cierto que menores, aun cuando el endotelio
no esta presente.

Por todo ello pensamos que la acciones vasodilatadoras
de los farmacos estudiados, buscopdn y alginor, serian
debidas a miltiples mecanismes, siendo el mas importante su

efecto antagonista de calcio.



CONCLUSIONES
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1. En la presente Tesis Doctoral hemos comparado, sobre
bases equimoleculares, los efectos de dos fdrmacos, buscopdn
y alginor, en anillos de arteria aorta de conejo con y sin

endotelio.

2. En anillos de arteria aorta con endotelio, ambos
fdrmacos relajan la tensién basal e inhiben inhibian las
respuestas inducidas por KCl y la NA. El buscopdn era mds
efectivo frente a la contraccidn inducida por NA que la
inducida por KC}, por el contrario, el alginor era mds
efectivo para inhibir la contraccién inducida por el KCIl.
Asimismo ambos farmacos relajan las contracciones inducidas
por ambos estimulos, siendo igualmente méds efectivo el
buscopdn para relajar las inducidas por NA y el alginor las

inducidas por KCl.

3. En anillos de aorta sin endotelio, el alginor inhibe
la contraccién inducida por el KCl y relaja la contraccidn
inducida por despolarizacidén. Sin embargo, la potencia era
significativamente menor a la producida en aortas c<on

endotelio.
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4. Ambos farmacos 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-0Ca y
despolarizados con KCl, tras aumentar la concentracidén de

[CalJo (4-5 mM) era posible revertir el efecto.

5. Ambos fdrmacos parecen inhibir la movilizacién de
[CajJi desde los depositos intracelulares (sensibles a

noradrenalina}.

6. En la arteria aorta de conejo, ambos fadrmacos inhiben
el flujo de entrada de “’Ca estimulado por KC}! o NA, siendo

nuevamente mds potente el alginor que el buscopdn.

7. Podemos concluir que ambos fdrmacos, sobre todo el
alginor, incluso a concentraciones muy bajas (107'°M), eran
capaces de 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, podia revertirse al incrementar la [Ca]o.
Ademds para ejercer su accién vasodilatadora es necesaria la
presencia de endotelio, por otra parte ambos fdrmacos ejercen
importantes acciones a nivel intracelular que podrian estar
relacionados con su capacidad para tnhibir la movilizacidn
de [Ca]i almacenado. En cualquier caso, el resultado final
de todos estos efectos seria una disminucidn de la f[Cali y

la relajacidn de la fibra muscular lisa vascular.
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