UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
Facultad de Medicina
Departamento de Farmacologla

ESTUDIO SOBRE LA IMPORTANCIA DEL
CALCIO EN LA VASOCONSTRICCION
MEDIADA POR ESTIMULO DE
RECEPTORES ALFA-1 Y ALFA-2

VASCULARES |

e B



Coleccién Tesis Doctorales. N.2 97/02

© Alfredo Pintado King

Edita e imprime 1a Editorial de la Universidad
Complutense de Madrid. Servicio de Reprogratia.

Escuela de Estomatologla. Ciudad Universitaria,
Madrid, 1992.

Ricoh 3700
Depdsito Legal M-12183- 1992
N TR e 0



L\ :%

N (%
j'_V

La Tesis doctoral de D. #’?ﬁcfp ‘6?“ "é 4 e,

fitulada. Chudte Yol Vo ﬂ\."!msm}& a.t’zg. Caleio )&M(){L
eaocansicads. il AEp IR 8 X

Director Dr. D, ... JX4s20 4. . 4 2 X Qresilid

fue leida en la Facultad/de MEDICINA de la

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID :
.. de 197/ ante el tribunal constituido

por fos siguientes Profesores:

Presidente....,;/.)ﬁ’&%’....‘ %"3(1*&@" @;&— féﬁ

Vocal.

!
habiendo recibido la calificacion de/"?:d"ﬁ? ol
Houde. /m‘i Ltrsaid i el ... .




« ALFREDO PINTADO KING -

ESTUDIO SOBRE LA IMPORTANCIA DEL
CALCIO EN LA VASOCONSTRICCION
MEDIADA POR ESTIMULO DE RECEPTORES
ALFA-1 Y ALFA-2 VASCULARES

DIREGTOR: Dra, M® Amaya Alelandre de Artinanc

Profesor Tiular de Farmacalogla

- UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID -
FACULTAD DE MEDICINA. DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA
191



gacu ftad de C”Zec{icina

Universidad eomp{uhnso
Tetaf, L4378 55

&t (Dimcfor
el (Dg‘pnrlamenlo de qarmacnl’ogia

PEDRO LORENZCO FERNANDEZ CATEDRATICO-DIRECTOR DEL
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA DE LA FACULTAD DE ME-
DICINA DE LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

CERTIFICA:

Que la Tesis Doctoral que lleva por titu
lo “ESTUDIO SOBRE LA IMPORTANCIA DEL CALCIO EN LA
YASOCONSTRICCION MEDIADA POR ESTIMULO DE RECEPTO-
RES ALFA-1 Y ALFA-2 VASCULARES" ha sido realizada
en este Departamento bajo la direccién de la Dra.
M2 Amaya Aleixandre de Artifiano, Profesor Titular
de este Departamento, y reune todos los reguisites
necesarios para poder ser defendida y optar al Gra
do de Doctor en Medicina y Cirugia.

Madrid, 23 Abril, 1891.




e LINIVERSIGAD GOMPLUTENSE
. 28048 MADRID
v TELEF 3 23

DPTO, DE FARMACOLOGIA

FACULTAD DE MEDMCIHA

M: AMAYA ALEIXANDRE DE ARTINANO, PROFESOR TITULAR
DE FARMACOLOGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA
UNIVERSIDAD COMPLU'I‘ENSE DE MADRI= i

CERTIFICA:

Que el trabajo experimental titulado
"ESTUDIO SOBRE LA IMPORTANCIA DEL CALCIO EN LA VA-
SOCONSTRICCION MEDIADA PGR ESTIMULO DE RECEPTORES
‘ALFA-1 Y ALFA-2 VASCULARES" ha sido realizado por
D. ALFREDO PINTADO KING bajo mi direccidn y tute-
la, reuniendo todas las condiciones necesarias
para gque con €1 pueda aspirar a ia obtencidn del
grade de Doctor en Medicina y Cirugia (Farmacole-
gial.

Para que asi conste a los efectos oportu
nos autorizo la presentacidn a tramite de dicha
Tesis Doctoral ante la Comisidn de Doctorado.

Madrid, 23 Abril, 1991.




DEDICATORIA

A ml mujer Mercedes y mis hijos Pilar, Alfredo y Jorge,
en compensacién del tiempo que les he sustraido para

elaborar esta Tesis.



MI AGRADECIMIENTO:

A la Dra, M®* Amaya Alsixandre de Artiiano como directora de esta Tesis
Doctoral, por su amistad, dedicacién, consejos y estimulo a lo largo de

estos anfos.

Al Dr. Pedro lorenzo Fernéndez, Director del Departamenio de
Farmacologia que ha proporcionado los medios necesarios para la

realizacion de esta Tesis Doctoral,

A los Dres. Garcia Mora, Lisazoain y Puerro que me ayudaron en momentos
dificites.

P 8 LT

Este trabsjo ha sido subvencionado por la Direccion General de
Investigacién Cientifica y Técnica del Ministerio de Educacion y Ciencia, y
por Quimica Farmaceltica Bayer S.A. Quiero también agradecer a la Caja
de Ahorros de Madrid |la ayuda parsonal facilitada para la realizacion ds la

presente Tesis Doctoral.



1.1.- Distribucién del calelo en el cusrp o human.......cumeamn
1.2.- La membrana plasmética como barrera de Intercamblo de lones......

1.2.1.- Estructura molecular........

4

7

4

1.2.2.- Permeabilidad y transporta do mombranas..uwomiiewd 1

1,2.8.- Canalas BniCos. umummaimmsssnis s s sassies s § 9

1.2.3.1.- Canal de Na‘.......

1.2.8.2. Canal d8 K* v i s s e

1,2,3,3.- Canal de Ch... i s mssssss s s

1.2.3.4,- Canal de Ca** ..o

1.3.- Agonistas y antagoniatas del caltlo...... s e

1.4, Imporiancia del 1én Ca** para la contraccon SelIaf . i

1.5.- Receptorss vasculares o 8Arenérgleo8.. s e

1.6~ Antecedentes y objetivoa de esta Tesis Dottoral.....mimmmnn
2.« MATERIAL Y METODOS....uummsanmmms e st e ss sy
2.1.- FArmacos, matodologla general y condiclones de irabajo..

2.2.- Praparacién de "phhed-rat’....e s i

w18

.18

w20

28

A2

56

B2

e T0

T

)]

2.3 Preparacién de anillos de aofa dé CONBJO s o T8

2.4.- Ensayos en "pRed-rath .. memimsns oo s s s

.80

2.5.- Ensayos en anliios do aora do CONBJ0uimmmmummmmi s TR : &



2.6.- Tratamiento estadislico de 103 resUKABOS. .. iemessne e BE

3.- RESULTADOS sy 91

3.1.- Resutacios de los ensayos an "phed-rat....weme 82

3.2- Resullados de los ensayos en anilos de aorta de €ONg|o.....n 141

4.+ DISCUSION.....eiueeesivrmirissenes

ai.- Dlscuélt;n de los resultados en pithed-Fal .o 178

‘42.- Discuskén de los resultados on anilios de aoria de CONB[O.vvurrin 1B

5.~ CONCLUSIONES.....cecconeemresssrvsnns . 218

..................................................... [ETTTT IR TR

B.- BIBLIOGRAFIA. vverresserrssesrees o 219

.......................................................... LTI TS



ABREVIATURAS

A: angstrom

Ach: acetiicolina

ACV: accidente cerebro vasoular

Ad: adranaiina

ADP: adenosin difosfato

Aga: agonista(s} alfa

AgCa: agonista(s) del calcio

AMP. adenosin monofosfate clelico

AnCa: antagonista del calclo

ATE: adenosin triiosfato

Ca**,, ! 16n calcio exiracelular

Ca**,, ! Ibn calclo Intracalular

CLM: cadena(s) ligera(s) de milosina

CMD: calmodulina

CTP-PA: citidil transferaga para fcido fosfatidico
D; dalkons

DE,: dosls efectiva 50

DG: dlaciiglicerol

DHE: dihidropiridinas

DNA: Acldo desoxirlbonuclalco

EDTA; elilen-dlaminc-tetracetato

EGTA: etilan-glicol-{ 3 -aminoetiieter)tetraacetato
ESM:; error standard de la media

GABA: écido 7Y hidloxibutirico

la.; intrartgrial

IP: Inositol 1 fosfato

IP,; Inositol 1,4, difosfatlo

I, Inosticl 1,4,5 trifosfato

JUPAC: Unldn Internaclonal de Quimica Pura y Aplicada
fv.: Intravenosa



kD: Kilodatons

L canal L de calclo siuado an neurona
L,: canal L de calcio situado en mosculo
mM: miiimolar

mV: vilivoltio

mS: milslemens

HM: micromolar

W microwatio

NA: noradrenalina

nm: nanometro

OMS: Organizactén Mundial de la Salud

PA: &cido fosfatidico

Pl losfatidlinositol

PIP. fosfatidlinositel 4-fosfato

PiP;: fosfatidiinositol 4,5-difosfato

pmol: picomolar

ps: picosiamens

PSD: presién sanguinea dlastélica

ROC: Canal(es) operados(s) por receptor o receptor dependiente(s)
TCX: TaiCatoxina

TEA: letraetiamonio

TTX: tetrodoloxina

VOC: Canal(es} operado(s) por voftaje o voltaje dependiente(s)
w-CgTx: w-conotoxina o toxina w-VIA conus geographus,



1.- INTRODUCCION



1.1.- DISTRIBUCION DEL CALCIO EN EL CUERPO HUMANO.

El calcio s un elemento abundante en la naturaleza. Aparece formando pare
aproximadamente det 3.4% de la llosfera. Es un metal alealinotérreo, situado en |a
labla periédica sn el grupo IiA, cuyo n* alémico es 20, y cuya configuracién
eleclrénicaes: 184 2¢%, 2p% 352, 3p*, 46 Sus caracleristicas quimicas, junto con
las de otros elementos también presentes en el cuerpo humano figuran en la Tabls |,

TABLAL

CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LOS DISTINTOS
IONES ABUNDANTES EN EL CUERPO HUMANO,

Ca** Na* K+ Ct Mg+

Radio def i6n en A 1.97 1.90 23 0099 1.60
Radio meldiico o covalente en A 088 095 133 170 068
L { elactrén voltios ) 6.11 5.14 4.34 1296  7.64
I { electran voltios } 11.87 4729 31.81 15.03
&nergla de red { voltios ) 287 27 282 139 234
Punto de fusién ( 'C } 851 98 835 -103 851
Punto de ebulicién {"C} 1437 883 789 -35 1107

Iy = Potencial para la primera lonizacién
I; = Polenclal para 12 segunda ionizacién
{ Tomada de Cotlon y Wilkinson 1986 )



El potenclal de lonizaclén como se ohserva en fa Tabla | no es muy alto para
la 2% lonizaclén, por o que ganaralmente s presenta an forma cie catién divalente
Ca**, Este presenta una configuracién externa de 8 sloctrones tipo 3 &% 3 p* que
tiene una densidad de carga simétricamente estérica, y es muy estable. El potenclal
de lonizacién depende en realidad de la carga, radlke y configuracién electrénica, y
es Inverso a la propla establidad del catién, El catién divalente Ca** es capéz da
formar ficliments complajos con proteinas que tengan alto contenido en glutimico
y aspértkeo, siendo este faclor determinante de reacciones blolégicas,

Se puede comprobar por las medidas de los raclios de los Jones roalizedas
mediante técnicas de difraccién de rayos X, que los jones Na* y Ca** tienen un
radic muy semejante, por lo que dada la concentracién de ambos en el cuerpo
humano no es extrafio que sean los principales lones qua se inlercamblaran a
través do la membrana plasmélica, Otros lones como el Gty of K* difunden con mas
dificullad por su tamafio, o bien como en el caso del Mg** difunden poco por la
escasa cantidad existente en el organismeo.

En el cuerpo humano el calclo se encuentra fundamentaimente {ormando parle
de los huesos, Ei hueso compacio estd lormado por alrededor de un 25% en peso
do matriz organica y un 76% en peso da sales. Estas sales cristalinas que se
depositan entre la maltriz organica del hueso, son principsiments sales de calclo y
fosfato, slendo la hidroxapatia la sal més Imporiants. Estos cristales célckos
presentan forma da placa delgada y alargada, da 200 a 400 A de longlud y de 10
a 30 A de ancho, existiendo entre ellos lones Mg**, Na*, K, CC,H que no forman
redes cristalinas sino qua sa encueniran stuades en la superficie de los oristales de
hidroxiapatita.

De la fraccién total del cakio dseo, hay una pequedia parte del calclo que oscila
entre ¢l 0'4 y 1% ( dependiendo de la edad del suleto ¥ del tipo de hueso ), que se
encuentra sn forma fAcimante Intercambilable con el calclo plasmélico. Eslo es
debkdo a que forma sales de mds facl movilizaclén que la hidroxiapaiita.

En ol plasma hay unas cifras de calclo de 9.8 + 0.5 mg%, lo yue supone una
concentracién aproximada de 2.4 mM.J. Ef cakle plasmatico se encuentra de Ires
formas diferentes :

1.- El 40% aproximadamente { lo que supone una concentracién de 1.0 mMA)
esi4 combinado a las protelnas plasméticas no pudiendo por tanto difundlr por ia



membrana  capllar. -

2.- E150% (1.2 mM./L ) aparece ¢n forma de cakie lénico ( Ca** ), siendo esta
forma fonizada la que difurde a través de la membrana capllar.

8- B1 10% restante { 0'2 mMJ/. ) no aparece como calclo lonizado, $ind
combinado con olros componentas del plasma en forma de cltratos y compuestos
semefantes.

Los datos sobre ia distribucién del calcie en el cuerpo humano se han tomado
de Valotion 1865 ¥ Guylon 1988 .



1.2.- LA MEMBRANA PLASMATICA COMO BARRERA
DE INTERCAMBIO DE IONES,

1.2.1.- ESTRUCTURA MOLECULAR

La membrana plasmética forma el kmita entre el Interior de la célula y & medio
ambienta que la rodea. Estd encargada de conservar el ambiante interior maerced a
sus propiettades de permeabilidad y a su capacidad de transportar lones y
nuirientes.

La propussta inkclal de su estructura fue formulada por Danleli y Davson (1935),
qulenes mantuvieran |a teorfa de la " membrana unitaria *, describlende la membrana
con un aspecto trilaminar de doble capa profelca (una exterlor y otra interlor), y una
capa intermedia bimolecular de Kpldos, Esta configuracién fue descrita por estos
autores al observar que aparecian tras bandas come arlefacto da las tinciones. Este
aspecto era simllar en todas las membranas plasméticas, aunque la composigidn an
proteinas y ¥pides diferla considerablemente de unas a olras,

Posteriormente como resultado del perfeccionamiento de los métodos de
Investigacién, se sstablecieron diversas modificaciones sobre esa estruclura. Hoy en
dia la estructura de la membrana plamética se encuentra muy definkia merced a |a
aplicacidn de las técnicas de difraccién de rayos X, y de congelamiento-fractura,
réplica y microquimica.

E! modelo més aceplade hoy es el {6rmulade par Singer y  Nicolson (1972).
Estos autores proponen una membrana de configuracién esimétrica, y de espesor
entre 70 y 100 A, que no es permeable a las macromoléculas (Figura 1).
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FIGURA 1,- Representacion esquemélica segun Singer y Nicolson de |a estruciura
de lamembrana. GP, glicoproleina con residuos letminales de dcido sidico (W) hacia
of axterior, PM, maonocapas de prolsina estructural en la superficle externa e interna,
LL, capa lipldica bimolecular en la qus se distinguen los grupos polares de glicarol
(GL) hacla ol axierior ¥ los grupos apolares da los fosfolipldos (HT} hacla el Interior,
Pl pratelnas inlrinsecas que slraviesan coempletaments !a membrana y formaran los
canales, FE, prolefnas extrinsecas que no alraviesan la membrana y forman los
teceptores.( Modificacidn el ssquema da Bowman y Rand 1984 )



Nos enconiramos por tanto con una blcapa lipldica compuesta principalmente
por fosfolipidos, glicolipidos y colesterol, orlentados de tal manera qua los grupos
polares o hidrofilos de  las moléculas (glicerol) se encuentran situados hacla el
axterior, mlentras que las cadenas apolares ¢ hidréfobas de  &cldos grasos se
encuentran situados hacla el interlor, Esta eg  una disposicion general, pero  en las '
distintas membranas los fosfolipidos conflanen Acldos grasos que pueden ser
saturados o insaturados, Sl 1a proporcién de dcidos grasos Insaturados o5 elevada
ga provoca una deformacién estructura! que irae como consecuencia una disposiclion
menos ordenada de las colas de los &ckios grasos. Esto hace que la estructura sea
menos (fgida, dando a la membrana un caracter més fluldo y aumentando por tanto
su permeabiildad,

Por otra parte, otro do los compomentes grasos de la membrana es el
colesterol. El colesterol se encuentra en mayer abundancla en la parie interna de la
membrana y condrlouye a dar mayor rigidez a la estructura inmovilizando las colas
de los &cidos grasos. Por tanto disminuye la permeabllidad, y conirarresta el
efacto descrito por la abundancia de &cidos grasos insaturados.

La capa proteica e también doble (una exterlor y otra Intarior). Muchas de las
protelnas integrantes tlenaen natursleza  anfipética por estar compuestas de
amimoécidos polares y no polares, tendiendo las partes polares a disponerse hacia
la supericle externa de la membrana { zona de [as regiones polares ), y las paries
no palares hacla la zona no polar Intarna lipidica, compuesta como se ha descrito
por los Acldos grasos ¥ el colesterol,

Ademéas de las proteinas de la doble capa, existen olras queé afraviesan
completamente la membrana de parte a parte, y que se denominan protelnas
intrinsacas, y olras que penetran en la membrana pere sin atravesaria y son las
Ysmadas protelnas extrinsecas, La misién de las  protelnas intrinsecas es la de
formar Yos poros o canales, mientras que las proteinas  extrinsecas forman pare de¢
los receptores,

Mas externamente a lodo lo descrito, $e encusnira una capa que 8s una
prolongacién de glicolipidos o de glicoproteinas, y que presenta como caraciarisiica
més relevanie la sbundancia de &cido sidlico, por lo que se encuanira cargada
negativamente y permie la flacién de los milliples caliones éxiracelulares,
principaimante Ca**, Na*, K*, A estas porclones de carbohidraios les corresponden



parte de as propiedades anligénicas de las suparficies celulares.

De este modo las protelnas que se encuantran en el choplasma, al no poder
salir al exterlor, alraerfan hacla el Interior moléculas de agua, y la célula estallarfa si
no luese porque existen en el axterlor sustanclas que equillbran este juego de
presiones, Entre las sustancias presentes en ol extorior celular estdn los iones que
se encueniran en distintas concentraclones dentro v fuera de la célula, como se
puede apreclar en al Tabla I,

TARLAL

CONCENTRACION DE ALGUNOS IONES IMPORTANTES
EN EL |NTE_F_IIOFI Y EXTERIOR CELULAR.

o "Cohcémracién  Concentracién
16n exiracelular{mi) intracelular(mM)
Ca*t 2-5 104 - 10°
Na* 130 - 150 5-20
K 3-8 120 - 140
cl 100 - 140 2-10
Mg** 1-2 10 - 30

( Tomada de Riegg 1988, con modificaciones )

La dilerente concentracion de fones entre el exterior celular y ef citoplasma, trae
consige una diferencla de polenclal enlre la parte externa y la interna  de la
membrana,‘que en algunos casos puede llegar a ser de hasta -85 mV. La parte
externa se encusnira cargada positivaments por of exceso de calionas existentes
respecto a la parte fnterna. Para conservar esta diferencla de potenclal eléctrico, la
membrana presenta unas propiedades dlaléctricas, que unidas a la facllidad de paso
que tlenen ias sustanclas grasas frente a ofro tipo de moléculas, sugieren que la
mayorla de fa membrana esta formada por sustancles lipidicas.
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1.2.2.- PERMEABILIDAD Y TRANSPORTE DE MEMBRANAS

La descripcién matematica de la conduccién del impulso  elsclico en la
membrana plasmaética estd basada en corrlentes idnkcas de clrcuilo locales. Sa
denominé "ieoriz del cable®, y fue postulada por Hodgkln y Rushton { 1846 ) para
describr las  consecuenclas del fuje iGnico en la propagacién eléctrica
unidimensional, quée es la més sencilla ,

Una vez postulada la ecuacién general, la estrategia experimental para aslar los
companentes de Jas corrlentea |nicas individuales se ha basado en emplear técnicas
cinéticas y farmacoldgicas. Los iones se desplazan a través de !as membranas
pasando por canales que discriminan entre distintos portadores da carga, y asl la
permaablidad de un canal a verios iones se denomina ™ selectividad * del canal y
queda refisjada por la sigulente ecuacion !

li=GI{Emp . (Em - E}
Il = corrlente Knica
GI{E m,f) = conductancia dependlente clel voliaje y tlempo
Em = potencial de membrana bajo control experimental
El = polencial de equilibrio de un canal pariicular

Esta scuaclén es una simpfificacidn de la formulada por Hodgkin y Rushion, ¥
podemos observar en alla quae existen una serle de factores que posibiitan o Implden
¢l paso de determinadas moléculas o lones a través de la membrana, y que con
caractor méas general se resumen en: volumen, carga, Jiposulibilidad y gradiente de
concentracién,

Las moléculas de gran tamafio atraviesan la membrana por procesos de
pinocitisis o exoctisls, mientras que las moléculas de pequeiio tamaiio, dependiendo

. de las ecuacldn vista, asi como de los lactores descritos, alraviesan la membrana por
lres mecanismos fundamentales que han sido descritos por miltiples autores :
* Difusién pasiva
* Difusién facilitada
* Transporie activo

11



Madiante un mecanismo de gdifygldn pasiva penetran con tfacilidad al Interlor de
la célula Jas moléculas de pequeiio tamafo que no son polares, Sl la molécula es
pequefia y polar pero sin carga, puade peneter también por este mecanismo (ej.
agua, urea, glicerol..}. Las moléculas lonizadas no pueden penetrar por este
mecanismo.

La divsin facliada se efectda por medio de proteinas especificas de la
membrana que pueden actuyt como canales especilicos, o como sistemas
Iransportadores. Por este mecanismo se intreducen as moléculas o iones a favor de
un gradienta elactroquimico, por kb que la caracteristica fundamental para que exista
ditustén faciftada es que no exlsla gasto de energla. Los cuatro lones més
Importaniss que regulen la actividad celutar { Na*, K*, Cf, Ca**) tienen diferentes
canales que ulilzan este lipo de mecanlsmo para pasar a iravés de la membrana,
Estos canales se describlrdn con detalle més adelants, y tienen fundamantalmente
dos mecanismos  de aperiura, As pueden abrrse mediante una despolarizaclén
previa en la membrana, y son los canales operados por voliaje o voltaje
dependientes ( VOC ), o blen puede abrirse mediante la interaccién de un ligando
a un recaptor asoclado &l  canal y son los canales operados pot receplor o
receptor dependientes { ROC ). Los t&rmacos pusden actuar en sl recaptor
ocupndol y presentando una accién agonista o antagonista, o blen pueden
bloquear el canal proplamenta dicho medlante una Interacei&n con una molécula del
canal,

Cuando se realiza un transporls a través do fa membrana en contra de un
gradients , Utizando protelnes a modo de transportadores ¥ acoplando una fuente
de ‘energia para su  consumo ( en general es la hidrolisis de ATP o adenosin
irifosfato a ADP o adenosin difostata ), tenemos un fransporte _active,

A ambos lados de la membrana ya ssbemos que exislen  diferentas
concentraclonas de lanes, como quedé reflafado en la Tabla Il Como consecuencla
de la apariuia de los canales descritos entran yna parte de estos lones, deblendo
ser posteriormenta trangportados al exterior para qua se restablezca la normalidad
en la distrbucién idnica en  contea de un  gradients de concantraciones, y a veces
de cargas. Este proceso se realiza usualmente mediante el intercambio da un i6n con
olro por medlo de un slsiema enziméatico conocido con el nombre de ATPasas o
bombas ds fones, que funciona coma un sfstema de transporte  aciivo,

12



Se han descrito fos sigulentes sistemas de intercamblo de fones { Florez y ool
1986, RGegg 1968 ):

a) Na*/K*-ATPssa .- Esta bomba flene una Importancia fundamental an el
polencial de acckén en las células nerviosas, y es de vital imporlancia en sl
movimlento Knico en  las células del tibulo renal, del hematls, del midsculo
cardlaco,ete. Su nimero por cada célula es de varioa clenlos de  miles, Por cada
molécula de ATP hidrolizado bombea tres moleeutas da Na* hacla el exterior y dos
moléculas da K* hacla @l Interlor, por lo que es una bomba electrdgena. El enzima
rasponsable de este transporte active es por lo tanto la ATP-asa Nat/K* que estd
formada por dos subunidades |y 3. Laex tlene unos 120 kD de peso molecular,
mientres que la 3 es una glicoproteina de 50 k0. Un potente Inhibidor de esta
ATP-asa as la ousbaing, uno de los muitiples gluctsidos de la digital.

b) Car*-ATPasas .- Utlizan tamblén el ATF como fuente de energla. Los anzimas
responsables son protelnas ATP-asas Ca**/Mg** dependlentes da [as que se han
aislado al menos dos. La mayor de 140 kD e sensible a la calmodulina (CMD), que
&5 una proteina abundante en el citoplasma con cugiro sitios i@ unién para ios lones
Ca**. Dos da los sitios estén ccupados permanentements, ¥ fa unkin a un tercera
y posiblernante a un cuarlo 16n calcio es lo que modifica la estructura de la CMD,
convirtiéndala en un aciivador da la bomba de calclo, La funcién v estructura do fa
CMO se describiré con més dotalle en et apartado 1.4. La extraordinaria alta afinidad
de 1a Ca**-ATPasa por el cakio hace que exiralga los ionas calcio de la célula a
pesar de la gran diferencia de concentraciones que exista entre el Interlor y el
oxterlor { la concentracién es del orden de 103 a 104 vaces superior en ol exterlor).
Probablamente, el transporte de iones Ca** osld acoplado a la toma de dos H*, por
lo que es neutro desde el punto de vista elécirico, El nimero de moldculas
Ca**-ATPasa por célula 83 més reducida que el de Na*/K*-ATPasa ( algunos miles
por célula frente a los varios clentos de miles}. Esta bomba est4 presante en lodos
los ipos de célula, por ko que se aupone desde el punic de visla evolutivo que es
muy antigua. Existe otra Ca**-ATPasa en el reticuio endoplésmico que es més
paqueiay tiens un peso molecular de 94 kD. No es sensilo a la CMD, slno que
es activada pot medio de una fosiorilacisn dependiente del adenosin monofosiaie
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ciclico { AMPc ). Esla bomba disminuye la concentracién de calcio en el

cttoplasma, rellenando fos depbsitos Internos de calclo que posteriormente servirdn
pata o fheracién del calcio intracelular,

c} Intercambio Na*/Ca+*.- En algunas membranas celulares, como puade ser el
sarcolema de las ¢fiuias miocardicas, la bomba de intercamblo Na*/K* genera un
gradisnta l5njco que so asocla a un transportador Na*/Ca** que es bidiracclonal y
qus intercambia ttes moléculas de Na* por una de Car+, siendo por tante ol
resufiado  dlectrogénico. Asl pues, la salida de res Na* y entvada de dos Kr se
acopla con la entrada de Jos res Na*  y salida de un Ca**, Mo se conoce ningan
fimaco que allere direclamente este transporiador, aunque fa inhiblclén de fa
KTPasa Na*K* puede Infiuir directamente sobra &)
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1.2.3.- CANALES IONICCS

Hemos visto que como resultado de las diferentes concentracclones de lones,
estos pueden atravesar las membranas de una forma pasiva mediante una difusion
{aciltada.

De entre los slstemas que posibliitan este flujo de iones, los més Importantes
son en realidad ios canalas de lones. Son especificos en mayor ¢ menor grado para
determinados lones, ¥  estan regulados como se ha sefialado por camblos de
potenclal de membrana { VOC ) o por receptores { ROC ) que permiten su apertura
o clerre,

Aunque el punto principal a conslderar para esta Tesis es la cinamica del i4n
Ca** por los canales del mdsculo liso vascular, merece la pena describir al menos
someramente el resto de los principales canales para oiros lones, Son importanies
ademé4s las Implicaclones tan cercanas qus tienen los mecanismos de apertura y
ciarre de los distintos tipos de canales, y en el caso de los canales del Na* la
investigacitn ha podido profundizar mucho sobre su estruclura y mecanismos de
funcionamiento, permitienda por analogla Ir descubrlende o al menos Intuyandeo los
del resto,

1.2.3.1.- CANAL DE Na*

So han descrito canales de Na* que son opetados por receptor {Na* ROC), y
canales de Na* que son voltaje dependientes {Na* VOC ).

Segln Rulf {1986} el canal Na* AQC esta asoclado con el receptor colinérgico
doe naturaleza nicotinica, y ha sido parfectamente estudiado en clertos invertabrados
marinos como es el "Torpedd marmorata®, debldo a la riqueza de receplores nicotinlcas
que posee, Se Irata de una preteina pentamérica de cinco subunidedes: 2a. 13,
179y 1. Tiena 140 A de large, por 80 A da ancho; sobresaliendo unos 70 A hacla
la parte externa de la membrana y 30 A hacla la parte inferna choplésmaﬂca;
habléndose calculado que tlene un diémetro aproximado entre 3 y 5 A por sl
tamafio de las moléculas que lo atraviesan.

Las subunidades aisiadas tlenen pesos moleculares de 40 kD lacx, 50 kD lag,
60 kD la Yy 65 kD la §. Mediante técnicas do clonaje de DNA se ha podido saber
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la secuencia exacta de sus subunidades protelcas y las de sus genes codiflcadores.
Los pesos moleculares de Jas subunidades calculados al conocer la secuencia
exacta de fos aminoécidos difisren algo da las sefelados anteriormente, y asl nos
encontramos con que serfan de 53649 D para lacy, 56060 D para laf3, 58083 D
para fa’y y 56792 D para la § . Las derenclas entre lo que predice la sacuencla de
aminoditidos ¥ lo que resulta de alslar las subunidades de los tejidos se debe a la
proteoiisls que sufren en los procesos de manlpuiacién, Por otra parte, asta
demostiadu que la secuancla de  las subunidadss en cerebro y masaulo 48 muy
pareckds, pero no exacta. No son péptidos idénticos, lo que nos suglere la
codificacién por genes distintos { Cont-Tronconl y col. 1985 ).  Los estudios en
misculo de mamHleros { Takay y col 1985 ) demusstran que la subunidad Y es
sustitulde por oira subunided amada £ en fas zonas de sinapsis, permaneciendo en
ol resto de [as localzaclones tisutares la subunidedy, Esta nueva subunidad £ tiena
un peso molecular de 52568 D.

En la Figura 2 se observan varlos esquemas de distintos autores de las cinco
subunidades, Existen también varlos esquemas de como se siia la cadena
pepiidica a fravés do la membrana plasmatica, que se representan en ja Figura 3.
Se pueda comprobar en todas que fa porcidn N-termine! se encuentra en la parle
externa do la membrana. Los fArmacos pueden Inhiblr 6l canal ocupando este
receptar N-glicosado externo, o bien una vez abierto el canal entrando en el mismo,
y ocupando los miltiples receptores que alf existen { bloqueo del ¢anal ). Por Gfimo
hay férmacos que utiizan jos dos mecanismos para inhiblrio,

Para Rufl {1986) el canal Na* VOG es una glicoprolelna de peso molacular
aproximadamente 260 kO, correspondiendo el 29% del peso a carbohlidratos. Estd
formado por tres subunidades llamadas g, B B+ para distinguirlas de las que
forman el canal Na* ROGC. Este canal se Inhibe muy selectivamente con {elrodotoxina
{17X). que es un veneno que se extrae de varlos animales, pero fundamentalmente
del pez "Spheroides porpfiyreus” * do la familla "Tetraodmeidze” do donde toma su nombre
el compuesto. El canal se activa y abre permitlendo la enfrada de Na* con la
batracoloxina v veralridina { Horn y col. 1981), También se puede consegulr su
aperiura lras sucesivas despolarizaciones en'la membrana,
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membtanra

EIGURA 2.- A) Disposicién pentagonal y simétrica de fas subunidades stuadas
perpendicularmente al planc de la membrana, en visién tomada desde la hendidura
sinéptica a parii de una imagen electénica tridimenslonal de cristales de moléculas
raceptoras obtenkias de “Torpedd marmorata®, (Tomada de Brisson y Unwin, 1985).

B) Esquama de las einco subunidades que forman ol canal del receptor
colinérgico nicotinica. (Tomado de Florez y  col, i987),

C) Diagrama ropresentande la forma en que rotan las subunidades an
los canales I6nicos para su aperiura y clerre. (Tomado de Rutf, 1985).
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FIGUIRA 3.- Diagrama reprasentando tres diferentes esquemas de organizacién de
la estructura secundarla de la pioteina de |la subunidadcx.

A) Hay 7 cadenas, de las que 1 a4 atraviesan el poro, y las 3 anfipaticas
(cadenas 5-6-7) a aravesar el poro lorman los mitiples receptores que tiene el
mismo,

B) Hay 5 cadenas que atraviesan el poro, slendo la cadena 5 anfipética,
Tante en este esquema como e al amerler 8 ha comprobado por medio da
anlicuerpos monoclonales que el extrems con el Cerminal s8 encuanira en la parle
Intarna de la membrana, y el axtrtemo con el N-terminal en la parta axterna.

C} En este los 210 aminoAcidos Iniclales estan en el exterlor, junio al
extromo N-termhal y la cadena 4 que ea la Cerminal lambién os externa. Las

cadenas 1-2-3 so exlienden a través del Poro, ¥ 1a cadena 5 que es anfipética se
stisa en el cloplasma.

(Tomada de Ruff, 1986).



1.2.3.2.- CANAL DE K*

La estructura del canal de K* se conoce menos, y para Ruff { 1086 ) este canal
se pusde regular por una serle de mecanismos enire los qus figuran camblos de
potencial de membrana (activindose ef canal per despolarizaciones entre -50 mV y
-40 mV), o acclones directas sobre el recepior proplo del canal, o acciones de
mensajeros Intracelulares, También podrla activarse por camblos en la concentrecién
doe ofros lones y hay canales de K* que son Ca**-dependientes, y ciros que son
Nat*- dependientes.

La secuencla de selectividad en msculo e rana para este \ipo de canal es:
K*pAb*3Cs*2zNa* 21" y baséndose en el tamafio de los lones que k alraviasan
$8 ha posiutado que el canal tiene un didmetro entrre 2.6 y 3.2 A, v una longiud de
70 A (Rult 1986). El transporte Knico da este canal se Inhibe especificamente por
tatratliamonio (TEA), y tamblén por Zn** y 4 aminoplridines, En el caso del én K*
como su concentracién Intracelular es mayor qua la extracelular ( come se espacifics
on la Tabla §l ), existen canales pasivos de K* que extraen & favor de un gradiente
los iones hacla el exterior. Esto suceds en células en reposo, y contribuye a
martener el potenclal de membrana y la polarizacién de la célula.

La apertura del canal de K* voltaje dependiente { X! YOC ) se efectlia con clerto
relraso respecio a la aperiura de los canales Na® VOC, contribuyendo la salida
masiva de lones K* a la repolarlzacidn celuiar . Asl la conductancla del K' en
misculo esquéletico de mamferos osclla enire & y 23 mS/cm?, slendo desde lusge
més lenta que 1a del Na* que osclla entre 10 y 35 pSiem? { Almers y col 1984 ). Los
canales de K* no se Inactivan de Inmediato, permeneciendo ablertos tode el lempao
que 'a membrana estd despolarizada, Este retraso del clerre da los canales de K*
ps ademés el responsable de que exista un corfo peifodo de tampo de
hiperpolarizacién en la membrana. Existe otro canal del K*, lamado canal de K*
precoz que se activa y se Inaciiva tan répkle como el del Na*.

1.2.3.3.- CANAL DE Cr

La entrada de CI al interior de la célula 3o realiza a {avor de un gradiente de
concentrackén. En la Tabla || se sefiald ya que su conceniracién era mayor en el
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espacio extracelular y produce en al interier celular un aumento mayor de cargas
negativas. La enfrada se elfeciua por tanto en contra del gradiente eléctrico y
ocaslona hlperpolarizacién. La conductancia ds este canal oscila entre 0.2 mS/cm2
a 2 mS/om? segin la especie animal, produclendoss la aperiura del canal con
potenciales de membrana entre -80 mV y -120 mV.

La secusncla da permeabllidad para este lipo de canal s Ct >Br>NO,; >l y el
canal sa bloquea por 4cidos carboxllicos azrométicos, de manera que sl 86 trala la
membrana con 5 uM de  Acido antracénico se produce un camblo an la secusncla
de permeabilidad i5nica, resultands ahora Inversa de la anterfor, Esto demuestra que
el lralamiento al que se ha somelido akera la estructura dal canal ( Rutf 1588 ).

Muchos de Yos procesos de inhibicién que hay en las células, se deben & la
entrada de Cr al Interlor del citoplasma. El canal del Cf llene varlas subunidades
protelcas, cada una de las  cuales tisne receptores para delerminados ligandos,
slendo el més conocido el receptor del dcido y-hidroxibutirico { GABA ). B GABA

al interaccionar con el receplor del canal provoca camblos alostéricos de la
eslructura, abrisndo el canal y penetrande  jones CE.

1.23.4. CANAL DE Ca**

La consideracién de los canales del Ca* serd {undamental en esia Tesls

Doctoral, siendo posiblemente las  canales que més s¢ estdn esludiando en la
aclualidad. ‘

En la Figura 4 se representa un esquema de un canal del Ca**, y la Flgura 5
Muestra los distintos estados an que se puede encontrar el canal,

20



FIGURA 4.- Hepresentaclén esquemélica de un canal de calcie, El canal se
fepresenia como un poro que conlisne en su inlerler una  zona cargada
negativamenta {2}, que aclia coma Yiro selectivo” y distingus log diferenies catlones.
El sensor de voltaja {3) permiie la apertura y clerre del canal dependlendo del voliaje,
Las compuertas del canal {4), determinan el caracter ablario o cerrado del cansl Les
zonas cargadas negativements sobre la superficle da la membrana externa (i) e
Inerna (5}, captan parlieularmente catlones divalentas, modulando - al potenclal
transmembrana detectada por los sengores de voliaja, Una zona da feceptor (6) esta
adyacente al canal. (Tomada de Flalm y Zells, 1982),
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FIGURA 5,- Representacién de un esgquema ciclico mostrando las  iransiclonss det
canal de Ca** erire o} estado de feposo (R), ol estado ablerio {O) y ef eslado
inactivado (i), Los estados normales figuran sin astetieco, misnlras que los estados
en que exisle - unidn a un férmaco lienan aslerisco. Las constanles de ritmo que
goblarnan esias transiclones pueden ser dependientes del voltaje,

(Tomadas da: {A) Schwartz, 1987; (B} Triggle y Janis, 1884 ),
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Hemos visto que el estfimulo que hace penetrar ol Ca** al interior de la célula
puede ser de dos lipos: una onda despolarizante que se propaga a lo iargo'de fa
membrana y que activaria el canal Ca** YOG, o blen la activacién de un receplor
por un ligando { aon en el caso de tefidos despolarizados } que activarla el canal
Ca** RQQC. Asl pues fenemos el canal Cat* YOG y &l canal Sg** ROC que reciben
més usualmente la denominacién de canales YOG y ROC respectivamente, uséndoss
esta simplificacién en la presente Tesis ,

Para estudiar jos procescs de activaclén de los canales Knicos se han ideado
una serle de técnicas que nos permiten medir ef pasa de corrlantes Kinias, es daclr
de cargas, a ravés de la membrana, En defintiiva lo qua medimos es &l paso de
corrlente slécirica. La téonica més usada en el momento actual es la del "paich
clamp* o parcha de membrana que consiste en la colocacin de una micropipata en
la superficie de la membrana, Introduciéndola dentro de la misma al rompaeria. De
este modo, se puede esludlar en el rozo que queda en su Interlor los canales
ibnlcos. Sl ko que hay son canales de K* estos se bloquearan con Cs, mientras que
sl son canales de Na* se bloquearan con TTX, y por Gitimo sl se qulere somprobar
que se mide corrlente de Ca*+, esta se pusde bloquear con Lat** o con
anlagonistas del calcio.

El canal BQG se ha definido peor que el canal VOO, Pueden existir en la
membrana receptores en los que interaccionan distintos trasmisores, provocando asta
Interacckén la apertura de canales de Na+ & de K*, con lo que a su vez se ocasiona
una despolarizacién local que permite la apertura del canal VOG préximo al recapter,
Existirfan otros receplores sn los que el estimulo de sus ligandos pona en marcha
las alteraciones bloquimicas correspondientes a la via de ks fosfolnostidos dando
como producto final inositol trifosfato (IPy). EI 1Py, como se describlé mas adelante,
provoca aumento de Ca** en ei ciloplasma & expensas de depdsitos intracslulares,
y @8 tamblén capaz de abrlr los canales AOG pera la entrada de Ca** extraceohiar
(Ca**,) (Triggle 1987}, ’

€l canal YOG sa ha estudiado més intensamente que ol ROC conociéndose por
tanlo mejor su estructura, Se lrata de una glucoproteina con UNO3 receplores que
han sido perfectamente caracterizados por técnicas de radloligandos. Asl en estos
canales distinlos autores han caracterzado el receptor para 1-4 dihidropkidinas (1-4
DHP) usande nitrendipina tritlada y nimodipina irtiada  { Glossman y col. 1982,
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Bolger y col. 1983, Glossman y Ferry 1985 ). Tamblén se ha caracterizade ¢l
recsplor para fenllalqullaminas usando verapamil trifado y desmetoxivarapam)|
triiado ( Ferry y col 1984 ); y el receplor para benzotiazepinas usando
d-cis-ditlazem tritlado { Schoemaker y Lager 1985 ), De todos ellos el receptor mejor
ostudiado es ¢l de 1-4 DHP y en esle caso el canal estd formado por ung
plucoprateina de un pesc molecular de aproximadamente 210 kD, con Irag
subunidades de pesos moleculares 130 - 142 kD, 50 kD y 33 kD respectivamente
{ Rouler y col 1985 ). En realklad el peso molecular de la proteine pusde variar
segin las distinlas preparaciones slendo en lleon de cobaya 278 kD { Venter y cal,
1583 ), en cerebro de cobaya 185 kD ( Ferry y col. 1983 a ) y en  musculo
esquelético de cobaya 115-178 XD ( Ferry y col 1983 b, ¢ ).

A parlr de las membranas purificadas tamblén se ha determinado la densidad
da faceplores para 1-4 DHP( Triggle y Janls 1887 ), existiendo variaclén enire
distinlas  preparaciones : en tibulo T de misculo esquelético es superior & 65
pmelfmg; en sarcolerna cardlaco varfa entre 1-2 pmel/mg; en musculo liso no
vascular es 0.8 pmol/mg; en membrana sindptica os 0.6 pmol./mg; ¥ en masculo liso
vascyiar es 0.2 pmol.fmg.

La secuencia de parmeabilidad del canal del calgio para los distintos lones varfa
también segin la especls, de forma que en  praparaciones de cobaya s
Cd>CadSr>Ba>Mg ( Lansmarnn y.col 1986 ), mlentras que en masculs
esquélelico de rana es Ba>Sr>Ca>Mn>Mg( Rutf 1986 ). Este mismo autor
basdndoss en ol tamafio de ks lones que atraviesan el canal de calclo { el Bn
mayor que alraviesa os el catién tetrametilamonio ), postula que el didmetro
aproximado del mismo es de 6 A. La vida media 'in vive" de cada canal de Ca** as
de aproximadaments 40 horas ( Triggle y col 19868 ),

Los iones NI**, Co'* y La**!, actuan bloqueando ¢l canal del calclo, De lodos
eBos el mas polente y de accion més duradera a8 ol La*** ( Stanfield P.R. 1986, Rufi
1886 ). B mecanlsmo para ol .bloqueo 89 pensé en un princlplo que consistia en
una reducidn de la concentracién Jocal del calcio { Muller y Frinkelsteln 1974 ).
Eslos iones podian tamblén actuar compitiendo Por un mismo punto del canal
[ Haghvara y col 1974 ). M tardg se di . més importancia a una posible acclén
fequisdora ejercida & través de silos externos def canal ( Kostyuk y col. 1983 ).

Seha padido obsarvar también. que Jas akeraciones en las corrientes de calclo
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eran distitas segin o tipo de célula, por lo que se dedujo que existian distintos tipos
de canales Ca** VOC. Hasta la fecha se han podido demostrar tres sublipos de
cansles { LN,T ), st blen la existencla de unc de ellos, ¢l lamado canal N, esta en
discusién. En 1a Tabla Ilf { pag. 27 ) se muestra un resumen de las caracieristicas de
cada uno de esios sublipos de canal.

* Elcanal L debe su nombre a la expresidn "Long- lasting” {larga duraclén),
o tamblén "Large Ba** conductance® ( conductancla duradera al Ba** ) { Nowycky
y col, 1985 ). Sa ha alslado en corazén, misculo lisa y neurcnas. En su estudio con
la técnica del parche de mambrana, se ve que @8 muy sensible a la dilucién del
componente cliosdlico tras sucesivos lavados, defosforlidndose y por tanto inac-
tivandose en dos o tres minutos. Para eviler esto se Introcduce en la micropipeta
una disolucién que aparta de los componentes normales contenga res meléculas de
ATP, junto a su unilad catalitica protain kinasa A y EGTA.

Diversos sutores ( Tanabe y col. 1987, Catteral 1888, Shearman ¥ col 1989),
sefialan que el canal L en o muasculo esquelético estd compuesio de cinco
polipéplidos : o, &/, 8,77 .81 tenlendo el polipsptido o, un peso molecular de 185-
175 kD, y slendo su funcién andloga al polipéptido o, ded canal del Na*, ya que es
ol que posee el recaptor para la apertura del canal Los pesos molaculares de los
restanies polipéptidos son para estos mismos autores de 143-170 kO para elot, 54
kD para ol 8, 30 Kd para el Yy 27 kD para el §.

* £t _canal T debe su nombre a la expresion "Translent' (trénsito) , o también
“Tiny Ba** conductance* {mindscula conductancia al Ba**) (Nowycky y col. 1988}, Se
alskd primeramente en célules de ganglios de ralz dorsal, Tlene una estruciura similar
al canal L, pero con minimas alteraciones en la secuencia de amlnobckdos de la
subunided ct, { Shearmam 1969 ).

* E _gonal N, iniclalmente significaba "No L No T%, aunque actuaimente debe
su nomenclatura a la localizacién "Neuronal® { Yaary y col, 1967, Spedding 1987 ),
habléndose alslado en sinapsis de nervios terminales,

Los distintos tipos de canales tienen un comportamiento  diferente coma
respuesta a las diversas toxinas con que so pueden fratar , ko cual sirve para su
diferenciacién. De la serplente australiana Taipan { Oyrous 5. Seuteladus ), se exirae
la neurctoxina TaiCatoxina { TCX: T de Taipan, C de cakio y X de toxina ), que
fiene 'a propiedad de bloquear el canal L en o mosculo cardiaco de formas
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raversible y especiiica, pero no el canal T { Brown y col 1987 ). La w-CgTx ©
w-conotoxing o toxina  del caracol "Cmus gegraplius”, @8 un péptido caracterizado pot
Olivera y col.{1084), quién ia lamd "w-VIA Canus geagrepfivs taina”, Este pépiido bloguea
los canales L y N pero no los T. Ademas los canales.L que bloguea son los
siluados en newtonas { L, ), y no los sttuados en misculo { L, ) por ko que s@

deduce qua existe una heteroganicidad en los canales |, existienda posiblaments
varios subtipos { Miller 1987 ),
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TARLA I

CARACTERISTICAS DE LOS SUBTIPOS DE CANALES Ca‘* VOC

) O

®

Conductancla 20-25 p§ 7-8 pS
Activacion =10 mY - 50 mv
Pico + 20 mV -0 mVv
Inactivacion lenta,incompleta raplda,completa

Parmaahlidad Bat*>Sr+*>Ca**  Ca**&Sr+*&Ba**

Estabiiidad 14bll astable
Agonista . BAY K 8644 -
COP 28392
( 1-4 DHP

w-Cg Tx {en neu- w-Cg Tx
Antagonistas ronas pero no en  (débiments)
orgénicos célula muscular)

Fenllaiquilaminas
\.Benzotiazepinas

8d (0 M) Cd>200 pM
Antagonistas ] NI (0,1 mM)}
Inorgénicos (poca sensibllidad)

N

{ Construlda con daios tomados de Mecleskey y col. 1988, Hofmann y col. 1887,

Wagner y col. 1967, Shearman y col. 1989 IR
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1.3.- AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DEL CALCIO

El término antagonisia del calclo { AnCa ) fue Intreducido simultaneamenta por
dos autores al final de la década de los 60. Godfraind { Godfraind y Kaba 1969 a,
b) introdufo este concepto trabajando en misculo liso vascular, y Flackensteln
( Flackenstein y col. 1967, 1969 ) lo hizo trabsjando en misculo cardlaco. Este
dtimo autor establaclé que pera que un farmaco pueda ser considerado como AnCa,
debla reunir af mencs esias dos propledades:

*Inhibir la corrients lenta del calcio de forma dosis  dependlente,

*Que esta Inhiblcidn pueda ser reverlida ai administrar un exceso de calclo.

Sin embargo efimolégicamente of término AnCa no era el més preciso para los
firmacos que cumplan esos requastios, y a kb largo de la década de los 70 se
introducen olras deneminaciones como la de *bloqueantas de la enlrada del calcio”
o 'bloquaantes  del canal del calcio"ete, No obstante, el término AnCa habla
quedadgo acufado, slendo el da usc mas corrisnte. Por este motivo la OMS en 1985
ferma un comité de expertos { farmacélogos, cardiloges y neurdlogos ) presidido
por Paclett! R, y recomienda ef empleo del términc AnCa sobre ol resto de las
expreslones { Vanhoufta y Paolettl 1947, Paoletli y Govonl 1987 ).

Los AnCa no forman un grupo homogéneo de farmacos. De Igual forma que ha
* axistido una fuerie controversia sobre como se deblan denominar, existen miitiples
clasificaciones de estos compuesios basadas en la diversidad de su sestructura
quimica, su potencla y su macanismo de accién, lanlo desde el punto de vista
farmacolégico como clinico. En esta Tesls se axpone ia clasificacién de Godtraind
{Godlraind y col. 1986, Godtraind 1887), por ser a nuestro parecer la més completa
{ Tabla IV}, Esla clasificacién incluye un amplio grupo' de farmacos bajo o eplgrale
"moduladores de los canales del calcio”, dentro de los cuales no sélo se incluyen los
AnCa, sino lirmacos con actividad de égonl'stas del calcio ( AgCa ), asf como otros
{armacos que bloquean la utlizacién del calcio actuando & nivel Intracelular.Sin
embargo, como simpificacién de esta clasificacién se pueda utilizar por sentido
préctico fa propuesla por Spedding { Spedding y Cavero 1984 ), que agrupa a los
compueslos seglin s liposolubllidad en tres grupos { Tabla V),
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TABLA IV

MODULADORES DE LOS MOVIMIENTOS DEL CALCIO

(A) INHIBIDORES: ANTAGONISTAS DEL CALCIO
1.- AGENTES QUE ACTUAN A NIVEL DE LA MEMBRAMNA PLASMATICA.
1.A.- Bloqueanies de ia entrada da Ca‘*

GRUPO [: Bloqueantes selectivos de entrada de Ca**
SUBGRUPO |.A: Bloqueantes selactivos del canal lento de Ca** en miocardio;
Fenllalquilaminas: verapami, galopami{D 600); y en lnvestigacion: anlpami,
desmetoxiverapamil(D 888}, emopami, fallpamii{AQ-A-39), ronipamil,
Dihidropiridinas: nifedipina, nicardipina, nilodipina, nimodipina, nisoldipina,
nitrendipina, ryosiding; y en Investigacion: anulodipina, azodiping, dazodipina
{Py 108-068), felodipina, flordipina, FR 7534, FR 34235, lodipha, isradipina,
mesudipina, ni{1}vadiping, oxidiping, PN 200-110, riodiplna.
Berezotlazepinas: ditlazer; y en investijacin: fostedi(KB-844),
SURGRUPO 1.B: Agentes sin accion detectable on el canal lanto de Ca** del
miocérdlo:
Difeniplparazinas: cinarizina y flunarizina,
GRUPOQ Il: Bioqueartes NO selectivos da entrada de Ca**
SUBGRUPQ II.A: Agentes que acluan a similar concantracién en el canal del
Ca** y an e canal rapide da Na*;
Bancyclane, bepkdrl, carovering, stafanona, fandiing, Rdeflazing, perhexiing,
praniiaming, SKF 625-A, terodiing, tlapamil.
SUBGRUPO (1.B: Agentes que interaccionan con canal del Ca** lenlendo ctro sith
de accidn principal:
Inchye una ampka variedad, desde agentes que actuan en al canal del Na*
(anestésicos localas, fenikoina); en receptores de catecolominas (benextramina,
nicergoling, fenoxiberzamina, fenotiazinas, pimozina, propanolol, WB- 4101,
derivados de yohimbina); en recaptores opiécecs (loperamida, fuparamida); en
fostodiesterasas de nucledtidos cickcos {amrinona, cromogiicato, papaverina);
barbkiricos; civoteplading; Indometacina; reserpina,

1.8,- Inhibidores del intercambio sodio-calcio: Derivados de amllorids,
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2.- AGENTES QUE AGTUAN DENTRO DE LA CELULA
2.A.- Actian en reticulo sarcopiasmio: Dantrolane, TMB-8.
2.8.- Actéan sn mitocondria: Rutenio rojo,
g ) 2.C.- Anagonistas da Calmodulina:

Fenotiazinas: trifluoroperazing, clarpromazing
Dervados del naftalana: W7
Anestésicos locales: diblucaina

Antagotistas da dopamina: pimozide, haloparidol
Calmidazolium ( R 24571)

FACILITADORES

1.- AGENTES QUE ACTUAN A NIVEL DE LA MEMBRANA PLASMATICA.

Agonistas del caki: )
Dinkiropiridinas: BAY K 8844, CGP 28392, YC 170

2,- AGENTES QUE ACTUAN EN RETICULO SARCOPLASMICO,

lnoshol 1,4,5- titosiato {PY.
Cafeina.

‘.‘ 3.- IONOFOROS,

A 23187, lomicin.

{ Tomada de Godiraind, 1967)
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GRUPQ 1,- Dihidropiridinas
« NifedIpina
- Nimodipina
- Nitrendipina
- Nicardipina

GRUPO 2.-
- Verapamil
- Galopamil
- Ditlazem

GRUPO 3.- Difenllalquiiaminas
- Clnarizina
- Flunarizina
- Fendilina
- Triflucroperazina
- Pimozide

Los grupos se clasfiican por la liposolubliidad de fos compuestos, de menor { Grupo
3) a mayor { Grupo 1},

( Temada de Spedding y Cavero, 1984 )
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En esta Tesls se han wuliizado dos dihidropridinas moduladoras de los
movimlentos de Ca** & nivel de la mermbrana plasmatica: (Nifedipina y BAY K 8644),
¥ un compueslo que aciGa como inhibider det Ga** Intracelular a nivel del rsticulo
sarcopiasmico (TMB-8). En la Flgura § se pueden ver las férmulas estruciurates de
esios compuesies, Los tres figuran en |a clasiicackén de Godiralnd ( Tabla IV, pégs.
29 y 304,

La offedipina { 1 4-Oihldro-2,8-dimatit-4-{2-nirofeni]) plridina-3,5-dicarboxilate
dimetilo},lua sintetizada por los Laboratorios Bayer en 1969 con ef nombre Inicial de
BAY A 1040, y carncterizads coma potente AnCa por Flackensteln y col. { 1970 ).
No posea ningin carbono asimétrico, slendo por tanto un compueste qulral,

El BAY K 8844 ( 1,4-Dihidro-2,6-dimetil-3-niiro-4-(2-lrifiuormetiienipiridina
-5-carbosiiato metlle ) fue sinfetizado al azar por los Laboratorios Bayer cuando
probaban derivados fluorados de ia nifedipina, y fue caracterizado como AgCa ya
qué promueve la entrada do esia 6n por canales VOC, estimulando la contracelén
\énica vascular y aumaentando la fusrza de la contracclén cardiaca ( Schramm y col,
1983 a y b, Schramm y col. 1886 }, Posee el carbono 4 asimétrico, y por tanto llens
des enantidmeres: uno dextrégiro ( + ) y ofro levégiro [ - ), o "R" y "5
respectivaments segn la nomenciatura 1UPAC,

8! se observa la estructuta Widimensional de la niedipina y el BAY K 8644 1al
¥ COMD 88 jepresentan on la Figura 7, s comprueban jss escasas diferenclas que
mantlenan ambas moldculas,

En general, las DHP que posesn cathono asiméirco, es mas potente la
configurackén levégira ( - ) que la dextrégira { + ). En el caso del BAY K 8644 el
compueslo § (- ) se muestra como AgCa mientras que ol R { + ) se muesira como
AnCa { Franckowiak ¥ col, 1985, Toward y Schramm 1985, Schramm y cob 1986,
Vaghy y col 1967 ),

El TMB-8 { &:N.Nﬁioma'mlm)oama.«s.s_rtrimetoxsbenzoato ), fus sintelizado y
caraclerizado por Malagod| y Chiou { 1974 a, b), al hacer reaccionar el dietilamino
oclanel con ol 34,5 trimetoxibencl clorhkirato, de.acuerdoe con el método descrito
por Sasiry y Lassk { 1958 ), Perlenaca a una serie do derlvades trimetaxibenzoato
estudiados por sus propiedades relajantes musculares, Estos compuestos parecen
Interferir con el praceso conftrcil, actuando en un paso subsigulente a la activacion
en fa membrana, que serfa comin para la contraccidn inducida por agentes

32




espaciiicos y no especilicos. Dentro de los derivados trimetoxibenzoato, se ha
demostrado qus cuando la longlud de la cadena alquilica intermed|a auments, resulta
mayor 1a potencla de los compuesios, incrementandose los efectos bloqueantes de
la contraccién inducida en mosculo Hso por una amplla vasledad de apentes
contraciurantes. El compuestio TMB-8 rasulie uno de los derlvados mas extensamente
investigados por sus efectos relajantes musculares, y se caracteriza como un inhibider
de la movilizackén del cakcio desde los depdsitos intraceluleres en sl masculo
esquelético y en el misculo liso { Malagodl y Chlou 1974 a y b, Chiou y Malagodi
1975 ). En mosculo esquelético inhibe la iberackn de calkcio desde el reticulo
sarcoplésmico, bloqueando en forma competiiva el efecto de catelna. En misculo liso
aungue su mecanismo de acclén no se ha clartficado completamente, probablemente
Interferifia tambien con la utiizacién de calclo infracelular, B TMB-8 figura como
antagonista del calclo intracelular en la clasificacién de Godiraind ( Table iv), y 86 ha
propuesto como un Instrumente (tl de astudio en los mecanismos de contracckén-
relajacidbn muscular,
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snantibmeros R{+) vy S(-}, y TMB-8.
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Los AnCa tienen una gran selectividad tisular, Esta propledad hace que un
tirmaco aci(ie sobre un delerminado tajido, permitiendo que se reduzcan los efectos
secundarios ndeseables sobre olros lajidos, y marcando unas expectativas de usos
terapolilicos muy amplios y varlados como se describirs en pérrafos posteriores. Esta
selectividad Yisular de los AnCa es dosls-dependiente, de forma qub sl se aumenta
la concantracktn pueda no ser tan evidente y afoctar a otros tajidos.

En general fas DHP actuan selectivamente sobra los vasos sanguineos
produciende vasoditatacién, sin afectar al miocardio ni alterar fa funcién del misculo
esqualético, La nifedipina llana un afoclo sobre miocardio a las dosis terapedticas,
que &3 mas blen producto de una taquicardia refiela por la vasodilatacién que
produce, que una consecusncla de un afeclo directo. Dentro de las DHP, algunas
preducen una vasodiatacién no selactiva en todos los lechos vasculares, como #8
ol caso de Ia affedipina y nlirendipina, mientras que otras son selectivas  de
delerminados lechos vesculares como la nisoldipina que actua sobre vasos
sanguineos coronatkos, o la nimod Ipina qua actua sobrs vasos cerebralas { Godfraind
y col. 1987 a y b, Gelmers 1987 ).

Otros dos AnCa muy utilizados an |a cinfea como son el verapamlo y el
ditlazem, mussiran una selectividad equlpotente para miocardio, tejido de condueeién
auriculoventricular y vasos  sanguineos.

Las DHP son férmaces insolubles en agua y que por tanto no se lonizan, slendo
la via de accese que usan para legar al receptor especifica del canal doble: a través
de la luz del canal y por medio de su disoluciin en los Hpidas de la membrana
{ Kokubun y Reuter 1984 ). Ademde de e5to, las DHP se filan con alta afinidad en
lajidos parclalments despolarizados, y como ef potanclal de reposo transmembrana
del misculo liso vescular es de -60 mV a diferancla de los -80 mV de! masculo
cardiaco, sa faclita 1a fijacién en aquel ¥ nc en esle ( Cawvin y col. 1984 ), El
verapamilo y «l ditlazem se lonizan y aceden a su receplor a través de la fuz del
canal cuando este se encuentra abierio, mostrandose Incapaces de atravesar la
membrana, Se favorece su  fijacisn en tefldos  que tienen despolarizaciones

repetitivas, como es el lefide de conduceién cardiaco y el miccardio { Bolton y col.
1963 ), :

Cesde el punio de vista da la Investigacién se distinguen cinco niveles sobre los

Que actuan los AnCa, pudiendo nosotros mediante distintas t&cnicas medi los
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afecios cualitativos que

producen estos ldrmacos. Es la llamada cascada

farmacolerapoitica que se expone en la Tabla W { Godiraind 1987 ).

Nivet da aceién Efecto
— . {armacoldgico cuslitative .
- Molecular Afinidad por canal Ca**
.- Celular Camblos de fujo de Ca**, potenciales de accidn

.- Tejio (in vitro)

W.-  Orgénico (in vivo)

V.- Enfermadad Clnlca

Efeclo inotrépico y cronotréplco negativo,
relajacion de maseulo llso

Afteraciones hemodindmicas {ECG,
tensién arletial..)

Efacto antianginoso y antihipartensivo
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Ciinicamenta log AnCa tlenen unas aplieaciones sobra una serle de procescs
patoldgleos, cuyo rasumen describiremos  someramente a continuacién { Tamargo
1986, Artalefe y Garcla 1987, Tamargo y Delgado 1987, Nayler 1688 ):

* Isquemia de miocatdio : Los Anca tienen una serie de efecics sabre la célula
cardiaca que les hace ser usados en el Infarto de miocardio. Se tlenen pruebas dal
papal protecior que ejercen los AriCa, slempre que ol compuesto se haya Introducide
anles del eplsodio laquémico, ¥ el paciants no tenga ta funcién ventricular izqularda
severamante compromellda. Este efeclo beneficlose se debe fundamentalmente sl
ahorro de enegla que producen los AnCa, junto con ef efecte vasodilatador coronario,
fa inhiblelon da la agregackn plaquetarla, el enlentecimlento de |a entrada de Ca**
¥ la alenuacién del exceso da noradrenalin que se produce en estos cuadros,

* Angina de pacho : Los AnCa consiituyen un tratamientc eficaz en el angor
pectoris, Indepandientemente de que se frale una angina de Prinzmetal, de esfuerzo
0 blen Inestable. Ei mecanismo por el que resulian beneficlkisos en estos cuadros es
mikiple, v estan implicados fanto la reduccién del tono vasomotor ¥ prevencion del
espasmo arlerlal coronarle, 1a  reduceién de la carga de trabajo cardlaco y la
Inhibicién de la  agregacidn plaquetaria, e incluso en tratamientos a largo plaze el
enlentecimienic de la aterogénesis.

* Arritmias | Les AnCa tienen un efsclo beneficioso fundamentalmente sobre dos
tipos de arriimias : taquicardias  supravantriculares y las arritmlas provocadas por la
isquamia y reperfusion, Las taquicardias supraveniriculares ( taquicardia, fibrilackén
y futter auriculares.., }, son conlroladas por los AnCa ( con la excepcién de las
dihldrapkidinas ), debido & la depresién que sjercen sabre la actividad eléctrica del
nodo  sinusal, y al enlentecimiento de 1a conduccién del nodo  aurieulovantricular,
Sobrae las arritmlag provocades por la lsquemla y repertusién, todos los AnCa tienen
un slecto  beneficiose. Su mecanismo de accién s indlrecto, como  consecuencia
de la capacidad ahorradora de energla que tienen eslos compuesios, que permite
que’funcione con normalidad la  Bomba Na*/K* y por tanto que no se acumule
axceso de K* en el exterlor favoreclendo la excitablidad elécirica, Ademds, al
Impedic la entrada en exceso de Ca**, impida el sstado arritmogénico que se
Produciiia al activar la salida de X* y acorler la duracién de! potencial de aceldn,

* lsquemia carebral : Los AnCa que atraviesan la barrera hemaioencefélica y que
acluan preferenlemente sobre los vasos sanguineos cerebrales { ol prototipo es la
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nimodipina ), son Utiles en el tratamiento de los ACV { accidente carebro vascular ),
particularmente s/ se administran en ias fases iniclales del cuadro. El mecanismo de
acckén es por la vasodilatacken cerebral que producen, ko cual mejora e suminisire
de sustratos que llagan a la zona, ¥y favore 18 eliminacién de matabollios toxicos,
agentes espasmogénicos y exceso de H* que se produce, acelsrando la
reclperacién metabolica. Ademaés, el bloqueo del Ca** previene ol vasospasmo
sacundarlo,

* Hipartensién : Los AnCa se ullilzan como uno de los més potenies fArmacos
qué se dispone en la actualikdad para reduck la  morbi-mortalidad produckia por la
hipartensidn arterlel. €0 efecto normalzador de fa {ensidn qua tlenen los AnCa, kb
realizan sin alterar nl les Npidos nl la glucosa del plasma, sin ratener Na* nl agus,
sin atterar el slatema renina-anglotensaina, ni causar retencidn de acido Orleo. Ademas,
ejerce un efacto protector sabre vasos sanguineocs, disminuyendo la velocidad de
desarrolic do la hiperirofia cardlaca. Estas proplkedades cVnlcas descritas estén
actualmente demostredas y tuera de duda, dejan sin embargo un mecanismo de
acckon menos claro, Posiblemanie el papsl hipotensor sa deba a la combinackin
de varios mecanismas como son {a reduccidn del flujo de iones Ca’* a iravés de
carales tipo L, 8/ como a disminuk la respuesta vasoconstriciora de 1 anglotensina
I, ¥ ala atenuacién de las respuestas a los estimulos por adrencrreceplores or, ¥
279

* Insuficiancla cardlaca congesiiva ; Los AnCa derivados de las dihidropirldinas
son los més Indlcados en eslos cuadros. El mecanisme de acclén s debe a que
la vasodilatacién produce una disminucién de las resistencias vasculares periféricas,
disminuyendo la sobrecarga y mejorande la funcién ventricular, Su uso debe ser
acompadado de una cuidadosa monfiorizackin de la  tensién arteral para eviar
estados de hlpoperfusion,

* Miccardiopatia hlperir&fica ; El verapami es of AnCa de  alecclén, Su eficacla
reskde en su capacidad de mejorar la relajacién diastdlica, mantaner la perfusién
cotonarla y posiblomente por deprimir la contratiidad,

En la Tab'a Vil se muestra un resumen de las aplicaciones ciinicas de” los AnCa
basado en una clasificacién de la OMS ( Pacletti y Govonl 1887, Vanhoutto y Pagletti
1967 ).
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TABLA VII

APLICACIONES CLINICAS DE LOS ANTAGONISTAS DEL CALCIO PROPUESTAS POR

EL COMITE OMS

KIVEL DE PRUEBA / ENFERMEDAD

uso NIVEL DR
FREFERENTE (A) Uso (@)

(:) BUBNG/

Cardiovascular

Angina de eafuerzo

Angina de reposo:
Angina estable
Angina de Prinzmetal

Arritmias;
Taguicardia supraventricular

Flutter y fibrilacién auricular
Hipertenaidn

Neurolésica

Profilaxis de la migrafa
Vértige (%)

REGULAR/

Miocardiopatfa hipertréfica
Incompetencia valvular/fallo cardfaca
Vasoespasmo cerebral secundaric a he-
morragia subaracnoidea

Cardiomegalia

Fenémeno de Raynaud

(:) EN TNVESTIGACION/

Proteccién del infarto de miocérdio:
Reduccibn del tamafio del infarto
Arritmia ventricular postinfarte

Hipertensidn pulmonar primaria {(®)

Proteccién cerebral contra la anoxia

y la isquemia

Epillepsia

ACVT

Isquemia de plerna

Dismenorraa

40
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I,111
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w
1,IT,IV
v
II

¥+

+++

++

4+

++
+HH+

++

++
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(A

(o]

(%)

()

I= Verapamilo y afines; II= Nifedipina y afines;

I1I= Diltlezem y afines; IV= Flunarizina y afines; V= Prenila
mina y afines.

Hivel de uso: +++ uso muy comin, ++ uso frecuente, + uso
poco frecuente.

El mecanismo de accldn es desconocida.

Tambidn tiene aplicacién en otros desordenes pulmonares.

{Tomada de Paoletti y Gonovis, 1987)
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1.4-MPORTANCIA DEL ION CALCIO PARA LA CONTRACCION
CELULAR.

Skiney Ringer puso de mantfiestc en el siglo pasado la  Importancia que tians
ol 6n Ca** on la inklaclén ¥ mantenimiento de la actividad contractil cardiaca
{1882), Comprobd que sdlo 89 podla mantaner la contraccion muscular de up
corazén de rana alslade, sl ¢t medic qua bafiaba ol érgano contenia lones Cas+, A
parik de esa fecha se hiclkeron mabkipies investigaclones sobre los fandmenocs que
induce la actividad del één Ca**, Fleckensteln y col. en 1967 suglaren que e
mecanismo de accién inotrépleo y cronotrdpics nagativo de un nueve {irmaco qus
estaban ensayando { vetapamil ), no era e! bioqueo de los receplares S-adrenergicos
miocardicos, sine ¢ bloquea de la entrada del ién calclo extracelular { Ca**,,} &l
inerior celular, impidiendo as! el acoplamiento excllacidn-contraceidn, Posterlorments
Rougler y col { 1969 } ya demostraron la existencla en células cardfacas de un
*canal répkio’ por of que penetra 6l Na* cuando se despolariza la membrane, y ds
un ‘canal lento” por donde penetran lones Ca** que era af responsabla del
mantenimianto de la fase de meseta del potenclel de aceldn cardlacn, Desde esta
facha, han sido mdtlples las investigaciones hasta llegar a centtar en ! Kn Ca**
gren parte de las respuestas fisloidgicas celulares, siendo desde luego el fendmeno
cantréctll una de lae principales tespuestas celulares on las que estard implicade,

Hasta aqul hemos descifio bs mecanismos de trensporte  ¥nico entio of
comgariimento exiracelular v ol intracelular  come suceso puraments fisico de entrada
y/o salida de lones, pero s consecuencias de estos mecanismos son la activackin
on las céluies de fos segundos mensajeros que entran en juego como respuestes
a mifliples astimulos { E. fArmacos, toxines... ). Estos segundos mensajeros influyen
en miliples ¥ variadas respussias celulares, siendo precisamente fa contraccién-
ralajacién museular uno de ks principales fandmenos en 'os que se encueniran
implicados. Entre ot principales segundos mensajeros destaca el proplo ¥n Ca** y
frara enfender el proceso serd fundamental conocer las transformaciones bloquimicas
comprendidas en fa via de los fosfoinositidos,

Desde hace més da tres décadas, diversos auiores enfre fos que destacan
Hakin y Hokin 1955 } indican la imporiancia que tiens el hecho da que ta activacién
de recaptores muscadnicos  eolindrgieos por acetiicolina { Ach )} aumerte ia
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incorporacion de fésforo inorgénico af &cido fostatidico ([ PA ) y al fosfatidi Inositol
{ PL). Este fenémeno era ademds bloqueado por o) antagonista muscarinico atropina,
perc no por antagonistas nicotinicos como o -tubocuramina en preperaciones de
cerabro, Eslos mismos autotes llamaron "electa fosfollpkdo™ a este fendmanc que ha
sido demostrado posteriormente en maltiples tefidos, Asl Michell { 1975 ) recopilla una
amplla varledad de tefidos { péncreas, adipocites, trdquea, misculo liso de fleon,
delerents, corazén, parétida, troides, hepalocio, células  adrenales, laucocitos,
finfocitoas,..), en los que como respuesia a diversos estimulos se formaba P,

En 1974, Hokin-Neavarson en pancreas, ¥ Jones y Michell en parétida do rata,
usando Isétopos radiaciivos de ¥P, demuestran que el estimulo que reafizan los
diversas medladores provoca la hidrélisis de fosfolipidos de la membrana, vy mas
concretamente 1a  hidrolisis de los fosfatidl Inositoles, como el fosfatid] inositol 4,5
bifosfato ( PiP, ) { Flgura 8 ).
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y 5 estén fibres Yanemos Ja hidrolisls del fosfatidl Inoshol { Pl ), y stia posicién 4 esté
ocupada por un grupo fosférico quedando libre la & lenemos la hidrolisis dal
fosiatidll inosiol 4 fosfato { PIP 3,
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Los fostatidil lnositoles en la célula aparecen a rivel de la membrana celular y
del citosol { Berridge 1984, Hokin 1885 ). El Pl forma entre el 3 y 4.9% del total de
fostolipidos en cerebro de rata y musculo de Irls respectivamente, y el FIP ol 1.3y
0.8% del total de fosfolizldos on las mismas preparacionas ({ Abdel-Latf 1985 ),

La formacidn de los {osfatidi inoskoles ( Figura 9, pAg. 48) se produce a padr
de la D-glucosa 6P que puede proporcionar & PA y el D-inosliol. El PA en presencia
del enzima citkil transferasa para &cido fosfatfdico (CTP-PA) proporciona  unog
compuestos intermedios, que al unirse al D-Inositol forman o Pl. Todo este cilo
ocurre en refisulo endoplasmético { Gould y col. 1983, Parrler y Hokin-Neaveren
1884, Ghalaylni y Eichberg 1885 ), y el Pl as transportade por una protelna
transportadora de Pi hasta la membrana plasmética, { Somerharfu y col. 1983,
George y Helmkomp 1585 ). A ocurre su fosforkacibn por ATP y dea  kinasas
especificas que existen en la membrana formandose el PIP y PIP, { Downes y Michal
1982, Barridge 1984 ). Existan dos fosfalasas que pueden dar la transformackon en
sentiic inverso ( Abdel-Laif 1988 ). La P kinasa aparece ain en mayor concen-
trackin en lisosomag, aparato de Golgl y nicleo, y llene  en reakdad menor con-
centracién en membrana plasmélica ( Collny Wells 19893, Jergel y Sundier 1863,
Smith y Wells 1983, Cockerafts y col, 1985 ). La PIP kinasa se ha localizado en
membrana plasmética exlstiende alfl mucha concentracin, aunque tambkén aparece
on citoplasma y aparaio de Golgl {Cockerofis y col. 1988, Lundberg y col 1945 },
De todos modos la formacién de PIP y PP, partlendo de Pi flene kigar fundamen-
talmente en fa membrans plasmética. Para Van Dongen y ol (1986) la Incorporacién
de ¥P a membrana plasmitica de hepatocites para dar PIP ¥ PP, eora respectiva.
menta de 5 a 10 veces més por mg. de proteina y de 25 a 50 veces mas por mg.
de proteins, que en cuslquiera de las otras fracclones shbcalularaa. La actividad de
Pt y PIP kinasas se estimulz por Mg** y se nhibe por Ca**, y sl aumentamos ia
cencentracién de PIP, por un  mecanismo de retroalimentacién decrace la actividad
de PIP kinasa ( Van Roolfen y col, 1885),

El estimulo de un receplor en la membrana celular activa una fosfodiastarasa
Ca**-dependisnte del tipo fosfolipasa G, Y esta hidroliza ol Pl { & sus derlvados
fosforitados PIP y PIP, ) para dar diacliglicerol (DG ) ¥y lon reapacﬁvon inositol
fosfatos { Abdel-Latif 1086, Batridge 1967 ):
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* [nogitol 1 fosfate (1P )
* Inositol 1, 4 dilostate ( 1P, )
* Inositel 1, 4, 5 trifosfato { 1P, )

Esta fosfolipasa C se encusnira en el clloplasma y en las membranas { Irving
y col. 1584, Wilson y col. 1984, Garfl y col. 1984, Cockerolft y col. 1984 Crentz y col.
1985, Plantavid y col. 1988 }. No existe evidencia clara de que PI, PIP y PIP, sean
hidrolizados por diferentes fosfolipasas G. Para Nishizuka y col. (1985) hay dos tipos
de fosiolipasas C: la dal tipo | que requlere concentrackones de Ca** 1 uM, y ia det
tipo ll que requiere conceniracibn de Ca** 0,001 M a pH fisloléglko. Ambas formas
hidiokzan prefereniemente el PIP. La fosiolipasa C  humana se ha purificado y
muestra su méxima actividad en presencia de una concentracién 10 M de Ca**,
Est4 Infuida tamblén su actividad por las varlaciones del pH y por la presencla de
Mg**.

Do los Inastoles fosfata formados el mas importante es el 1P, que moviliza &l
Ca’* de los depésios intracelulares { Sireb y col. 1683, Biden y col. 19688 ). La
interaccidn del IP, formado, con los orgénulos Intracslulares que tlenen depdsitos de
Ca** { retieulo endoplasmélico, miocondrla ), se produce por  madlacidn de
receptores especificos que exislen en la membrana de estos orgénulos { Spat y col.
1886, Gullematte y col. 1987 ). & Ca** liberado de los dopésitos, junto con el que
penetra a través de fos canales, actila como mediador o segundo mensajero de
miitiples respuestas celulares { Rana ¥y Hokin 1980 ). Per olra parte, ya hablamos
sefialado que ol IP, actuaba a nivel del canal del Ca** ROGC activandolo ( Triggle
1987 ).

Exislen olras enzimas lamadas inositol polifosiatos fostomoncesterasas que son
lostatasas encargadas de degradar los Incsitol polfostatos hasta D-inosftol, y fésforo
lnorgénico, Esta degradacién se produce en la membrana Plasmética y en ol
citoplasma, y es Mg *'-dependienta (Storay y col. 1564, Connolly y col. 1985 ). El llo
inhibe pofente y selectvamente & Ia |P fosfatasa y mencs a las restantes {Shermann
y col. 1981),

£ DG qua es ol otro compuesto que se producia come  consecusncla do la

hidrolisis da Jos fostatidi inositoles sigue tres rutas metabdlicaa distintas ( Mishlzuka
1968 ):
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a) Es otra vez metabolizado via fpasas a Sckio araquidénico para la
biogintesls de elcosanoldes,

b) Pueda ser fosforiado con ATP en la membrana plasmética por o
enzima DG-kinasa y regenera el PA cerrando de esta manaera el cicio,

¢) Puede activar una protein-kinasa C y da diversas respuesias celulares,
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FIGURA 9.- Cicle de los fosfalidll Inositoles, basado en un esquema propuesto por
Abdel-Lalit (1986) con modificaciones, DG = 1,2 dlacliglicerol: PA = 4cido fosiatidico:
Pl = fosfatikdl Inositol; PIP = fosfalidil inosito] 4 fosfato; PIP, = fosfatldll inositel 4,5
bifosiato; IP = inostol 1 fosfato; 1P, = InosHol 1,4 bHosfato; IP, = inositol 1,4,5
irifosfalo; Pi = {dsioto Inorgdnico; PPi = pirofosiato Inorgénico; GTP = guanosin
tritosiato; COP-DG = cilldin ditosfato-dlacliglicerol; CMP-PA = clidin monolosialo-acldo
fosfatidico; CMP = citidin monofosiato,

48



Cuando se produce un aumento del lén calclo intracelular  {Ca**,) libre, blen
gea por ontrada a través de canales de la membrana plasmética o por salida desde
los orgdnules Intracelulares (reticulo endoplasmético y mitocondria), se ponen an
marcha una serie de procesos fislolégicos que dependiendo del tipo de célula
pusden consistr principaimante en procesos de  contraccidn © procesos de
secrecclon. En el caso del misculo fiso vascular este aumento de Ga*t, libre
ocasiona como respuesta una contracelén tenlendo lugar una serie de fendmenos
que seguidamente describlremos.

En un corle transverso del misculo kso vascular se puaden ver con o
microscoplo electrénico fundamentalmente dos tipos de filamentos: los gruescs y kos
delgados. Ei flamento delgado estd compuesto do dos protelnas: ‘a actina y la
tropomiosina. La actina es una protefna contréctf, globukar, de cadena Gnica, de
peso molecular aproximado da 42 kD, y dispuesta en forma helicoidal en dos hebras
alrecledor de la tropomicsina. La tropomiosina es una protelna alargada, de peso
molecular aproximado do 70 kD { Shver y Stul 1982 ). El flamanto grueso estd
compuesto de miosina, proteina contractd de molécula hexamérica formada por dos
subunidades de alto peso molecular | cadenas pesadas ), y cuatro subunidades de
bajo peso molecular ( cadenas ligeras ), Las cadenas pesadas forman una cola
espiral con dos reglones proluyentes o *cabezas®, que contienen las zonas de unidn
a la actina. Los dos pares de cadenas ligoras de ja miosina ( CLM ), tlenen un peso
molecular de 17 KD y 20 kD respeciivamente, Es de particular interés esta Ghima
subunkiad que se denomina cadena ligera P o cadena fosforiiable, siendo capéz de
captar cationas divalentes y desfosforllandose en forma  cakcio-dependients,

Una vez que se produce ol aumento de Ca‘t,, lbre, &ste [usga un papel
esencial en la intereccién entre la actina y la miosina, siendo o responsable de [a
contracclén muscular a través de dos mecanismos, El mas importante necesita que
este Ca‘** se fije a CMD, que como sefialamos en of apariado 1.2.2 { pag, 13) es
una proteina ciloplasmética. Para Cheung { 1982 } y Winkler y cof, ( 1887 ) la CMD
osia compuesta de una Gnica cadena de 148 amincécidos, de peso molecular 16700
D, que es resisienla a pH dcidos y termoestablo'( no ge akera a 100°C ), La
lercara parle de los aminodcidos que componen la cadena es del tipo ghtamato o
aspariaio, que tienen como cadena lateral ¢l grupo carboxilato don carga negativa,
¥ & iravés de este grupo COO" se une & in Ca*, La proteina carece de triptéfanc,
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cistelina @ hidroxiprofing, kb qua ¢ confiere una flexibilidad que es clave para sy
moda de accién, permilendole el cambio de estructura pasar de forma acliva a
inactiva y viceversa. La CMD se ha hallado an todas lag células eucariolas, es decir
células con nuclee, siendo muy semejante |a secuencla de amincécios de unas a
olras, y careciendo por lanlo la proteina de espectiicidad de especie y tejido,

La CMD apargce plegada y tlene cualro sitios de unidn para el Ca** (Figura 19),
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FIGURA 10 Represeniacién esquemética de la secuencla de la cadena de
CALMODULINA de cerebro bovino, compuesta por 148 residuos de aminoécidos,
Tlene 4 puntos muy simiares en los que se une al i6n Ca*t a § aminodcidos, ‘
A= Ala; D=Asp; E = Gl F = Phe; G = Gli; H = His; | = jleu; K = Lls; L = Leu;
M= Mot; N=Asn; P = Pro! Q=Glu; R=Arg; E = Ser; Tm Treo; V= Val, ¥ =
Tir, { Tomada de Cheung, 1982 ).
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La afinidad da la CMD por el Ca** es tal, que segin la concentracién intracelular
del ¥¥n se une a 4l o no, condiclonando esio su aclividad, La concentracién
intraceldar de CMD es variable pero en realidad esta no limita la velocldad
enzimatica, por lo que se deducs que la proteina se encuenira slempre en exceso,
Ds esta torma, cuande se produce un aumento de Ca**, libre ( alcanzandoss una
concentracién aproximada de 10° M), ya sea por aperiura de canales y entrada
desde ol exterlor, o por safida desde los depdsitos intracelulares, o por una
combinacién de ambos procesos, se produce un acopiamiento del ion Ca** a la
CMD en les puntos de unién. De fos cuatro sltios de filacién descritos para ol cakio,
dos estén unidos permamentemente al in y el tercaro y posiblemente el cuario sean
los encargados do capiar a nueva entrada de lones Ca**, De esta forma la CMD
pasa de la forma Inactiva & una forma activa de confliguracidn nueva més compacta,
y esta nueva forma aclivada { Ca**-CMD’ ) se acopla a olro enzima que actda como
raceplor. El enzima queda asl activade produclendo fa correspondiente respuesta.
Por tanto, &} mecanismo béskeo de accién da la CMD puede entenderse como un
proceso reversible que tiens dos pasos (Winkler y col 1987} :

1} Ca** + CMD Inactiva——w-Ca**-CMD" activa
2 Ca**-CMD" + ENZIMA Inactiva~—=-Ca**-CMD-ENZIMA" activa

En la Figura 11.36 muestra el esquema de activacién y desactivacién de la CMD,
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FIGURA 11.- A} Mecenismo de maediacién de la caimodulina, Ni el Bn calclo nl la
calmodulina son aciivas por saparado, pero la unidn de cuatro lones céléicos ala
calmodulina cambla la conformaclén  de esta y la activa. La calmodulina sctivada
intaracciona con  olra prolefna o enzima, camblando la conformacién de esta y
activindola. Un factor importante de esle procaso ko constituye 1a flaxibllided de la
molécula do catmodulina, _ ]

B) Posible asquema de la aclivackén secuenclal de ks ¢nzimas adenilate
ciclasa y fosfodlesterasa en el cerebro, La cafmodulina da la membrena activada por
la entrada de Ca**, acliva a su vez al adenllalo ciclasa que cataliza a su vez el
paso de ATP a AMP,, Por su parte el aumento de Ca** on el Intetior de la célula
activa a la calmoduilng, que a su vez acliva & la fosfodiesterasa encargada de
degradar el AMP, formado, Asi pues, la calmodulina activa lanto el enzima dfe sintasls
como e degradativo,

{ Tomada de Cheung, 1982 ),
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En realidad existon varlas proteinas Intracelulares que pueden actuar como
receptores para el kn Ca**. En el caso del mdsculo estriado el primer receptor de
Ca‘*, 08 la troponina C, mientras que en masculo liso y en flamentos de  célulag
no musculares el efecto del Ca*+,, estd mediado seglin o descrito por la CMD, En
ol misculo fiso la Ca**-CMD" se une a la subunidad cataltica del enzima kinasa de
la CLM formando un complejo holosnzimético activo que catallza la transierencla
da un grupo fosfato desde 6 complejo Mg**-ATF a la cadena ligera P ( Vallat y col
1961, Stull y col. 1982 ),

La fosforacién de la cadena ligera P estimula las Interacciones aclina-miosina,
activando un enzima ATPasa-Mg** presenie on la miosina. Este enzima cataliza la
hidrolisls del ATP y la interacckén con la actina a través de puentes que provocan
ol deslizamlento de ambas moléculas y por consigulente la contraccién.

Bl snzima kinasa de la CLM fue purificado partlendo de  diferentes
preparaciones, y se vid que era una protena de 125 - 130 kD completamente
dependiente del compiejo Ga**-CMD" | Vallet y col. 1981, Stull y col. 1962 ). Esle
enzima es el que juega el papel principal en el proceso de contracclén. Su papel
en ol proceso contractl es claro, ya que puede demostrarse que cuando hay bajos
niveles de concentracién de Ca**,, y por tanto dé complejo Ca**-CMD*, los valores
encantrados de fosfalo en la cadena figera P varfan entre 0.13 y 0.25 moles de
fosfalo/molécula, mlentras que 30 a 60 sagundos despuds de aplicar un agents
coniréctil en misculo liso Intacto, el contenido de fosfalo de la cadena ligera P ossila
entre 0.65y 0.76 moles de fosfalo/molécula de cadena ligera P { Dillon y col. 1981,
Silver y Stull 1961).

De lodos modos como hemes ya sehalado, en los flamentos finos, el Ca‘*,,
pueda regular por un segundo mecanismo la Interacclén actina-miosing sin necesidad
de fosforilar previaments a la CLM.

Para que tenga lugar la relajacién es nacesario que se sustraigs Ca**,, libre por
cualquiera de los sigulentes mecanismos:

* Incremento del sacuestro de Ca** por parie de los 6rgancs de dopdsia,

* Reduccién del flujo de entrada de Ca** al Interlor de la célula.
* incremento de la saiida de Ca** al exterior de la célula,
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So conocen algunos mecanismos concretos para consequlr derivar el Ca** fuera
del aparato contractil, entre los que destacemos algunos, Asi por ejemplo para Sliver
y Stull ( 1962 ) la activacién de la adenliatociclasa por estimule §-adrenérgico,
produce un aumento de AMP. que estimula el enzima proteln kinasa AMP.depen-
dlante. Este enzima produce una fosforiacién de la kinasa de la CLM, con
incorporacikn de hasta dos moles de fosfato por cada molécula de kinasa de la
CLM. Esta fosforifacion produce una marcada Inhiblcién en la actividad enzimética,
descandlendo de 10 a 20 veces la afinldad de la kinasa de la CLM fosforllada por
ol complejo Ca**-CMD' ( Conti y Adelstein 1581 ), producikéndose par tanto la
relajacién, Esta teorla se v reforzada por el hacho de que 3l ae jnhibe la
fosfodlesterasa ( enzima que inactiva el AMP, ), aumenta of AMP, y aumenta la
ralajacion de la fibra.

Hablamos sefalado que la fosforilacidn de la CLM era el mecanismo principal,
pero no ol Ginico que producia contraccién. De igual modo tienen que existic otros
mecanismos que produzcan relajacin apare del descrito, Asi la protein kinasa AMP,
dependisnte estimula tamblén la Na*/K* ATPasa de las membranas, y en conse-
cuencia enira K* y sale Na* en el misculo liso, ponléndose a su vez an marcha el
mecanismo la entrada de Na* con salida de Ca’*,, que s expulsado fuera dela
célula, Al producirse un descensc del nivel de Ca**,, se produce bglcamente la
relajacién, ’
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1.5.- RECEPTORES VASCULARES «-ADRENERGICOS

La divisibn de los receplores adrandrglcas en recaptores oty 3 se debe &
Ahlquist ( 1948 ), quien trds un estudio con adrenalina { Ad }, noradrenalina { NA )
8 Isoproterenci, propone 1a existencla de estos dos tipos de receptoras basandose
enla distinta sensiblidad a los compuesios en estudio.

Los recepiores {3 se subdividieron en 3, y §, { Lands y col. 1967 ), segin su
focalizacién en tejdo cardlaco 0 en misculo liso ¥ células glandulares respectiva-
mente, Estos receptores (3 fueron los primeras estudlados debido a los sfectos
terape(iticos an importantes que mostraron los 3-bloqueantes sobre hipartensién,
angina de pecho e lsquemia de miocerdio) y debldo tamblén a los efectos de los
B-estimulantes on la terapeitica asmatica. En contraste fue ya en la déceda de los
setenta cuando se iniclaron los estudios sobre los receptotes o, El conackmiento de
los receptores ¢ fue @l resultado de los slguientes acontecimientos ( Van Zwilaten y
Timmermans 1984 ):

1.- La infrodueclén del concepto de receptores pre y postsinapticos.

2- La clasificacion de oradrenccepiores on jos sublipos o, Yo,

3.- El descubrimiento de que fos ¥ adrenoceptores en el cerebro estan relaclonados
con el efecto antihipsrlenslvo de fdrmacos con actividad ceniral, afines a cloniding,
guanfaclna y o-meti-DOPA

4.- El desarrollo de la industrla farmacedtica que consigue productos con gran
selactividad como agonistas y antagonistas para 1eceplores oy, Yo, 10 que permile
la diferenciacién de los efectos debidos & un tipo u ofro de receptor,

5. La introduccién de técnicas de radioligandos para caracterizer los sublipes de
receplores &, y .

La necesidad da introducit una nomenclatura similar & la de  los receptores 3,
para los recepioras atfevé a Langer (1974 ) & clasificar iog receplores presindpticos
comeQ, y los postsindpticos comeay,. Pronta se demuestra que esta clasificacién
basada en el lugar anatémice en qua se encueniran resulta Inapropiada, puesto que
dificimente se podrian calfficar de presinépticos loa recopiores &, adrenérgicos de
las plaquelas { Grant y Scrution 1975 ). S# hacia necesarlo una reviskén de los
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términos, y diversos autores entre los que destacan Langer ( 1981 }, Timmermans

y Van Zwielen { 1861, 1982 ) y Starke ( 1981 ), proponen una clasiicacién basada
en la sigulente nomenclatura:

* Fre y postsinéptico: Indican Ja locallzacisn anatémica del receptor con respecto
a la neurona y a la sinapsis.

o ¥ ' Indican la preferencla del receptor por un determinado agonista o
antagonista, en definitva su afinidad quimica pero no su locallzacién anatdmica.

El receplor presindptico o esla localizado a nivel do la membrana de la fibra
postganglionar, préximo & las vesiculas da las varlcoskiades { Figura 12 ). La
exchtaclén def receplor presinéptico a adrenérgico, ya sea por agonistas endégencs
neurotransmisores NA o Ad, o por agonistas exégenos como es el caso de fArmacos
uslmpatloomlméucbs. Inhibe la liberacién de NA de las vesliculas,

El recaptor postsindptic e estd localizado en el érgano diana ( Figura 12 ), A
nivel vascular 8l se excita por un neuratransmisor o por un agonista ocasiona una
vasoconstriceldn  con aumento de la presidn arterial { Reld 1881 ),
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FIGURA 12.- Sinapsls adrenérgica, La adrenalina ( Ad ) y noradrenalina { NA ) se
ancuentran an las vesiculas, y al tegar ol estimula nerviosa a través da la neutona
sindplica posipanglionar se liveran a ia hendldura sindptica, estimulande los distintos
recaptores postsindplicos que se encusntran en la célula efactora,

( Temada da Van Zwieten, 1968 ),
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Como hemos sehalado la subdivision de los adrenaceplores en o, yor, estd
basada en la diferente afinidad del receplor para agonistas y antagonlstas, y no en
la locallzaclén pre o postsindptica del receptor. En la Tabla Vil se pueden ver los
farmacos agonistas y anlagonistas de las receptores o, y oy

FARMACOS AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE RECEPTORES o, Yex,

AGBONISTAS &,
Metoxamina
Cirazolina
Fenliefrina
Amidefrina
SKF 89749

St 587

Sgd 101775

AGONISTAS o,
B-HY 920

Clonidina

B-HT 933 (Azepexale)
Uk-14.304

M-7

Xllacina

Quanfacina
Guanabenz
Dopamina

AGONISTAS &, -¢x,
Adrenalina
MNoradrenaling
o-metil-noradrenalina
Tramazolina

ANTAGONISTASQ'!
Prazosin

Doxazosin
Corinantina
Labetslkol
Wb 4101
AR-GC 239

ANTAGONISTAS o,
Yohimbina

BDF 6143
Rauwolscina
RX 781094
RS 21361

ANTAGONISTAS o, - v,
Fentolamina
Fenoxibanzamina
Tolazolina

Piperoxan

{ Construlda con datos de Shepperson, 1982; Van Zwlelen y Timmermans, 1984; Van

Zwwisten, 1986 },
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Los recaptores presindpticos son fundamentalmente del subtipo v, adrenérgico
¥ en menor proporcidn del sublipo, { Kobinger y Pichler 1980 ), Los receplores
postsinaplicos son de ambes subllpos a, y o, en una proporcidn que es muy
aproximada de 1:1; preduciendo tanto el estimulo de uno como de oiro vasocons-
triccion. La localizackin de ios dos sublipos postsindpticos respecto a la propia
ginapsis s distinta { Figura 13 ). Ei receplor posisindptico o, esta localizado
Inirasinapsis, en coniacio con los nervios “noradrenérglcos”, slendo de esta forma
répidamente accasible al neurotransmisor NA. En el caso de que el drgano dlana sea
una arlerla su posicldn anatémica se corcesponde con 8 adventicia. El receptor
postsinaplicoq, se localiza més alejado de 'a zona de sinapsls, ¥ en el caso de las
erigrias en 1a Wnica Inlima { Langer y Shepparsdh 1982, Van Zwlsten 1985 ).
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1.6.-ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE ESTA TESIS DOCTORAL
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1.6-ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE ESTA TESIS DOCTORAL

Hemos visto en e! apartado anterior que el estimulo de los receptores ¢, yot,
adrenérglcos postsinépticos produce un incremento del tona vascular, Se sabe sin
embargo desde hace tlempo, que s6lo una parte de la vasoconsiricelén induclda por
NA (agonistacy yor, ), depende de la presencia extracelular de iones Ca** { Bohr
1983 ). Esle hecho hizo que el grupe de Van Zwieten y Timmermans { van Meel y
col 1981 a y b; Van Meel y col. 1882; Van Zwisten y col 1982, 1984 y 1985
Timmermans y col, 1583 y 1984; Van Zwisten y Timmermans 1984; Wiltfert y col.
1984 a,b; Van Zwieten 1986 ), estudiaran el papel que juega la entrada de Ca** al
interlor celular en la vasoconstriccion Inducida respectivamente por ef estimula ¢z,
y por el estimulocy,. Eslos investigadores consideraron la utlizacidn de AnCa como
un valioso Instrumento, para evaluar la imporiancla que tiene la entrada de Ca** por
canales VOC, en la contraceién inducida por estimulo da log recaptores oy, ¥ ¢,
vasculares. Sus estudios con AnCa se centraron en  ensayos llevados a cabo con
la preparacién de “pithed-rat. Este modelo experimental, que posterlormente
descriolremos y  utlizaremos en [a presente Tesls Doctoral, permite ol estudic ‘in
vive' de electos a nivel vascular periférico.

Los resultados Iniclales del grupo de Van Zwisten y Timmermans con AnCa
sefialaron que las respuestas obtenidas por activacién de receptores o, vasculares,
éran sensibles a la inhibicién de la enlrada del Ca**,,, pero la particlpacién del
Ca**,, en la vasoconstriceidn por estimulo ¢r, podia varlar para distintos agonistas.
Postariores estudios con radioligandos, permilisron a estos investigadores descartar
que ks AnCe pudiesen tener actividsd significativa como bloqueantes ;. La
inactivacién del Ca**,, con elilendlaminoletracetato de  sodic (EDTA-Nay), Inhibié
lambién en mayor grado las respuestas o, que ias respuestas presoras Inducldas
por estimulo.or,.

El siguiente esquemna { Figura 14 ) lomado de Van Zwielen y Timmermans
(1984) y Van Zwieten y col, (1984), @8 una representacion de la membrana de la
célula det mGscule liso vascular, En &l se aprecian las diferencias que podrian existir
enlre los sucesos que acontecerlan como consecuencia de los estimulos ar, yor,.
Para estos autores, el estimule de un adrenoceptor gy, { por metoxamina ) induce una
despolarizacién en la membrana basada en flujos de Na* y K*, y este process no
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es sensible a los bioqueantes de la entrada del calclo, Sin embargo el estimulo del
adrenocaptor o, [ por B-HT 920 ) s6 acompafa con una anitrada de lones Ca** que
Induciria la activacién de las proteinas contréetiles Inlracelulares. El bloqueo de esla
entrada da Ca** con un AnCa prevendria la vasoconstricaién, pero no impediria la
formacién del complsjo agonlsta-receptor r,. En ol esquema aparecen tamblén los
tArmacos prazosin y yohimblna, capaces de bloquear selectivamante los receptores
Y Oty

Extracelular Antagonistas del Ca++

:::z?‘::?-“ I Yohimbina
Despolarizacidn ul Cat+ [} B-HT 9
Intracelular Cp+i Ca T

FIGURA 14,- Representacidn esquemética de la membrand -celular de masculo liso
vascular, : e
{ Tomada da Van Zwieten y Timmermens 1884 y Van Zwieten y Timmermans 1664 )
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En los trabajos de Van Zwieten y Timmermans en ‘pithed-rat"  cuando se
estudisban estimutanies mixtos como noradrenalina que tiene ademés de efectos o,
yar,. olectos 3,se utilzaban ralas tratadas con propanolol y rauwolscina para estudiar
ol afecto o0 bien prelratadas con propanolo! y prazosin para estudiar el efactoqy,,
Eslos estudios parecleron también interesantes, ya qua las catecolaminas circulantes
sndégenas estimularian los adrenoceplores v, Yo, en presencia da un Anca se
inhibifa el compussto ¢, reduciéndose por ko lanto el tono vasoconstrictor. Este
mecanismo probablements confribuirla al efecto  vasodlatador/ hipetensor de ios
AnCa,

Para justificar Ia insensiblidad que presentan las respuestas vasopresorasc, al
tralamiento con AnCa se han propuesto distinias hipétesis. Unos Investigadores (Reld
y col. 1983, Rutiolo y Yaden 1984, Ruffolo y col 1984) trabsjando también en
"plthed-tat* han sugerido la posible existencla de receplores «v, de resarva que
sefvirian como lampdn ocasionando una insensibilldad de las respuesias presoras
da los Ager, a los AnCa. Otrg hipdtesis allernativa es la qué proponen Timmermans
y col. en 1985 con dos modalidades de interaceidn en los receplores o, estando
una vinculada a la ullizacién del Ca**., como en el casc de la Interaccién en
roceptores ov,, ¥ estando |a ofra vinculada a la utitizacién del Ca**,,. Diversos dalos
experimentales mis reclenies { Timmermans y Thoolen 1887; Timmermans y col
1887; Mo Grath y O'Brien 1987; Richer y cal. 1987 ) parecen confirmar que of efecto
vasoconstrictor mediado  por Agcx, pusde modificarse en presencia de los AnCa,
pero los estudios con Agay y AnCa continuan mostrando bastantes discrepancias
da inferprefacién, Asl algunos Ag v, lamados "agonistas parclales® parecen capaces
do comportarge como ks Ag r» ¥ SuU aleclo pusde ser susceptible de bloqueo por
los AnCa.

Fara ol grupo de Timmermans, {a uliizacidn de Ca** en la vasoconstriceién por
Ag oy, podria tener claraments tn doble origen: la entrada de Ca**,, { sensible a los
AnCa ), y . movizacién del Ca*",, { Insensible a bos AnCa ). Hay ademés que
tecordar que Jos recepiofes o, se sabe que tiensn propledades farmacolégicas
diferenies en distintos tefidos. Podria existk una heterogeneidad de receptores a;.
Para Hieble y col. {1388 ) sagin el tefldo considerado, puede varlar el modo en que
se aclivan 108 receplores y fambién la moviizacién def calcio cuando se estimutan,
Se han propuesto en reakded sublipos de  receptores o que conirolarfan
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respectivamente la movillzackin del Ca**,, y la entrada del Ca**_,. Hany col. (1887)
sefialan la existencia de dos subtipos de receptores o, que causarfan respuestas
contréctlies a través de mecanismos moleculares distintos. Un subtipocy,, estimularis
la formacién de derivados de P, v causarla contraccién con independencia del
Ca**,, El olro sublipo de receptor serla alcx, que no estimularia de IP, y causarfa
contracclén dependiente de la entrada de Ga**_, a través de canales dinidropiridina
sensibles, Por otra parte, hay que sefialar quae los ensayos "in vitro® han resultado
fundamentales para estudlar los macanismos de utifizackn del Ca** en ia
vasoconstriccién inducida por estimulo cv,. Los ensayos de Boty en 1963 aludidos al
comienzo de este apartado, sefialaron ya la existencia de dos fases en las respuostas
de sorte de conejo a NA. La primera parte de la respuesia contractl { respuesta
répida }, podria incluso deprimirse elovando la concentrackén de Ca** en el medio
exiracelular, y era precisamanie et componenta de respuesia lena el que quedaba
Inhibldo al disminukr la concentracidn de Ca** en ¢l medio externo { Figura 15 ).
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FIGURA 15.. Efscto de la deplecién de Ca** en la raspuesta de NA en las
heficoidales de aorla da conejo. Arriba a fa lzquierda la  respussta de una tira en
Krebs normal. Las siguientes cualre  curvas muestran las respuastas después de
mantener lag tiras en Krebs sin Ca** durante los tlempos sedalados entre paréntasls,
Después do 10 minulos en solucidn sin Ca** ol components rapido { que pracede
 sehal de raya discontinua ) es ligeramente mayor, y el componenie lenlo { la
tensidn desarroliada despubs do la sehal de raya discontinea ) estd deprimido, Gon
€4 minutos da  permanancia en solucién sin Ca‘* ol components lento queds
virtuaiments eliminado, y hay una depreslbh secundaria del componente répldo. Abajo
a4 fa deracha gparecs la respuesla 3  minuios despuds de camblar a una
concentracidn 0.5 mM de Ca** en el bafto. Hay una recuperaclén del componente

fanlo. Las kreguiaridades en las curvas de respueste al final da los 5 minulos son
artefacios del lavado. (Tomada da Bohr 1963 )
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Los resultades de Borh en aoria de eor‘wio sugleren ya la existancla de una
fuente distinta del Ca**,, para la contraccion vascular. La formacién del complajo
Ag q-receptor inicla probablements la  liberackin del Ca** desde los dapésitos
intracelulares, principaimenta reticulo sarcoplasmico y cara interna del sarcolema,
Eslos conceplog pareciaron confimarse Iniclalmente con los estudios de fiujos de
Ca** realzados por Godiraind en aoria de rata ( Godfraind y Miller 1982; Godfralnd
y col 1982 ). Dichos autores ulllizando “Ca llegaron a la conclusikbn de que la
estimulacién de los receplorescy, podia abrir canales da calsio, pero la estimulacian
de receptores &, inducis una despolarizacién an la membrana, y éubslgulememame
la fiberacién de lones Ca** de s depéshtos intraceiulares,

Posterlormente diversos estudios "in vitro® han confimade que a itiizacin de
Ca*+,, o8 esencial para |a contraccidn vascular inducida por estimulo ov,; pero la
hipétesis de Godfraind y col tamblén ha sido rebatida por otros aulores, Los trabajos
de Vanhoutp ( 1962 ) en vasos aisiados, conclufan que el estimulo ¢, se
acompanaba con entrada de Ca**,, slendo por tanio sensible al! blogueo do osta
entrada de Ga** con AnCa. Las diferencias enire los resultados de Godfraind y col
{1982 ) vy los resultados de Vanhouta y col. en o mismo aflo, podlan ser debidos
sabretodo a diferencias en los métodes de experimentacién  utiizados, ya que ios
lachos vasculares estudiados diferlan sustanciaimente. En reslidad los estudios hasia
la fecha llevados a cabo con agonistas o en vasos alslados proporcionan resultados
dispares, dependienies no sélo del tipo de vaso estudiados sino también do la
especie animal utilizada, So han estudiado sobrelodo las contracciones provocadas
por NA en distintas arterias, resultando varlable su inhibicién por AnCa,

No ha sido sin embargo fhoil hasta ‘a fecha demosirar 'in  vitro® la importancia
que tiene ol Ca**.. en la contracckon vascular mediada por astimulocy, En realidad,
hay que sefialr que hasta este momento nl siquiera ha sido tacl demostrar la
participacién de jos receptoresy, en las contracciones inducidas en vesos alslados
por distinlos agonisias. Los adrenoceptores de aorta de rafa iniclalmente se
describleron como un sublipe  aberrante de udrmceptor o, qua oombhaba
caracieristicas de ambas clases de reoeptores. ba a y loca.. sln panenoeor
cleramente a ninguno de. eslos subtipos (Rutiolo y cot '
Randriantsoa y col 1981 ). Por ofra parte se suglﬂé quo en lu venas podria oxht?
mayor densidad de receplores postsindpticos o, que lnlulrtortu y__g;‘l.o“bo
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receplores cren venas y arterisd podian presentar caracteristicas distintas { Da Wey
y Vanhou 1960; Hisble y Woodwar 1984 ). La utilzackén de agonistas o muy
seloctivos ha permitido Kdeniificar *In vilro* receptores «, postsindpticos en las venas
salena y femoral de perro, siendo mejores las respuestas en la vena safena {
Sufivan y Drew 1980; De Mey y Vanhoutte 1881; Shepperson Y Langar 1881; Curro
y Groenberg 1983; Fowler y ool 1984; Flavahan y col 1984, 1987; Coake y col
185; Flavahan y Vannoutte 1868;Hieble y col. 1988, Rhodes y Waterlal 1987 ), Otros
lejdos vasculares en los que han podido ponersa de mantflesto ia existencla de
receplorescy, son las venas y erferlas mesentéricas caninas { Kou y col 1984; lteh
y ool 1887 ), 14 arteria de la cola de la rata { Medgett 1983; Medgett y Langer 1885
J, la vena safena humana { Docherty y Hyland 1985 ) y las arierias dighales
humanas (Moulds y Stevans 1984; Stevens y Moulds 1985, Stevens y Moulds 1986).
En a prosenta Tesis Doctorsl nos hemos planteado un estudie parelels en
"pihedat’ y en anlfiios de acrla de conejo qua podrd complemeniar jos que hasta
la lacha existen sobre utlizacién de Ca** en la vasoconsiricclén adrendrgica. E1
modelo de ‘pithed-rat® nos permitird el estudic en animal entero de  efectos a nivel
vascular periférico con aproximacionss més reales dal efecio de log farmacos “in
vivo". Por su parte, la aorta de conejo es junta con la aorta de rata uno da los
modelos experimentales més utlizado para sstudios vasculares "in vitra”, v los datos
‘0 ol oblanidas parmiticdn una mejor interpretacién  del mecanismo de accidn de
ke tiemaces. En ambos modelos 5o ensayaron Ag o, y Aga, y la ullizaclon de
dgonisias selectivos supondrd una ventaja sobre ofros estudios llevados a cabo con
lrmacos mencs selectivos, permitiendo establecer las diferanclas que existen on los
prooum subslgulantas A la activacién de ambas clases de receptores. Asl por
Sjemplo, POdrflmoa uﬂaw que la mayorfa de los estudios en vasos aisfados se han
. levado LY ubo utiﬂzando NA como agonista adrendrgico, En rnuesio estudic como
"4 o ubcﬂvos hemea utikzado metoxamlr'.a y fenfiefina  que son dervados
!Wsthmm caraciatizados por ohros kmsﬂgadores { Timmsermans y col. 1983b; Van
MM ¥ oL 190% Timmermans y oo!. 1887 } como agonistas v, tolales con
stﬁmw o Insensibles al bloqued de Ia enlrada de Ca‘*., por
) Selectivos hemos ullilzado B-HT 920 y B-HT 933, dos dervados

epinioos simiares a clonidina. Los Ag o, v los Agax, 4 ensayaron en distinles
condicionss experimentales, y en Pfssencia da {drmacoe que pueden modificar 'a
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utlizackn de Ca**,, y de Ca*,. La adminlstracién de nifedipina, AnCa con
seloctividad vascular, nos permitird bloquear la entrada del Ca**,, al Interlor calular,
Hemos qusrido tamblén utilizar en este estudio una dihidropiridine agonista, que
promuave por ol conirarlo la entrada de Catt,, af interior celular. En 1984 Wiifert v
col sefialaron que parecia posible distinguir a los Ag x, de los Ag o, por la
modHicaciin da su efecto presor en “pithed-rat” con ol compuastos BAY K 8644, Esta
dihidropiridina se comporta como AgCa, y servird también en nuestro esiudic para
discriminar los agonistas adrenérgicos qua necesttan mayor utizacién de Ca*v,
para su sfacto vasoconsirictor,

Por (itimo, en nuesiro estudic utiizaremes tamblén of compueste TMB-8. Este
tarmace, como se sefiald en of apartado 1.3, se ha caracterizado como un inhibldor
de la movilizackin del Ca** desde sus depdsttos intraceluleres en mdsculo
esquaelkitico y en misculo liso ( Malagodi y Chiou 1974 a y b, Chiou y Malagodi 1976
}, ¥ so ha propuesto como instrumento Gtk en los estudios de mecanismo
contraccién-relajacin muscular, El TMB-8 puede segln la clasificacién de Godfralnd
{ 1987, phginas 31 y 32} considerarse como un antagonista del Ca*+,,, En nuestro
estudic el TMB-8 presumiblemente bloqueard la liberacién de Ca** desda sus
depodsios Intracelulares en miacule Sso vascular, permiténdonos  asl estudiar la
particlpacién del Cat*,, en las respuestas vasoconsirictoras &, adrenérgicas,
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2.- MATERIAL Y METODOS
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2.1.- FARMAGOS, METODOLOGIA GENERAL Y CONDICIONES DE
TRABAJO,

Matoxamina ClH ( Qalioso Wellcome S.A. )
L-Fentlefrina CIH ( Sigma }

B-HT 920 2CiH { Boehringer Ingelhelm )
B-HT 933 2CIH { Boehringer Ingelheim )
Nifedipina { Bayer )

(£)BAY K 8644 ( Bayer )

TMEB-8 CIH ( Sigma )

Prazosin CIH { Pfizer 5.A. )

Yohimbina CiH { Sigma )

Heparina sédica ( Bolzot }

Las férmulas estructurales de la metoxamina, fenileirina, B-HT 920 y B-HT 933
aparecen en la pagina 73; las de la nifedipina, BAY K 8644 y TMB-8 aparacen en
la pagina 34

Lae concentraciones mencionadas en el texto y en las figuras hacen referencla
& lag formas indicadas arriba; es deci, el peso da las bases de nifadipina y BAY K
8644, y al paso de las sales de TMB-B y los agonistas y antagonistas o . Las
soluclones madre de todos log 1drmacos se hiclaron dlarlamente. Para lograr una
buena disolucién de prazosin se Lilizé un agltador durante 20 minutos, mantenlendo
una temperatura de 85 ‘C durante este tlempo, Ltilizamos solucién salina { ensayos
"in vivo" ) o ague bidestilada { ensayos 'in vitro" ) para laa soluciones madre de los
agonistas y antagonistas , y utilizamos sclucién salina con un 10% de etanol o agua
bidestilada ¢on un 10% de etanol para las soluciones madre de nifedipine, BAY K
8644 y TMB-8, Parlisndo do esias soluclones se hicleron las dliuciones necesarlas
en solucidn salina ¢ agua bidestilada. En el caso do nifedipina y BAY K 8644, la
soluckin madre y las diluciones se realizaron inmediatamente antes de su uso, para
evitar su degradacién. . .

Las DHP son sustanclas fotosensibles, especialmente sl se. encuentran en
disoluclon. Se degradan facimente con la luz solar y los rayos UV, habléndose incluso
estudiado como repercute ¢sia dagradacién en los trabajos “in vitro® ( Mikkeisen y col.
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1985 ). BAY K 8644 resufia aigo més estable que nifedipina y la degradaclon se
produce al reducirse el anillo 1,4 dihidroplridinico que pasa a plridina, con io que el
compuesto plerde aclividad. Eslo ocuire sl 30 expone &l compuesto a luz de ngitud
de onda menor de 450 nm, y por eso para trabajar con ellos se emplean lAmparas
de vapor de sodlo, que dan una luz monocromitica de 588 nm de longitud de onda,
o on su defecto se puede emplear y asl lo hemos hecho en ests tesls, un tubo
fluorescente marca Phiips, modslo TL'D 36W/16, cuyo especiro de emisién puede
observarse en la Figura 16, que cumple las caractefisticas descrilas anteriormente,

TUD ¥ 6

!lﬂ

FIGURA 18.-  Curva de distribucién espectral ds un lubo fluorescente TL'D 36W/18
( Cedida por Phillps ). En abcisas la longitud de onda ( nm ), y en ordenadas la
intensidad def flujo uminoso medida en uW / 5 nm / lumen. La flecha marca fa
longitud de onda correspondiente a los 450 nm, per debalo da la cual se degradarian
tas OHP sl la Bmpara emitlese fujo luminoso en esa zona dal especiro.

72



OCHg

®

(l‘.H-CH'—NHz

CH CHq
OCHgy

{-hidoxl- 3-( 2,5-dimetoxifenll }-isopropliamina

HO CH=~—CHs=NH
i LI
OH CH3

§-hidrox- 8-{ 3-hidroxifenil }-eti-metllamina

S« ~NHy
©) cHgcnCHgN P

&-alil-2-aming-5,6,7-tetrahidro-4 H-tiazolo-[4,6-d]azepina

0
@ ongc HfN(I }-NH
N

2-amino-6-eti-4,5,7,8-tetrahidro-4H-axazolo-[5,4-d] azepiha

FIGURA 17. Férmula estructural de la metoxemina(lL), fentetrina (B),8-HT s20(G),
8-HT 833(])
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En esta Tesis Doctoral se lieva a cabo un estudic del efecte sobre misculo ligo
vaséular de dos Agar, seleclivos { meloxamina y fenilefrina }, y de doa Agor,
selectivos { B-HT 820 y B-HT 933 ). Los agonistas cr s& ensayan "in viva" @ *in vitro®
estudidndose fa modificacién de su efeclo por BAY K 8644, nifedipina y TMB-3, La
preparacidn que se ulilizé para los ensayos kn vivo" es [a de "plihed-rat”, valoréndose
enella incrementos de presion sangulnea diastdlica { PSD ), v la que se utiliza para
los ensayos 'in vitre" 68 la de anlllos de acrta de conejo, valorandose en ella la aftura
de las contracclones producidas, En Ia preparackin de anlllos de aorta de consjo se
caracterkza ademés el efecto de BAY K 85844, nifedipina y TMB-8 sobre lag
contracclones provocadas por CIK y en fa de "pithed-rat" comenzamos nuestro
estudio ensayando la adminisiraclén del AgCa y ol AnCa por distintas vias, El
nimero de ensayos homogéneos en “pithed-rat” fue siempre 5-6 y en aorta da
conejo 7-9,

A continuacién se describen las preparaciones de “pithad-rat* y de anlllos de
sorta de conejo, asl como fos ensayos que tlenen lugar en ambos tipos de
preparaciones. En as pAgs. 87 y 88 prosentamos ademas un cuadre resumen ds log
ansayos fealizados.
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2.2.- PREPARACION DE *PITHED-RAT

Hamos utiizado ratas Sprague-Dawley, de ambos sexos, y con un peso entre
240-260 g. La preparacién de "pithad rat* se montd segin la iécnica descria por
Shipley y Tiidan (1947) y més reclentemente por Gilesple (1967,1870), medificindose
1a técnica original en algunos casos por requerkio asl este estudio. A continuacidn
so delalla ef procedimiento seguido !

Introducimos ia rata en una campana de cristal, en la qua previamente hemos
puasio para su anestesla un akjodén impregnado de ter etfico, Daspuéa de Sa7
minutos la rata queda anestesiada, y la situamos entonces en una cama para
shsayocs de animal "In vivo" en posicién dectblto supino. Efectuamos una inclsion
on la zona ventromadial dal cuello, y procedemcs & separar y cortar la plel, dejando
un campo quikirgico en forma de ofal do aproximadamente 4 cm, de largo y 2.5 cm.
en su zona més ancha. A través dat ojal se separan los misculos paratraqueaies
hasta dejar al descublerlo la tréquea, Pasamos dos hiloa por debajo de éeta, y
realizamos una Inciskdn entre dos anifos traquesles introduciendo a su través una
cénula que queda anudada con los hilos (uno en posicién proximal y otra en
posicién distal). A continuacién, y pare evitar que ol animai siga abaxbiendo mae
anestésico, procedemos a descerebrarioy desmedulario con un vésiago meidico de
18 cm. de largo y 1.5 mm. de dlmetro, que introducimos por la diblta dal ofo
derecho, paséndolo por ¢f Moramen magnun’, para sicanzar of bubo raquideo y
seguir por ol canal medular hasta ol sacro completando asl la desmeclulacion,
Inmediatamente conectamos la cnula traqueal a un aparato de respiracién asistida
( Scientfic & Research Instruments Ltd, * ventiador para animaks pequefios * ),
Administramos un volumen de akre de 2 c.c, por cada 100 g. de peso del animal,
con una frecuencia de 50 emboladas por minuto. Despues de instaurar la reapacién
asistida, disecamos e paquete vasculo-nervioso del iado derecho formado por la
arteria carbtida primitiva y ol nervio vago, separamos y corfamos dicho narvio
dejando libre la areria, y pasamos por debalo de ésta dos hilos, Fgando el
correspondiente a la parte distal y dejando iniciado un nudo en of corfespondients
a la parle proximal para la posterior Egadura de una cdnula. Una vez que tenemos
preparada de esta manara la arteria carétida, colocamos una pinza de arterla entre
ambos hilos, cercana al nudo proximal que hablamos Iniclado, La pinze tiene como
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misidn Interrumpir I8 circulacién para permitirnos realizar con una fina tlera un
pequsfo corte arleriall de aproximadamente la mitad del calibre  de la arteria )
Introducimos a través de la incisién una canula de plastico, previamente coneciada
& un manémetro de mercurlo por un sistema carrado llenc de suera {isiolsgleco. La
cénula debe ser firmemente fifada por los hilos que tenlamas preprados, Damos
une presién Iniclal al sistama de mercurko de 70 mm, Hg., e Inyectamos en la cénula
1580 Ufkg, de heparina sédica en un volumen de suero fislolégico de 0.2 c.o. con
el fin de eviltar la  posterior coagulacién sanguinea durante el ensayo, En este
momento se procede a relirar la pinza arterlal y ol sistema queda conactado
petmitiendonos medir la PSD. Dado que la tensién  arterlal en *pithed-rat* { es deck
después de lener a la rala descersbrada y desmedulada ), oscila alrededor de los 40
mm. Hg,, se produce Iniclalmente un transvase de suero fisioldglco y heparing hacia
o interfor del animal hasta que s equilbran las presiones, quedando por tanto
heparinizada la rala. Contralataralments disecamos la yugular lzquierda, ligndola con
un hila en su parte distal, y dejande Iniclado un nudo con otro hilo en la parte
proximal Realizamos un corte con una fina tijera  ( de aproximadamente [a mitad
del calitre de la vena ), para posterlormante Introduclt una cénula. Procedemos a
diatar  la vena { que generalmante se encuenira colapsada debido a las
manipulaciones ), mediante traccionss con  unas pinzas finas, ¢ blen con un
algedsn impragnade en 2uvero fisloléglco caliente, y una vez que se ensancha la
vana Inlroducimos ja. cénula dejéndola  firmemente anudada con los hiks que
hablamos cofocado, Esta ' e4nula estd coneclada a un goteo de suero fisbldégico
carrado.  Esto nos: permitird adminlstrar en bolo  todos los farmacos por  via
intravenosa ( iv. }. Para eflo. introducimos un volumen de 0.4 mifkg., es decr que
las disoluciones se cakularon para ser inyectadas en un voluman total de 0,1
ml.fdosis, Asf pues, una vez qua inyectamos en la cénula de la yugular lzquierda wn
farmaco, procedemos a lavar el sistema con el goteo de susro fisiolégice defando
pasar un volumen de 0.1 il para el arrastre de asa dosis. Para un grupe de
endayos, ia rela estaba ya preparada, pera en jos casos en que deblamos usar
algin AgCa o AnCa, ususimente se prefilé. administrar estas cerca del cayado da
la aorta evitando asi la cardlotoxicidad aguda. Para olio, procedimos a disecar la
arierla cardlida primitiva zquierda, segin la misma 1écnica descrila para la derecha.
Esta nueva diseccion se muesira mis dificuliosa debldo a la estrechéz del campo
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quirdrgico después de las anterlores maniobras, Como Inconvenients afadido para
alcanzar ol cayado de la aorta tenemos necesidad de introduck a o largo de esta
arerla un fino catéter que permiird nyectar firmaccs diectamante en el cireulto
sistémheo. Asl pues, una vez que lenemos la arlerla carbtida primitva zquierda
disecada, procedemos a pasasr dos hios por debajo, anudando el hlio distal y
dejando iniciado el nudo del hike proximel. Cokcamos de nueve la pinza arterial
corcana ai hiio proximal y damos un fino corte on la arterla  { aproximadaments la
tercara parle del calibre de la arteria }, Introducimos el catéler hasia que choca con
la pinza arterial, y ko anudames ligeramente con &l hilo cuyo nudo astaba Iniciado
para evitar que refluya sangre al sottar la pinza. El nudo no  debe oprimic el catéter
totalmente, y dabe permitir que osle sa doakza por el interlor de la arieria hasta el
cayado de la aoria. En este momento, soltamos la pinza arterlal y empujamos
simultaneaments el fino catéler hasia que se introduce aproximadamente 3 cm. de
largo ( longitud calculada para aicanzar of cayado de la aorta ), procadiendo sntonces
a su anudamiento definitive. El catéter infroducido hasta ol cayado de la aorta,
sorvird para la infusién intrartedial {la) de las OHP antes da Iniciar la administracion
an bolo da otros térmacos por la yugular, Asl pues, la administracidn de los AgCa
y AnCa 80 hace mediante periusidn continua con una bomba de infusion Sclantific
& Research Instruments Lid., perfundiendo un volumen tolal de 0.5 ml on 2 minutos
{ 1 ml/kg./minuto ). Los cambios en la preskén sanguines diastéica 8¢ registraron
en un kimégrafo B, Braun Melsungen. La temperatura do la rata durante todo el
ensayo se mantiene constante & 37'C por medio de calor radiante.
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2.3- PREPARACION DE ANILLOS DE AORTA DE CONEJO

Diversos Investigadores han empleado la preparacion de  aniios de aorta de
conelo para esfudios *in viiro", En 1972 la describié Van Bremen ( Van Bremen y
col 1972 ), y su montaje s muy similer en posteriores trabalos de este y otros
grupos. A continuacién describimos detaliadements el procedimientc  utiizado por
nosolros.

Se sacrificaron conejos New Zealand de ambos sexos, ¥ peso 2-3 kg, medlante
un golpe en 1 nuca, seguido de un corte en la yugular. S exiralo una porcién de
‘aorla {orécica de unos 5-6 cm. abriendo el torax y selecclonando el segmento central
de arterla comprendido enire 8l arco adtico y ef diafragmia. La porcién extralda se
favé e un vaso de precipitados, disecéndose y iimpléndose a continuacién de tejide
adiposo y conectivo en una  placa Pelri que comtenfa al igual gque el vaso de
precipliados solucidn Krebs Henseleit { 1932 ) con la slguients composlelén { mM J:
CiNa 118.2; CK 4.7; CLCa 2.5 POHK 1.2; SO,Mg 1.2; CO,HNa 25; glucosa 10, La
porcién de aorta se cortd en anlilos de 3-4 mm de anchura. despreciando 6-8 mm
en‘los extremos por eslar estos somelidos uUsualments a rmayor manipulacién en el
procesa de disscckdn y Umpleza. Los anfios se montaron en bafios de 4rganos de
40 ml. gue conlenian también como Nquide nutricio solucidn Krebs Henselelt a 37°C
oxigenado con gas carbdgeno { 95% O, 5% CO, ). Las preparaciones se infroducen
por un gancho de hilo de acero Inoxidable de 1 mm. de dldmealro que tiene forma
de U lnvertida y que alraviesa of limen de 0s anlllos, quedando ésios sfuados en
su zona cential Este gancho esta unido a un scporle que mantiene fijas las
preparaciones en el bafio. Se introduce por el olro extremo de la preparacién otro
dispositivo simiar con forma de anzuelo para poder aplicar tensién en el anilio. El
gancho  supeilos se conecla a un ransductor isométrico Panlab modele UF-1,
aplicando a las preparaciones una tensién Iniclal de aproximadamenie § g. Lafuarza
de las contracciones se midid y  regisird por medio de un poligrafc Paniab
OmniSeribe modelo D 5217-5. Anles de comenzar los ensayos larmacolégicos las
fArepataciones s6 mantavieron en el bafio de érganos durante 80 minutos para su
relajacin y estabiizacién. Se lavaron con squido nutricie cadia 16 minutos, ajustando
frecueniemenie Ja lensién duranta sste periodo para mantener al final una tensién
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2.4.- ENSAYOS EN "PITHED-RAT"

En la preparacién de "pithed-rat* hemos llevado a cabo tres grupos de ensayos:

A} Ensayos para estudlar el efacio de nifedipina y BAY K 8644
administrados v, e la.
B} Ensayos con Ag or, selectivos.
C) Ensaycs con Ag o, selectivos.
A continuacién explicamos detalladamente estos ensayos y en 'a pégina 87
figura un cuadro resumen de los mismos.

A} Ensayos para estudlar ol ofecto de nifedipina y BAY K 8644
administrados . e a.;

Se astudid la modificacién de la PSD producida por la administracién sucesiva
de dosis craciantes ( 10-1000 ug/kg. ) de nifedipina en bolo por la yugular izquierda.
El efecto producide en estos ensayos se comparb con el obtenido cuando la
nitedipina se adminisiraba en infusidn { 100 up/kg., 300 ug/kg v 1000 ug/ikg. ) en la
carttida zqulerda segln el mélodo descrito en el aparlado 2.2,

lgualmente se esiudid la modificacion de la PSD produclda por adminisiracksn
sucasiva de dosls creclentes { 10-800 pg/kg. ) de BAY K 8844 en bolo por la yugular
lzqulierde. El efecte producido an estos ensayos se compard con &l obtenido cuando
ol BAY K 8644 se administraba en Infusién { 100 pg/kg. y 800 ug/kg. ) en la cardiida
lzquierda segin el métedo descrito en el aparlado 2.2,

B) Ensayos con Ag o, selectivos :

Los Agoy 8@ adminisiraron en condiclones control, y después de tratamineto con
nifadipina, BAY K 8644 o TMB-8,

Como Ag ¢, seleclvos hemos utillzedo meloxamina y fenilefrina. Para ks
experimenios control los Ag ¢, sa Inyectaron iv. en la yugular lzquierda en un
volumen de 0.4 mil./kg., midiéndosa a continuacion el Incremento &n la PSD produck
do, Se llevd a cabo en cada animal una curva dosls-respussia. El rango de dosls
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utiizedo para las curvas de metoxamina fus 1 pg/Kg-1000 polkg., y para las de
fenilafrina fue 0.1 pg/kg.-300 pg/kg. Cuando se administraban dosis bejas de esios
agonistas se esperaba conseguk la recuperacin de la PSD hasta el nivel basal antes
de administrar la sigulante dosis. Después de las dosis mas slevadas en ocasiones
no se recuperaba el nivel basal por lo que se adminisiraba la dosis siguiente
después de transcurrido un tiempo razonable en of que se estabilizaba la PSD.

Los ansayos control se compararon con exparimentos simflares en los qua la
administracién de los Ag o, comenzaba 15 minutos después de tratamiento con
distintas dosis de nifedipina ({ 100 pg/kg., 300 ug/kg. & 1000 ugkg, ) o con distinas
dosls do BAY K 6644 { 100 ug/kg. 6 300 pgfkg. ). La nifedipina y ol BAY K 8844,
para avilar la cardiotoxicidad aguda, se infundiercn para estos tratamientos durante
dos minutes por via la, segtn el mélodo descrito en of apartado 22

Los ensayos control también se compararon con ensayos similares en los que
{a administrackn da los Agoy; comenzaba 15 minutos después de un tratamiento con
TMB-8 { 3000 pglkg. ). EI TMB-8 se adminisird iv. en bolo por la yugular izquierda.
Se lievaron a cabo ensayos en los qus 15 minulos después de administrar 3000
Lgfkg. de TMB-8 pof la yugular izquierda se realizaba un Infusién la. de 1000 ug/kg.
da nifedipina, comenzando a su vez ia administracidn de loa  Ag o 15 minutos
despuds de finalizar la Infusién. Estos ensayos 89 compararon con los ensayos
control, y también se compararon con los ensayos en loa que los Ag &, se habfan
adminisirado después de tratamiente Gnicaments con 1000 pgfkg. de niedipina.

C) Ensayos con Ag o, selectivos :

Los Ag o, se adminisiraron en condiciones control, y después de tratamiento con
nifedipina o BAY K 8644,

Como Ag o, salectivos hemos utiizado B-HT §20 y B-HT 833 Para los
experimentos control los Ag o, se inyectaron Iv. por la yugular kzquierda en un
volumen de 0.4 ml/kg, mkiéndose a continuacién el incrementoe de la PSD
produckio, Se levé a caba en cada animal una curva dosis respuesta £l rango de
dosis utlizado para las curvas de B-HT 520 fue 0.3 pafkg.-300 prg/kg. y para las de
B-HT 933 fue 3 ug/ky.-3000 pgfkg. Las dosls de los Aga: se administraban an
forme, acumulativa, con un margen de tiempo razonable entre dos dosls ya que
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después de obienerse las respuestas presoras con éstos fArmacos, No se consegula
en general volver & los niveles basales de presién basal.
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2.5,- ENSAYOS EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO

En las preparaciones de anllios de aorta de conejo se han llevado a cabo tres
grupos de ensayos:

A) Ensayos con GIK.
B) Ensayos con Ag o, selectivos.
C) Ensayos con Agox, selectivos,

A continuacibn explicamos detalladamente estos ensayos y en la phgina 88
figura un cuadro resumen de ks mismos.

A} Enssyos con CIK

En eslos ensayos se estudla el efecto de BAY K 8644, niedipine y TMB-8,
sobre las despolarizaciones producidas por CIK

Se estudid la despolarizacién de los anios da aorta de conejo con dosis
acumulativas de CIK que se administraban en las  distintas preparaciones,
alcanzdndose sucesivamente las concentraciones 15 mM, 30 mM, 60 mM, y BO mM.
La atura méxima de la contraccién producida al alcanzar la concentraciin B0 mM se
considera el 100%, valordndose a continuacién el porcentale de alfura contrdcti
alcanzada con las antatiores conceniraciones, Este tpo de ensayos también se
flevaron & cabo después de Incubar los anilos durante 15 minutos con BAY K 8844
{10*M, t0'M y 10*°M ), En esle caso tamblén se utlizé la altura alcanzada con sl
CIK 80 mM como valor 100%, pues pudo comprobarse con los estudios que a
continuacién se describen que el afecto de CIK B0 mM supone la despolarzacién
méxima por CIK, y no sa modifica por BAY K 8644,

Se estudid la modificacién del efecto de CIK 80 mM en presencia de BAY K
8644, nfledlpina y TMB-8, En primer lugar se evalud ol momento en que las
preparaciones presentan respuestas estables al CIK 80 mM, Para ello an un lole de
ensayos se administrd CIK 80 mM siele veces consecutivas en ia misma
proparackén; lavando con Nquido nutricio para conseguir su relajacin hasta el nivel
de tono basal 10 minulos después de cada administracién ( momento an-ol que 8o
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eslima qua la contraccién por CIK 80 mM ha akanzado su attura méxima ). Para
estudlar fa medificaciin del efecta de CIK 80 mM por los distintos farmacos se utiizd
fa alture méxima alcanzada. por la tercera administracién de CIK 80 mM en cada
preparacién come altura contrel con valer del 100%, pues hasta esie momenlo
parsce exstic un kgera potenciamiento de las respuestas sucesivas & CIK 80 mM.
En un kte de snsaycs sa efecturaran las slete administraciones de CIK 80 mM
g0g0n la paute establecida, pero lavando a cabo las administraciones cuarta, quints,
sexta y sdptima, despuds de lncubar las preparaciones 15 minutos con nifedipina
00, 109, 107M ¥ 10°M  respectivamente. En ofro lote se llovaron a caba
lnlcamente cualro administraciones de CIK 80 mM, tenlendo lugar la cuarta
despuds de un pericdo de 15 minutos de incubackdn con BAY K 8844 10°M. Para
aveluer ol efecto de TMB-B utlizamos también ta tercera administracién de CIK 60
mM como confrol. Despuda de  eata  administarcién control se Yeveben a cabo
adminisiraciones sucesivas de CIK 80 mM que tenfan ligar después de lncubar 30
minutes con distintas concentraclones creclenies de TMB-B  comprendidas en ¢l
1ange de 10°M-10'14, En esics ensayos después de cada administraccion de CHK 80
mi4 también se tavaban las preparaciones para su relajacién hasta el nivel de tono
basal, En algunos de estos ensayos después de adminisirar e CIK 80 mM en
presencia de TMB-28 10'M, se vohié nuwamanla. a recupetar o iono basal por
lavado de las preparaciones con kguido nuiricio, y se hizo  otra administracclén da
CiK 80 mM, pero esla vez despues de incubar las preparaciones durante 30
minutos con BAY K 3844 10°M ademés da TMB-B 10*M,

B8) Enaayos con AQ oy, selctivos

Como Ag vy salectivos hemos ullizado meloxamina y lenlisirina. Estos
compuesios sa adminisiraban en forma acumulativa en el bafio de organcs para
oblener curvas dosis—respuesta en distinias condiciones, Despues de establecer las
curvas desis-fespuasta control, hemos estudiado el efecto de Ios Ag o, en presencia
da BAY K 584 10°M, de niHtedipina 10°M, de TMB-8 { 10°M, 10°My 10°M ). Y
tamblén en presencla de TMB-6 10°M junte a nifedipina 10*M. También hemos
estudiado el electo de los Agox, en Nquido nutriclo sin calclo y con EGTA 0.5 mM,
asl como en liquido hiperpotasico { CIK 15 mM ), y en ¥quido hiperpotésico en
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presencla de nifedipina 10°M.

Para los ensayos conirol e evalud el efecto de dosls acumulativas crecientes de
metoxamina y fenllefrina en distintas  preparackones, utlizando como valor de
contraceidén 100% la atura méxima alcanzada por la administracién previa de CIK 80
mM. Es decir, que después del pariodo de establiizacién de las preparaciones, estas
so someten & una despolarizacién con CIK 80 mM, establaciéndose esta como
respuesta contrdctl 100%, pera posterirmente valorar en funcién de ella las
respuestas de los AQ oy Se comenzd a administracién de los Ag or, después de
conseguir la relajackon de las preparacionss por lavado con iquido nutriclo hasta el
nivel de tono basal previo a la administracién de CIK 80 mM, &l rango do dosis
ensayada fus para metoxamina 10°M - T0°M, y para fenfiefrine 10°M - 10°M, Estos
ensayos conirol se compararon con ensayos simiiares en los que la administracién
de los Ag oy, tenfa jugar después de Incubar las preparaciones 15 minulos con BAY
K 8844 10°M, o con nitedipina 10*°M; o blen después de Incubarlas durante 30
minutos con distintas concentraciones de TMB-8 ( 10°M, 10°M, 10*M ). En un lote
de ensayos en los que se incubaban 30 mintos con TMB-8 10°M los 15 Gitimos
minutos las preparaciones también parmanacieron incubadas con nifedipina 10°M.

Tambin hemos estudiado al efecto de los Agcy, en liquido nutricio sin calclo y
can EGTA 0.5 mM. Para estos ensayos después de provocar la despolarizacidn con
CIK 80 mM, se procadié a lavar la preparacién con soluckén nutricia sin cakio y con
EGTA 0.5 mM. Se hicleron lavados sucesivos con el kquide nuiricio sin calcio cada
15 minulos durante 45 minutos, al cabo de los cuales se procedi6 & administrar los
AQ o, en forma acumulatva segin la peula establecida para las curvas
dosls-respuesta.

En olres preparaclones se vakoré el efecto de los agonistas ¢, en Nquide
hiperpotésico { CIK 16 mM }, astableciendo slempre en cada preparacién como valor
de contracelén 100% la aftura méxima alcanzade por la adminlstracion previa de ClK
80 mM. Estos ensayos sa compararon con otros simiiares en ¥quido hiparpotisico
en los qua 1a adminigiracién de los agonistas ¢, tenia luger después de Incuber las
preparaciones 16 minutos con nttadiping 10°M.

85



C) Ensayos con Agcy, solectivos ;

Como Ag ¢, seleclives hemos utiizado B-HT 920 y B-HT 933, En esios
ensayos tamblén después del perlodo de establlizackin de las preparaclonss se
pravocaba una  despolarizacion con CU 80 mM, v fa altura méxima alcanzada se
utiiraba como respuesia contrictil 100%, para posteriormente valorar en funcion de
oia 1as respuesias de 1os Ap o, Diez minutos despubs do la administracion de CIK
80 mM 39 recupard el tono basal lavando las preparaciones con iquido nuiriclo, y
se procedid a administrar los. A v, en forma acumulative, utlizando concentrackings
en ef rango 10°M - 10*°M, para obtener las curvas dosis-respuesta de ambod
farmacos, Esfos ensayea control se compararon con otros similares en los que sa
estudiaba l efecio de los Agey, en presencla de BAY K 8844 o en presencia de BAY
K 8844 y ol antagonista o, yohlmbine. Por tanie, al B-HT 920 y ol B-HT 833 g8
adminisraben despuds de  Incubar las preparationes 15 minutos con BAY K 86844
10°M o blen después de incubarlas con BAY K 8344 10°M y yonimbina 10°M, Se
hicksron tamblén ensayos con B-HT 220 y B-HT 933 en presencia del aniagonisia
@, prazosi, ncubando en este caso las preparaciones durante 15 minutes con
prazosin 10°M antes do administrar B-HT 920 o B-HT 933, Por uitino, en otros
ansayos las preparaciones se lacubaban 16 minutos con BAY K 8544 10°M ¥
prazosin 16°M anles de administrar los Ag o, Ademés, se hicleron ensayos con
B-HT 920 en los que las preparaciones sa incubaban 15 minutos con BAY K 8844
10°M, prazosin (€M y yohimbina 10°M,
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CUADRO ACSUMEN DE LOS ENSAYOS REALZADOS EN "PITHED-RAT:

ENSAYOS PARA ESTUDIAR EL EFECTO DE NIFEDIPINA Y BAY K 6644
ADMINISTRADOS V. e 1A .-

* Nitedipina v.
* Nifedipina la.

* BAY K 8644 I,
* BAY K 8644 la.

" ENSAYOS CON Ag ory SELECTIVOS -

* Controles de Ag ory

* Ag oy, después de tratamiento con nifedipina

* Ag oy, después da tratamiento con BAY K 3644‘

* Ag o, después de tratamlanto con TMB-8

* Ag @, después de ratamiento con TMB-8 y nifedipina

ENSAYOS CON Ag ar, SELECTIVOS.-

* Controles de AQac,
* Aga, después de tratamiento con nifedipina
* Ag v, después de tratamiento con BAY K B644
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CUADRO RESUMEN DE LOS ENSAYQS EN AORTA DE CONEJQ

ENSAYOS CON CIK .-

* Distinlas conceniraciones de CIK

* Distinlas concentracionss de CIK en presencla de BAY K 8644

* CIK 80 mM en presencia de nifedipina

* CIK 80 mM en presencia da TMB-8 y en presencia de TMB-8 y BAY K 8844

ENSAYOS CON Ag v, SELECTIVOS .-

* Controles con Agc,

* Ag o, en presencia de nifedipine

* Ag v, en presencia de BAY K 8544

* Ag oy, en presencia de TMB-8

* Ag oy en presencia d;a TMB-8 y nifedipina.

* Aga, on liquido nutriclo sln calclo y con EGTA
* Ag e, en Yquido hiperpotésico

* Ag 6ﬂ en Fquido hiperpotésico en presencia de nifedipina
ENSAYOS CON Aga, SELECTIVOS -

* Controles con Agar,

* Agor en presencia de BAY K 8644

* AQ s en presencia de BAY K 8644 y yohimbina
* Agcr, en presencia de prazosin

* Ag o, en presencia de prazosin ¥ BAY K 8644

* B-HT 920'en presencia da prazosin, BAY K 8544 ¥ yohimbina
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2.6.- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados fueron tratados estadisticaments de la siguiente forma :
* Sp agruparon los dalos experimentales segun los distintos ensayos realizados.
* Los datos de un grupo homogéneo de ensayos se ralaron con Un programa

de ordenador construido para esta Tesls Doctoral Dicho programa calcula @

- La media artmética { X ), sumando todos los datos obtenidos experimental-

mente y dividiendo por el niimero de ensayos :

- La desviacién tipica ((f 1, como madida de la dispersion real de ks valores
de la muesira, con lo qua obtenemos un Mndice descriptivo de la
concentracién de nuestros datos:

- yy2
<= \F___M
)

. Bl eror standard de la media { E.S.M. ), como medida de |a dispersién
imaginaria que tendrlamos ante verias repaticionas hipotéticas dsl expe-
rimento !

<

ESM, = =

nm=i

El término del denomlnador“'n-t' son ks grados de libertad. En nuestro
caso, conskleramos que la media de la muesira que tenemos nos va a
definir ol cantro del intervalo de conflanza pasando de esta manera a sef
una medka poblacional, por lo que en realidad eslamos obligando & nuestra

media que no es fibre y resta de esta forma un grado de Wiberlad.
* Una vez obtenidos los pardmetros indicadcs ,se construyé otro programa de
ardenador, ya que al ser en iodos nuestios ansayos la muestra inferior & 30
individucs, y por 1anto no segulr las caracterfsticas da una curva de Galss, resultaba
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nocesarlo  introduck un coeficlente corrector progresivo o " de Student' que
permitiess contrastar ios distinlos datos da §d", E.S.M., y nos diese la probabildag
de error con el 95% de Intervalo da confianza { p<0.05 ), con el 88% de intervalo
de confianza { p<0.01 ) y con .6l 99.9% de Intervalo de conflanza { p<0.001),
Consideramos significativa la diferencla para valores a partir de p<0,05. Es deckr,que
fa significacion estadistica de los distintos grupos se evalué utlizande la prusha da
*Student' para comparacin de medias en poblaciones no emparejadas,

* Para comparar los resultados obtenidos en "pithed-rat" con Ag o ¥ Aga,
despues de distintos iratamlentos, hemos utilizado el parémetro de la Dosis Efectiva
50 ( DE, ), tenlendo en cuenta que on estos ensayocs la DEy, se define como la
dosis que produce un incremento de la PSD de 50 mm.Hg. Del mismo mado para
comparar los resultados obtenidos en anilios de aorta da conejo con Agal, ¥ Agor,
en presencia de distintos férmacos, y en las distintas condiciones experimentales, -
hemas ulilizado ol parémetro de la DE,, que en este caso queda definido como la
dosls que produca un efecto contractil igual al 50% del elacte contrécll méximo de
este agonista on condicionas control, Mediante ofre programa  de ordenador
consiruido para esfa Tesis Doctoral, se obtenfan las ODE, de cada ensayo,
sstableciando a conlinuacién el valor medic de la relackdn entre la DE,, después
de cada tratamiento{ en cada sftuacién axperimental snsayada ), y la DEy, control

* Hemos hallado lambién el &rea bajo la curva para las distintas curvas
dosls-respuesta de Ag o, AQ o, on "plthed-rat’, ¥y en  anflios de oarta de conejo,
expresando esle &rea en cada caso como porcentanje del érea bajo la curva conlrol,

y considerando ssta 100%. El érea bajo la curva se obtuvo con ef programa de
ordenador Slgma.
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3.- RESULTADOS
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3.1 RESULTADOS DE LOS ENSAYOS EN "PITHED-RAT".

Recordamos que en la preparacidn de “pithed-rat* hemos llevado a cabo ires

grupos de ensayos:

A) Ensayos para estudiar el efecto de nifedipinay BAY K 8644 adminlstradog
W. gl
8) Ensayos con Ag , selectivos,
C) Ensayos con Ag o, selectivos,
A continuacion expondremos ks resultados correspondientes a eslos tres grupos
da ensayes,

A} Ensayos para estudlar al efecto de nifadlpina y BAY K 8844
administrados bv. e ia:

La adminisiracién de nifedipina ( 10 ug/ka - 1000 wg/kg ) an la yugular produjo
en genetal descensos presores poco  significelives, que resufieban alge més
acusados cuando ja PSD basal del animal era més alta { Tabla 9 pég. 93 y Figura
18 pag. 95 ). Ocasionalmente después de la administracidn de las dosls més
dlevadas se produjo la muerle del animal, Estas mismas  concentraciones
adminislradas en el cayedo de la acrta medlante Infusién fa., NO Provosaron nunca
la muerte del animal; y ocaslonaron disminucién de la PSD sélo en animales con
PSD iniclal mayor do 40 mm Hg. La disminuckén de la PSD estaba  de nueyo
condiclonada  por f nivel Inicial, de forma que Independientarmente de cual fusse
éste, con la administracién de nifediping se establizaba slempre la PSD en vakras
préximos & los 30 mm Hg, Por otra parls, no se pudo apreciar difarencla en el efecto
con 300 pghkg de nifedipina o con 1000 parkg de nifadinina, sl la administracidn
ora ja. { Tabla 10 pg. 94 y Figura 18 pag, 95 ),
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TABLA 9

PRESION SANGUINEA DIASTOLICA {mm Hg EN "PITHED-RAT DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE DISTINTAS DOSIS DE NIFEDIPINA EN LA YUGULAR.

PSO DESPUES DE NIFEDIPINA pg/kg

Ensayo ] 10 30 100 300 1000 APpsD
Inicial
1 55 SO 48 45 40 40 -18
2 44 43 42 37 34 3 I &
3 43 49 4 4 a8 43 0
4 38 38 38 38 38 35 -3
5 36 34 33 33 33 32 -4
6 32 3% 3 30 30 29 -3

Los datos representan los valores en distintos ensayos para poder apreclar la relacién entre
el valor inicial y su modificacién por las distintas dosis de nifedipina. El ircremento presor
cotresponde al incremento (Inal después de la concentraciGn de 1000 ug/kg de nifedipina,
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TABLA 10

PRESION SANGUINEA DIASTOLICA (mm Hg EN “PITHED-RAT DESPUES DE LA
PERFUSION DE NIFEDIPINA EN EL CAYADO DE LA ACRTA.

NIFEDIPINA 300 pg/kg NIFEDIPINA 1000 pg/kg

Ensayo PSD  PSD Apsp PSD  PSD JAYs)
Imicial  Final inicial  Final
1 [ 30 -3 o 33 -7
2 PR A8 34 28 -6
3 45 30 15 3 24 -6
4 50 12 18 55 35 20
5 0 28 az 13 27 -6
6 . . 40 30 10 38 29 -9

Los ditos representan fos valores en distintos ensayos parta poder apreciar la relacién entre

ef valor iniclal ¥ €l Incremento presor.
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FIGUJRA 18.- Regisitos de la modificacién de la presion sanguinea diastilica en
*ohihed-rat’ por adminisiracion de nifedipina en la yugular ( A} y en en of cayado de

fa aorta { B ).
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La administrackSn de BAY K 8644 { 0.1 pg/kg - 300 pp/kg ) en la yugular produfe
un Incremento presor dosls dependiente { Tabla 11 pag. 97 y Figura 19 pég. 98 ).
Despubs de la elevacidn da la PSD esta descendla nusgvaments, peré no se
consagula recuperar ol nival basal inicial nl siqulera al utilizar las concentraclones
mas bajas, La Infusién de BAY K 8844 an of cayado de [a acria produjo también una
elovacion de la PSD, paro en este caso sélo se apreciaba elevackn con
concantracknes superiofes a 10 pg/kg. La elevacién de la PSD resultd slempre
menor &l 86 adminisiraba el BAY K 8644 en el cayado de la acra que sl sa
administraba en la yugular, ¥ con jas administraciones ia. la PSD  recuperd el nivel
basal lniclal poco después de finallzar la Infusién ( Figura 19 pag. 98 ). Las
concentraciones de BAY K 8644 Infundidas usualmente por via la., han sklo 100
Hakg ¥y 300 pglkg { utizadas para ensayos con Ag o, ¥ Ag o ) habléndose
tonseguido con elas elevaciones de Ja PSD de 32.7 = 28 mm Mg (n=22)y 4.7
T 22 mmHg (n = 23) respectivamente, Independientemente de ta via utlizada. No
se han observado con BAY K BB44 Incrementos mayores de la PSD cuando Jos
ensayos comaenzaban con PSD baja.
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TABLA 11
L o

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA (mm Hg EN "PITHED-RAT'
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE DISTINTAS DOSIS DE BAY K 8644 EN LA
YUGULAR.

BAY K 8644 PSD
ug'kg X & ESM
0.4 4.4 205
0.3 5.2 %12
1 5410
3 100 = 2.0
10 198 £ 40
30 284 £ 60
100 346 = 5.9
300 370 £ 4.2

Los datos representan la media * error standard de fa media para 5 ensayos.
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FIGURA 19.- Registros de la modificacién de la preslén sangulnea dlastdfica en
"pithed-ral" por administracién da BAY K 8844 en la yugular { A} y en en ol cayade
dela aoda [ B,
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B) Ensayos con Ag o, selectivos:

Los Ag o, ( metoxamina y fenilefrina )} produjeron un Incremento dosls-
dapendiente de la PSD en “pithed-rat’. Este incremanto de la PSD se produjo de
forma ripida, recuperfndose poco tiempo después el nivel basal En ocasiones
después de la administracién de las dosis més allas, el nivel basal no se consigulé
recuperar. El incremento de la PSD produckio por los Agey, fue menor cuando estos
farmacos se administraban después de tratamiento con nifedipina la., existiendo ya
dferancia estadlistica con los controles cuando se utliizeba la  concentracin 100
Lgfkg para la infusidn de nifedipina. Las curves dosis-respuesta do los Ag o, se
desplazaron a la deracha, existiendo un desplazamientc mas acusado con mayor
concentracién de nHedipina en la Infusién ( Tablas 12y 13 pAgs, 100 y 102, Figuras
20y 21 pégs, 101 y 103 ).
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TABLA 12

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA {mm Hg) EN "PITHED-RAT" PRODUCIDO

POR METOXAMINA, DESPUES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE NIFEDIPINA.

NIFEDIPINA pg/kg
METONAM INA CONTROL 100 300 1000
Hghg X ESM X x EsM X = ESM % + E5M
1 2.7 =03 1.6 = 04 1.0 % 0.0° 1.4 £ 0.2
3 53 = 0.4 16+ 03%* 26203 20 £ 007
10 9.7 + 08 36 £ 04" 3B = 0.4'*" 3.0 03
30 163 = 1.8 BA  1.4% B4 = 08 5.0 £ 1.5%*
100 56.2 & 5.6 320 = 42 320 £ 42° 226 & 48"
300 1083 % 4.3 764 £ 67°% 756 = B.9* 540 £ 73"
1000 122.7 + 47 1264 + 68 120 « 54 982 £ 7.3%

Los datos representan 'a media % error standard de la media para 5-6 ensayos.

p < 005

“*p < 0.01

< 0,001
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-| o NIFEDIPINA 100 pgikg
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FIGURA 20.- Curvas dosis-respuesia kgarfimicas del incremento an la presién -
sanguinea dlasidlica preducide por metoxamina Iv. en  “pithed-rat”. Control (@),
después dol tratamlenio la, con distinlas dosis de nifediplne: 100 po/kg- (D),
300 ugfkg (A), v 1000 ugikg (O), Los simbolos representan. la media = error
standard de 'a media para -8 ensayos. El primer ndmero a.la derscha da cada curva
representa ol drea bajo la curva ({ drea bajo 1a curve control = 100 % ), y el segundo
nimero 5 |a correspondionte DE., { Hg/kg ).
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TABLA 13

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA {mm Hg) EN “PITHED-RAT' PRODUCIDO
POR FENILEFRINA, DESPUES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS +O5IS DE MIFEDIPINA.

NIFEDIPINA pigrkg

FENILEFRINA CONTROL 100 300 1000

g % = EsM % % ESM X + ESM X £ ESM
01 5.8 = 0.8 2.2 = 05 2.6 & 0.3 1.4 = 03
a3 M4 % 1.4 5.0 06" 35 x 0.2* 3.4 2 Q40
1 16.0 = 2.9 7.0 £ 10° 46 = Q.3 4d & 04°
3 290 £ 55 124 = 18 9,7 w O.7% 80 £ 0.6%
10 502 = 95 278 = 3.7 17,6 x 0.8% 158 & 1.6%*
30 774 % 102 512 = 68 342 = 1.8 358 £ 2.9
100 1132 273 95,6 £ 6.3 66.8 = 3.4%** 696 T 4.6%%*
300 1520 = 1.5 1290 = 2.0%* 1152 = 5.4** 107.0 = 7.6**

Los datos representan la media = errorstandard de la media para 5-6 ensayos.

‘p < 0.05 p < 0.7 o"ﬁ'< '0'061
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FIGURA 21, Curvas dosla-respussia logariimicas dal incremento en  la prosidn
sanguinea diastélica producido por fanilefrina v, en "phhed-rat*. Centrol (@ ), después
del tretamiento la. con distinlas dosls de nfedipina: 100 ughg (o), 300 pgikg
(&), y 1000 ug/kg (0). Los simboloa representan la media x error siandard de 'a
medla para 5-8 ensayos. El primer nimero a la derecha de cade curva represania el
4rpa bajo la curva ( 4rea bajo la curva confrol = 100 % ), ¥ &1 segundo nimero &a
la correspondiente DE, { pakg ).
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El Incremento de la PSD producido per los Ag o, fue mayor cuando estos
firmacos se administraban después de tratamiento ja. Con BAY K 8644 100 pg/kg
la diferencia con el valor control no fue usualmente significativa para la mayorla de
las dosis de jos Agev,. Con BAY K 8844 300 pg/kg, fa diferencia con el valer control
no lue significativa para la mayoria de las dosls de metoxaming, perc fue significativa
para algunas de las dosis de fenliefring, Las curvas dosis-respuestas de los Agc, se
desplazaron en este caso a la lzqulerda, existlendo un  desplazamiento algo més
acusado con la mayor concentracién de BAY K 8844, ( Tablas 14 y 156 pégs. 105
¥ 107, Figuras 22 y 23 pégs. 106y 108 ).
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TABLA 14

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA fmm Hg EN'PITHED-RAT PRODUCIDO
POR METOXAMINA, DESPUES OF TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE BAY K BoA4,

BAY K B644 pgig
METOXAMINA CONTROL 100 300

Hykg % x ESM W % ESM X x ESM

1 2.7 £ 0 48 % DA 64 & 1000
3 52 & 04 64 205 28 212
10 9.7 = 04 1.2 % 04 128 % 1.7

30 16.3 2 1.8 20 % 1.2 270 & 1.9*
100 56.2 & 5.6 52,0 % 41 706 % 5.5
100 100.3 2 43 1082 & 5.5 1216 % 3.9
1000 122.7 & 47 120.2 % 4.4 138.4 2 3.6

Los datos representan ta medin & eror standard de 13 madin pata 5:6 ensayos,

2005 P OOl *ttp < 0.004
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FIGURA 22 Curvas dosls-respuesta logarimicas del Imcremente en  [a presidn
sanguinea dlastblica producido por metoxamina Iv. en  “phhed.rat™. Corirol {#},
después del tratamiento la. con distintas dosis de BAY K 8844 100 pa/kg (G
300pg/kg (4 ). Los simbolos representan la media + aerror standard de la media para
58 ensayos. Bl primer nimero a e derecha de cada curva representa el Area bajo

la curva ( drea bajo la curva control = 100 % ), y ol segundo nimaro €3 la
correspondiente DE,, { yafkg ).
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TABLA 15

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA (mm Hg) EN'FTHED-RAT PRODUCIDG
POR FEMILEFRINA, DESPUES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE BAY K B644.

BAY K 8644 Lgkg

FENILEFRINA CONTROL 100 300
ligfkg % = ESM % % ESM X x ESM
0.1 58x0.8 9.0 = 0.6° 1.0 £ 0.7°*
0.3 114 £ 1.4 130 & 1.1 © 160 % 1.3%

1 160 £ 2.9 nEx24 24630

3 290 £ 5.5 408 £ 5.3 40.6 £ 4.0

10 50.2 % 9.5 68.6 = 7.1 . 74244
30 ' 77.4 £ 10.2 1026 £ 43 109.0 £ 4.2°
100 132 %73 1350 £ 7.3 139.4 % 167
300 1520 % 1.5 1694 & 97 M8 £ 6.1°

Los datos representan la media = error standard de [a media para 5-6 ensayos.

*p <005 **p< 001 ***p <0007
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FIGURA 23.- Curvas dosls-respussia logaritmicas del Incremento en  Ia presién
sanguinea diasiélica producide por fanlleltina tv, en "pithad-rat’. Conirol (@ ), después
de! tratamiento la. con distintas dotis do BAY K 8644: 100 po/kg (0O, 300 gfkg
{4} Los simbolos representan fa media * error standard de la media para 58
ensayos. El primer ndmero a la deracha de caga curva reprosenta el Area bajo fa
curva ( drea bajo la curva control = 100 % }, y &l segundo nimaro as la correspon-
diente DE,, { pafo ). .
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£l incremento de la PSD preducido por ks Ag o, no vark significativamente
cuando éslos farmacos se administraban después del ratamiento v. con 3000 ug/kg
de TMB-B. Por ofra parte el incremento de la PSD an ralas tratadas con 1000 ug/kg
de nifedipina y con 3000 uglkg de TMB-8, no presentd diferencia significativa con
ol incremanto obleniio en ratas tratadas dnicamente con 1000 ug/kg. de nifedipine.
Slampra que so administraban los Ag (v, en ralas tratadas con 1000 ug/kg de
nilediping, ol incremento de la PSD era significativamente menor que el vak control,
pero como acabamos do sefialar ol tratamiente con 3000 pg/kg de TMB-8 no
aumentd esta diferencla. { Tablas 18 y 17 phgs. 110 y 112, Figuras 24 y 26 pégs.
111y 113 ).
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TABLA 18

INCREMENTE DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA (mm Hg) EN *PITHED-RAT* PRODUCIDO
POR METOXAMINA, DESPUES DE TRATAMIENTO CON TME-8 ¥ NIFEDIPINA.

TMB-8{3000 by

METCXAMINA CONTROL TMB-8 MIFEDIPINA
Hp/kg {3000 pg/kg) (1000 pg/kg)  NIFEDIPINA(1000 pgkg)
X = ESM X £ ESM ¥ & ESM x = Bt
1 2.7 = 03 54 =08 1.4 % 027 22 % 08
3 53 = 04 60 £ 0.6 2.0 £ 0.0°"" 3.4 £ 0.4
10 9.'? * 0.8 102 £ 1.7 3.0 = 0.3*** 4.0 % 0.5%*
0 163 = 1.8 22,0 = 4.7 6.0 = 1,5 8.6 + 1.2%*
0w 56.2 % 56 500 = 10.1 22,6 & 4.8°° 228 = 1,7**"
300 1083 % 43 954 = 2.5 540 = 7.3% 636 % 43***
1000 122.7 = 47 1180 + B8 982 + 7,3** 1118 £ 55

Los datos representan la media + error standard de la media para 5-6 ensayos.

<005 *tp <081 Yp < 000
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FIGURA 24.- Curvas dosis-respuesta logariimicas del incremsnto en Ia preskn
sanguines dlaslélica producide por meloxaming v, eri *plthed-rat’, Contiol (8},
después del tratamiento v. con TMB-8 3000 pgkg (&) despiiéa dal tratamlents’la

con nifedipina 1000 pg/kg (O}, y después del tratamiento 06N TMB:8-3000. sig/kg v
y niedipina 1000 uglkg la. (¢ ). Los simbolos representan la-;media,&t.ermr- glgn_gn;g-‘
de la medla para 58 ensayos, El primer nimero & la darecha de cada curva.
representa el drea bajo la curva ( Aroa bajo Ja curva condrol = 100-% J, ¥ of segundo

ndmero es la corraspondiente DEy, { pa/kg h
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TABLA 17

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA (eom Hgh EN *PITHED-RAT" PROCUCIDD
POR FEMILEFRINA, DESPUES DE TRATAMIENTO CON TMB-8 Y nFEDIPINA.

THMB-A(3000 pgke)
FENILEFRINA CONTROL TMB-8 NIFEDIPINA +
lgkg (3000 prgfke) (1000 pgkgd  NIFEDIPINALIO00 prgfke)
X = ESM X = E5M X & ESM X & ESM

01 58 % Q.8 5.8 £ 09 1.4 = 0.3**" 2.4 = 0.4%¢

0.3 T 214 88 =13 14 = 0.4 4.0 & 0.6

1 16,0 & 2.9 156 = 2.7 4.4 = 0.4 5.6 = 0.6

1 290 £ 55 256 = 4.3 8.0 x 0.6* 9.8 £ 0.24*

10 50,2 =95 4342 x 55 15.8 + 1.6** 18.4 & 0.6

0 774 £10.2 674 £ 10,2 358 % 2.9°° 79.8 = 3.8°*

100 113.2 =73 1090 = 133 69.6 = 4.6°"* 568 = 4.5%"
300 1520 15 14L6 £131 1070 = 760 518 & 110

tos: ditos representan-ia media .+ error standard de la media para 5-6 ensayos.

<005 U pic 001 v & 0001
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FIGURA 25.- Curvas dosis-respuesia lopariimicas del Jncremento en  la presion

sanguinaa dlastélica producido per fenllefrina v, en *pithed-tat", Gonlrol (M), después

del tratamiento Iv. con TMB-8 3000 pg/kg (¢), despudés del rratamiento la. con
nifedipina 1000 ug/kg (O}, y después del iratamignio con TMB-8 3000 ug/kg V. v

niedipina 1000 pp/kg la. { v). Los simbolos representan Js medla ‘= error slandard

de la media para B-8 ensayos. Ei primer nimero a la deracha de cada.-curve

reprosania el 4rea bajo la curva { Area bajo Ia curva control = 100 % ), y & segundo

ndmero es la correspondienta DE,, ( pg/kg ).
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C) Ensayos con Agcy, selectivos:

Los Aga, ( B-HT 920 y B-HT 933 ) produjeron un Incremento dosis-dependienta
de la PSO en "pithed-ral’. £ incremenie méxime conseguido después de la
adrinistracion de los Agoy, fue menor que el incramento  méximo obtenlde con los
Ag o, Larespuesta a los Agao, tardd en aparecer algo mas que la respussta a s
Ag oy sungue también aparecl poco tiempo después da la administracin,
Después de preducir el incremento prasor con Agcy,, on general no se consagula
recuperas 6l nivel de PSD antarior a la administraclén, quedando la PSD estabiiizada
en un nivel més alto.

B inciemento de la PSD producido por los Ag o, fus menor cuando esios
firmacos se administraban después de Yatamiento con nitedipina la., existiendo ya
diferencia estadistica con los confroles para todss las dosis de los Ag oy, cuando
se utitzaba en la infusién la dosis de 100 ug/kg ds niedipina. La Inhiblcién producida
lue més acusada que la Inhibieion producida por nifedlpina cuando se administraban
Ag oy, y existié una inhibicién précticamente completa del efecto presor de los
Agex, cuando se Infundfa una dosls 1000 Hglkg. de nifedipine, Por consiguients los
desplazamionios a Ja derecha de las curvas dosls-respuesta de los Ago, fueron
mayates que los desplazamientos de las curvas de Ag o, por nffedipina.( Tablas 18
Yy 19 pags, 115 y 117, Figures 26 y 27 pégs. 116 y 118 I
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TABLA 18

INCREMENTC DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA {mm Hg) EN*PITHED-RAT* PRODUCIDO
POR B-HT 920, DESPUES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE NIFEDIPINA.

NIFEDIPINA pigkg
8-HT 920 CONTROL 100 0 .. 1000
Hg/kg X + ESM X x ESM X+ ESM X . ESM
0.3 8.0 = 1.0 40 £ 03° 05 & 6.0_'--. . 0.0 £ 0.0%*
1 97 £ 07 5.4 = 03 11 203% 08 £ 02
3 145 = 1.2 74 0A 20E 04 1T 202
10 288 £ 26 16,0 £ 13% 40 £ 0550 34 2 030
30 483 =23 280 £ 1.7 6O £ 06 54 % 05%
100 707 20 514 % 470 9.8 £ 10% 78 % 0.5
300 57 = 1.3 B8 & 54T 1A2E1Te 96z 0

Los datos representan la media = errof standard de la medlapara5~6ensayos e

*p <005 *tp <001 *t4p <0001 )
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F'rGURA 28.- Curvas dosisespuesia logariimicas del Incremenio en  1a prasidn
‘sanguiniéa didvtalic producido por B-HT 820 Iv. en "pHhed-rat", Control { A }; despuds
dol vatamlento:.la. con:.distintas dogis de niledipina: 100 pgikg (Q), 300 pgky
{4}, y 1000 ppiug (o). Los stmbolos representan 1a media x error standard do la
media para 5-8 ensayos. El primer nGmero a 1a derecha de cada curva representa el

&
¢4 bajo la curva ( drea bajo [a curva conlrol = 100 % ), v ol segundo nNGMero s
a correspondlenta DE,, ( pg/kg ).
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TABLA 19

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA {mm Hg) £N 'PITHED-RAT PRODUCIDO

POR B-HT 933, DESPUES DE TRATAMIENTQ CON DISTINTAS DOSIS DE NIFEDIPINA.

MIFEDIPINA jigikg
8-HT 933 CONTROL 100 300 1000
ugke X £ ESM % £ B8M X £ 65 ¥t BM
3 47 £ 02 2.8 =07 26 x07° 0.0 £ 0.0°*
10 82 £ 07 36 £ 0.6 37208 0202
30 1M2z13 5.0 = 0.8 48 21,0 06 £ 0.4°*
100 18.0 £ 1.8 78 210 T4 11T 16 2 07
300 362 + 46 138 512 130 219 38 = 1.0°
1000 56.6 & 6.8 252 & 26 212 = 2.9 58 £ 1.6'
3000 76.3 = 6.0 38.6 £ 3.5¢ 7.0 % 1.67*

B4 £ 1.9**

Los datos representan la media % error standard de la media pasa 5-6 ensayos.

*p < 0.05

**p < 0.1

*evp < 0,007

117



A mmly

120 * CONTROL
} = NIFEDIPINA 100 py/ko
& RIFEDIFINA 300 jp/kg
100 o NIFEDIPIXA 1000 yg/kg
0 Illﬂ:lllilill.l
" )
40 ! Jage
- & 6; -
N P, 9 /t
T ,/z s/ 3 10pm
—— e
0 §-'-=/-—-=-9$?/5.__-5—"“‘5
3 b a0 00 300 o0 2000

FIGURA 27 Curvas dosis-respuesta logariimicas del Incremento en [a presién
senguinea diastélica producido por B-HT 933 v, en "pithed-rat”, Conltrol (¢), después
del tratamlento la. con distintas dosls de nifedipina: 100 pgfkg (B), 300 pakg
(&), y 1000 yg/kg (o). Los simbolog reprasentan la medla £ error standard de la
media para 5-6 ensayos, E| primer nimerc a la derecha de cada curva representa el
éirea bajo Ia curva { Area biajo la curva control = 100 % ), ¥ 8l segundo nomero es

B-HT 833 yg/kg

la corraspondiente DE,, { Halkg ).
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Et incremenio de (& PSD producido por los Ag o, fue mayor cuando esics
tarmacos se administraban despues de tratamiento con BAY K 8644 ia,; existiendo
para casl todas las dosis de ambos Ag o, diferencia estadistka con los controles,
cuando sa utilizaba la dosis da 300 ug/kg da la Infuslén de BAY K 8644, y existiendo
lamblén diferencia estad(stica para casl todas las dosis dal compuasto B-HT 633
cugndo se infundlan 100 pug/kg de BAY K 8644, Por consigulente, existié un
desplazamiento a la zquierda de ias curvas dosis-respuestas de los Ago. por BAY
K 8544, y este desplazamiento fue més acusado para el compuesto B-HT 833
{ Tablas 20 y 21 pégs 120 y 122, Figuras 26 y 20 phgs 121 y 123),

119



TABLA 20

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA (ram Hg EN "PITHED-RAT" PRODUCIDO
POR B-HT 920, DESPUES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE BAY K 8644,

BAY K 8644 pghkg

BHT 920 CONTROL /100 — _300\
Hgkg X = EsM X £ ESM x = ESM

0.3 8.0 =10 72 £ 07 128 + 0.4

1 9.7 =09 94 = QB 17.8 £ 13"

3 145 212 154 1.0 24.2 = 20"

il 88 £ 15 304 =12 42.8 & 2.5°%

0 483 = 23 512 = 2.2 616 % 2.3
00 707 £ 2.0 7108 %15 80.8 x 3.3
300 85.7 £ 1.5 82,6 = 3.4 89.6 x 4.7

Los datos representan ta media = error standard de la media para 5-6 ensayos.

<005 p <001 ***p < 0,001
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FIGURA 28. Curvas dosis-respuesta logaritmicas del incremento en la presidn
sanguinea diestélica producide por B-HT 820 v, en "pithed-rat", Control {4 ), después
dei iratamiento |a con distintas dosis do BAY K 8844: 100 ug/kg {D}, 300 ppfkg
{A}. Los simbalos represenian la media x error standard de la medla para 5-8
ensayos. E} primer nGmero a la derecha de cada curva representa al 4rea bajo la
curva { Area bajo la curva control = 100 %), ¥ ol segundo nimero es ja correspon-

diente DE,, ( pgikg ).
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TABLA 21

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUINEA DIASTOLICA {mm Hg) EN "PITHED-RAT" PRODUCIDO
POR B-HT 933, DESPUES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE BAY K 8644,

BAY K 8644 pgkg
A
B-HT 933 CONTROL “ 100 300°
Hgkg X % ESM X % ESM X = £SM
3 4.7 = 0.2 o 75z 0 9.7 & D.gree
0 8.2 07 1.7 £ 0.7*° 13.0 = 1,4+
30 1.2 £1.3 18.7 & 1.4** 19.7 = t.6**
100 180 = 1.8 29.8 x 2.1°* 33.0 £ 2.2%*"
300 . 36,2 % 4.6 49.8 £ 1.4** 56.5 % 2.3°*
1000 58.8 + 6.8 718 £ 1.6 76.2 = 1.9°
3000 763 = 6.0 84,7 + 2.9 B6.8 * 1.9*

Los datos representan la media + error standard de la media para 5-G ensayos.

*P<005S P <001 **p < 0.001

122



A mmHg

120 1 & CONTROL

o BAYK 8644 100ypfkg
o BAY K 8644 300pgikg
100

1 Illlg LAEE 1R

80 - I/E LRI

/ IR
§0 - /

1

40 4

/4

T 1 T T & 1

T
3 10 a0 100 00 1000 3000
B-HT 933 pg/ ke

FIGURA 29.- Curvas dosis-respussia logatiimicas del Incrementa en  la presisn
sangulnea dlastblica producido por B-HT 833 Iv, en ‘pihed-rat’, Gontrol (¢}, despuds
del tralamlento Ja. con distinias dosls de BAY K B644! 100 pg/kg (01), 300 pp/kg
(&), Los simbolos represenian la media = eror standerd de la madia para 6-8
ensayos, £ primar nimero a fa detacha de cada curva representa of 4rea bajp 1
curva { drea bajo la curva control = 100 % }, y ol segunda nimero o3 la correspon-
diente DE,, { ug/kg ). '
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En la Tabla 22 se presenta la relacién entre la DE,, de cada agonista or daspués
de los distintos tratamientos y su DE, control en "phhed-rat®,

TABLA 22
———————
METOXAMINA FENILEFRINA B-HT 920 B-HT 933
tughg )
NIFEDIPINA 100 1.94 0,28 2.28 * 0,44 6.0 & 3.45 [ -]
NIFEDIPINA 300 2.20 = 0,50 378 = 0.44 - -]
NIFEDIPI.NA 1000 3.44 = 0.68 4.06 x 0.49 L (-]
BAY K 8644 100 0.93 = 0.07 .39 = 010 0.86 = 0.06 0,27 = 0.m
BAY K 8644 300 0.71 %= 0.06 0.23 % 0.05 0.48 = 0.06 0.24 = 0,02
TMS-8 3000 136 = 0.31 1.38 = 0.48 —— ——
TMB-& 3000
+ 2,52 £ 018 4,72 £ 0.94 -—— s
NIFEDIPINA 1000

ta relacién se obtiene del cociente DE,, del agonista con tratamlento / DEy, del agonista
sin Wratamiento { DE,, control ).

La DEy, s estima como [a dosis necesaria para elevar la presién sangufnea diastélica 50 mm
Hg
Los datos tepresentan la media & error standard de la media para 5-6ensayos,
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L.as Figuras 30 y 31 son una recopilacién de registros de ensayos con Agqy, en
"pithed-rat", llevados a cabo despues de los distintos tratamlentas.

FIGURA 30.- Reglistros del incremaento de la PSD en “plthed-rat” por Ja administracién
de metoxamina ( pégs. 126, 127, 128,120 ),

4) Contrel

B) Despuss de tratamiento con 100 ug/kg de nifedipina la.

o " ' 300 pg/kg ' .
) - ' 1000 ug/kg ' )
B . . 100 ug/kg de BAY K 8844 la,
" ] 300 }ngkg W ]
G) . " 3000 pgikg de TMB-B v
H) . " 1000 ug/kg de nifedipina fa. y 3000 pgfkg de TMB-8 .
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FIGURA 31.- Registros del incremento da la PSD en “pithed-rat” por fa administracién
do fenbefring ( pags 131, 132, 133, 134 ),

A) Control

B Despues de tratamiento con 100 pg/kg de nifedipina la.

%
D
2
A

8

300 pg/kg R
1000 ug/kg v
100 pgfkg e BAY K 8544 ia,
300 pgfkg ' -
3000 ug/kg de TMB-8 v,

1000 pg/kg de nifedipina la, y 3000 pg/kg de TMB-8 iv,
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Las Figuras 32 y 33 scn una recopllacién de registros de ensayos con Agorg 8N
*plihed-rat' llevados a cabo despues de distinios tratamiantos,

FIGURA 32.- Registros del Incremento de la presion sanguinee diestolica en
*pithed-rat* por administracién de B-HT 920 ( phgs. 136y 137).

A} Control

B) Despues de tratamlento con 100 pg/kgde nitedipina la.

o . wopgkg "
D} " ) 1000 ig/kg v

B " . 100 pg/kg de BAY K 8644 la.
R ' 300 pg/kg ) '
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FIGURA 33.- Registios del incremento de 1a PSD en “plthed-rat* por adminisiracién
de B-HT 933 { pags. 139, 140).

& Cortrel,

E) Despues de tralamlento con 100 ug/kg de nifedipina ia.

aQ - " 300 pg/kg oo
oo " 1000 pgikg oo

g - . 100 pofg de BAY K 8844 1a,
R " ' 300 pafkg . .
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3,2- RESULTADOS EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO

Recordemas que en 'a preparacion de anllos de aorta de conejo hemos llevado
a cabo tres grupos do ensayos;

A) Ensayos con CIK
B) Ensayos con Agey, selectivos.
C) Ensayos con Ag o, Selectivos.
A continuacin expondremos los resultados correspondientes a estos tres grupos
de ensayos,

A) Ensayos con CIK :

Guando elovabarnos la concentrackn de CIK en el bafio de  Srganos hasta un
valor 15 mM la preparacibn de anlios de aorta de conejo no s contrala. Cuando
la concentracién de CIK en ol bafc era 30 mM la preparacién se contraia
aleanzando las  contracclones una attua igual a 77.8 & 3.6 % { n=7) del vaicr
méximo de altura alcanzada por administracién de CIKC Cuando se alcanzaba una
concentraclén 60 mM de CiK se obtenla una confraccion muy cercana a la méxima
posible por administraciones de  CIK, con altura de BB.1 = 1.2 % ( n=7 } dal valor
méximo. Se alcanzéd la contracciSn de altura méxima cuando la concentracién
alcanzada era BO mM de CIK, que consideramos el 100 % cdo aftura contricti,
Concentraclones mayores de 80 mM no conseguian en ningin caso producir mayor'
contraccién,

La concentraccién 10°M del AgCa BAY K 8644 fue capsz de potencler la
contracolén producida por CIK 30 mM y 80 mM, apareciondo ademés contraccién
en presencla de BAY K 8644 10°M con CIK 16 mM { Tabla 23 pag. 142 ).
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TJABLA 23

PORCENTAJE DE CONTRACCION PRODUCIDO POR CIK EN ANILLOS DE AORTA, DE CONEIO

€N PRESENCIA DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE BAY K B644,

BAY K 8644 M)
CtK [mM] _ CONTROL 104 107 104
% = ESM X x ESM X & B5M % = ESM
15 0.0 £ 0.0 05 + 03 236 £ 7.7° 45.3 & 3.2%**
30 779 +136 704 = 2.5 86,9 = 7.6 96,7 = 1.1°*"
60 0a.1 = 1.2 1000 = 0.0 100.0 = 0.0 100.0 £ 0.0
80 . .. 100.0 = 00 100.0 £ 0.0 100.0 = 0.0 1000 £ 0.0

La contraccidn se valora consideranda el 100% la altura de la respuesta de CIK 80 mM.

Los datos representan la media = enor standard de la media para 7-9 ensaycs,

*p<DDF *rp < 0D

*ip < 0.001
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Cuando se administraba CIK B0 mM slele vecos sucesivas en la misma
preparacin pudimos comprobar que las alturas alcanzadas por la segunda y la
tarcera agministracin eran mayores que la  altura alcanzada después de la primera
administracidn de CHK. Existié diferanca significativa entre la aftura de la primera
contraccién y la stura de la segunda contraceién de CIK 80 mM ( p<0.01 }. Existio
fambién diferencia significativa entre la segunda y la tercers contraccién de CIK
80 mM ( p<0.05 ); pero no existi diferencia significativa entre la altura después de
la torcera administracién y las siguientes, Es declr, que ias alturas de la cuarla,
qulnta, sexta y séptima contraccién eran similares a la altura de la tercara, y por
este motivo se utilzé la tercera  adminisiracién como control en: los ensayos que
evaluan ®l afecto de firmacos sobre contracciones de CIK 50 mM ( Tabla 24 pég.

144 ).
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TABLA 24

PORCENTAES DE CONTRACCION PRODUCIDOS POR SUCESIVAS DOSIS DE CIK EN ANILLOS
OF AORTA DE CONEJO,

ADMINISTRACION % DE DESPOLARIZACION
DE CIK 50 mm X x ESM
" 100,0 & 0.0
2 ) 121 £33
kY 1348 & 6.9
) 138,80 & 4.2
5 141 £ 63
I3 1421 + 6.1
7 . 146.1 8.1

Los datos tepresentan 1a media < exror standard de la medis para 8 ensayos.
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La niedipina Inhiblé la contrackin producida por CIK 80 mM en forma dosls
dependlente ( Tabla 25 IR

La concentracclén 10°M del AgCa BAY K 8644 no modificé |a contraceién
produckia por Gl 80 mM en forma significathva. La diferencla en aftura entre [a tercera
y la cuarta administracion de CIK 80 mM en ensayos control fue 6.4 x 1.9 % (n=8),
y en los enseyos realizados administrando la cusria vez CIK 80 mM on presencla
do BAY K 85644 10°M la diferencia correspondianis fua 7.3 + 3.3 % (n=8},

TABLA 25

INHIBICION DE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR CIK 80 mi EN PRESENCIA DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE NIFEDRIPINA.

NIFEDIPINA % DE INHIBICION
M) X =+ ESM
10° 0.0 £ 2.6
o 643 % 43
107 457 £ 5.4
104 52,0 % 5.9

Los datos representan la media * error standard: de la:media para 7-9 ensayos i
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Cuando se utlizaban concentracionas comprendidas entre 10°M y 10°M, »l
compuesto TMB-8 Inhiblé la contracclén producida por CIK B0 mM on forma dosis

dependiente ( Tabla 26 ),

TABLA 26

INHIBICION DE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR CIK 80 mM EN PRESENCIA DE

DISTINTAS DOSIS DE TMB-8,

TMB-8 % DE INHIBICION
(Ml X & ESM
104 1.6 = 1.0
1.8 x 10% 8.9 1.4
3 x 10:5 16.0 + 2.3
5.5 x 10° NE=19
10 56,9 x 2.8

Los datos representan la media % ewor standard de |a media para 8 ensayos.

Cuando se incubaba la preparacién con TMB-8 10-M y BAY K 85644 10°M, ia
contracclén producida por CIK 80 mM alcanzaba mayor aliura que ia alcanzada
cuando la preparacién se incubaba sélo con TMB-8 10*M, teniendo en este caso la
inhibleién un valor de 36.0 £ 32 (n = 7 ), presentando este valor dHerencla
estadistica ( p < 0.001 ) respeclo al porcentaja de inhiblcién en preparaciongs
incubadas sblo con TMB-8 10~M ( Figura 34 pag.147 ),
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FIGURA 34,- Hegistros da Jas contracclones de CIK 80 mM on una preparecion de anlios
do aorlade conejo: ( A ) Control, { B} deapués de Incubar la praparacién con THB-8
10°M, ( C ) después da Incubar la preparacin con TMB-8 10°M y BAY K 8644 10,
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B) Ensayos con Ag o, solactives,

La metoxamina y la fenilefrina confrajeron en forma dosls dependiente la
preparacién de anillos de aorta de conejo. Estos fArmacos produjercn un aumenio de
tono vascular répido al principlo, y de desarrollo més lento unos minutos despuds de
la administracién, Cuando se alcanzaban las concentraciones mas elevadas en las
curvas desis-respuestas, usualmente no sa observaba el brusco ascenso Iniclal
{ Figura 35 pég, 149 ), La respuesta de estos fdrmacos ng se modiicé  signiiica-
tvamenle en presencia de BAY K 8644 10°M. En presencla de niedipina 10*M la
fespussta de metoxamina fus menor que la respuasta control, slendo la diferencla
significativa con concentraciones altas de metoxamina { 210*M ), Por el contrarlo la
repuesta de fenlafrina en presencla de nifedipina 10°M no presents difarencla con
la respuesta control  Tablas 27 y 28 pégs. 150 y 161, Figuras 38 y 37 pags. 153 y
154),

Cuando sa trabajaba con lquido nutriclo sin calcio y con EGTA 0.5 mM, los Ag
o, metoxamina y fenilefrina fueron capaces de contraer fa preparacién de anillos de
aorla de conejo en forma dosis dependiente, péro la contraccién fue menor que la
preducida en condiciones comirol, existiendo diferencia significativa para todas lag
dosis utizadas de ambos agonistas ( Tablas 29 y 30 pdg. 152 , Figuras 38 y 37
phgs. 153 y 154 pags. ),
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FIGURA 35.- Registro de la coniracclén eon anilios de aorla do coneje por
adminisiracién de metoxamina ( A } y fenilefrina ( B ).
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TABLA 27

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA
DE NIFEDIPINA Y BAY K 8644,

METOXAMINA CONTROL HIFEDIPINA 10°M BAY K B644 10°M
Ml X % ESM % = ESM X £ ESM
104 66.5 + 6.1 66.0 = 4.7 796 = 2.8
3 x10* 1049 £ 58 95.0 £ 4.4 105.7 £ 2.8
108 131.5 £ 4.5 113.0 + 4.1** 1286 % 2.2
3x10* 145.0 + 4.4 1195 & 3,7*** 1377 = 3.2
10 1495 = 43 1212 £ 3.7%* 1419 = 3.4

3 %0 150.6 % 4% 121.2 & 3.7%% 1454 = 3.7

La contraccién se valora considerando el 100% Iz altura de la respuesta de CIK 80 mM.
Los datos representan la media % error standard de la media para 7-9 ensayos,

'PLOBS  p < D01 **p < 0.001
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TABLA 28

CONTRACCION DE FENILEFRINA EN ANILLOS DE ACRTA DE CONEJO EN PRESENCIA

DE NIFEDIPINA Y BAY K B644,

FENILEFRINA CONTROL MIFEDIPINA 104M  BAY K 8644 10°M
M) ¥ &+ ESM X = ESM X & ESM
107 51,0 = 5.4 420 % 36 683 + 9.3
3 %107 91.4 + 64 780 3.7 1045 = 6.7
10% 171 = 6.0 1045 + 4.6 1245 % 7.3 -
3 x10e 1354 ¢ 40 1248 = 6.6 1440 = 20
104 143.8 = 3.8 1388 + 8.1 149.0 £ 3.9
3x10° 146.2 3.6 1421 % 85 1506 = 4.6

L2 contraccién se valora considerando el 100% la altura de la respuesta de CIK 80 mM,
Los datos representan fa media = error standard de la media para 7-9 ensayos,

*p < 0.05 **p < 0.1 *++p < 0.001
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TABLA 29

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJQ EN LIQUIDO
NUTRICIO $IN CALCIO Y CON EGTA 0.5 mM.

METOXAMINA CONTROL SIN CALCIO + EGTA 0.5 mM
M) X = ESM X & ESM
10¢ 66.5 % 6.1 54 £ 1.0%%*
3x10¢ 1049 £ 5.8 12,6 & 1.0%¢*
104 1315 & 45 20,3 = 1.8%+*
Jx10 1451 % 4.4 26.3 1 2,00
104 1495 = 41 343 % 2.6
3Ix 07 150.6 £ 4.1 40,1 = 2,5%%*
TABLA 30

CONTRACCION DE FENILEFRINA EN ANILLOS DE AQRTA DE CONEJO EN LIQUIDO
NUTRICIO SIN CALCIO Y CON ECTA 0.5 mM.

FENILEFRINA CONTROL SIN CALCIO + EGTA 0.5 mM
(L% X % ESM X % ESM
107 510 £ 5.4 22 = O5%*
3w 91.4 = 6.4 69 + 0.9+
Cae 1721 £ 6.0 208 = 4344+
3:5 10“ L . 135.4 % 4.0 41,2 & 4.4
LA 1438 = 3.8 55,7 % 5,004
3x100 1462 = 36 ' 69.6 & 4,6%%+

En illlbﬂ hbh’ las contlacciones
5e a'olaﬂ conside af
¥, /] dO el 100% la altUIa de las

Los datos tepresentan ta med;
: ! A emor standard de la media para 7.
P<O0S  *p<0o1 e < o0 P s
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FIGURA 38.- Curvas dosis-respuesta logarlimicas da fa confracclén de metoxamina
on anilos de aorta de conejo, Control (@), en liquido nutrick sin calclo y con EGTA
0.5 mM {0}, en presencia de nifedipina 10°M {O), y en prasencia de BAY K 8644
10*M {A). La contraccién se valora considerando el 100% la altura de la raspuam
de CIK 80 mM, Los simbolos representan la medla * efror slandard de Ia madia para
7-9 ensayos. El primer nimero a la derecha de cada curva :epreaenla eI Ate' ba]b
058 curva [ frea bajo La curva control = 100% ). y o sagundo namefo :
cortaspondlanta DE, { 10°M ). o
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FIGURA 37.- Curvas dos?é-respuesla logaritmicas de la contracclén de fenilefrina an
anillos e aorta de conejo, Control (.), en ¥quido nutricle sin calclo y con EGTA 0.6
MM {0), on presencia de nifediplné 10°M {10), y en presencia de BAY K 8844 10*M
(4). L& contraccién se valora considerande el 100% la altura de ta respuesta de CIK
80 mM. Los simbolos represenlan [a media + error standard de la media para 7-9
eﬁsayas. El primer nGmero a la derecha de cada curva representa sl drea bajo o33

curva [ 4rea bajo la curva conirol = 100% ), y el segundo nlmero es la

carrespondients DE,, { 10™M 3,
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Ef compuesto TMB-8 fue capaz de lnhibir la coniraccidn de metoxaming y
fanliefrina en la preparecion de anllos de acrla de conelo. La Inhibicién de la
contraccién de metoxamina fue mas acusada. La coniraccién producida por
fenilafrina no se modificd significativamente con TMB-B 10°M, pero las contracciones
producidas por metoxamina se modHficaron aignificativamenta con esta concentrackon
de TMB-8, o incluso aparecieron diferencias significatives cuando sa administraban
akjunas dosls de meloxamina en presencia de TMB-6 10°M. La concentracién 10-'M
do TMB-8 modificé significalivamente |a respueata de todas las dosls de ambos
agonistas ( Tablas 31 y 32 pégs. 166 y 158, Figuras 33 y 39 pags. 157y 158 ).

155



TABLA 31

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA DE

DISTINTAS DOSIS DE TMB.8,

TMB-8
METOXAMINA CONTROL 104 10°M 10-M
M) ¥ % ESM X+ ESM ¥ & ESM ¥ & ESM
104 66,5 * 6.1 49.6 + 6.8 51.4 £ 102 0.4 = 03"
3 x10% 1049 £ 58 936 = 43 87.1 % 55" 10,7 = 4.0%"
104 11,5 £ 45 19,1 £ 3,7 1150 = 5.6° 19,6 = 3.4%""
30 1451 & 4,4 1303 = 3.2° 1236 £ 5.9° 796 £ 4,48
04 149.5 = 4.1 137.6 = 31* 127.2 & 6.5* 100.7 = 3%
1x10¢ 1506 £ 4.1 1189 = 3.5 1264 % 6.7* 1061 % 24"

La contraccln se valora considerando el 100% la altura de la respuesta de CIK 80 mM.

Los datos representan la media + euor standard de la media para 7-9 ensayes.

*p < 0.05

p < 0.0t

**p < 0.001
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FIGURA 38.- Curvas dosls-respuesta logarimicas da la conlracelén de metoxamina
en enllos de aora de¢ conejo. Control (@), y en presencla de distintas
conceniraclones de TMB-8 : 10°M (o), 10*M () ¥ 10*M (4 ). La coniracclén se
valora considerando el 100% la aliura de la respueste de CIK' 80 mM. Los simbolos
representan la media = error standard de la media para 7-8 ensayos. El primer
niimero a la derecha do cada curva representa el érea bajo esa curva ( &rea bajo
la ¢urva control = 100% }, y el segundo nimero ¢s la correspondiente DE,, { 10M).
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TABLA 32

CONTRACCION DE FENILEFRINA EN ANILLOS DE AQRTA DE CONEJO EN PRESENCIA
DE DISTINTAS DOSIS DE TMB-8,

TMB-8
A
FENILEFRINA CONTROL osm h 109M°
19} X = ESM X = ESM X £ ESM
107 51,0 & 5.4 363 £ 7.9 1.9 = 0.6***
Ix 107 914 % 6.4 845 = 5.7 124 % 12.5%%¢
10% 117.1 £ 6,0 120,0 = 4.9 410 = 35
Ix 104 135.4 = 4.0 1344 £ 40 59.4 & 3.9'¢*
104 143.8 = 3.8 1454 + 3.6 75.3 % 51
3 x 104 1462 t 36 150.1 & 4.6 85.8 x 3.6

La contraccién se valora considerando el 100% la altura de la respuesta de CIK 80 mM.
Los datos representan [a media % error standard de la media para 7-9 ensayos.

*p < 0.05 ‘e < 001 ***p < 0.001
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FIGURA 39.- Curvas dosis-raspuesta logailtmicas de la conlracelén de lenllefrina en
anillos de aorta de conajo. Control (M}, ¥ en prasencia de distintas concentraciones
da TMB-8 : 10°M () ¥ 10°M (A). La contraccién seé valora considerando el 100%
la altura de la respuesta de CIX 80 mM. Los simbolos representan la media * error
standard de ia media para 7-9 ansayos. El primer nimero a la derecha da cada curve
representa ol Area bajo esa curva (Area bajo la curva control = 100%), ¥ el segundo
nimero es fa correspondients DEy { 107M).
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Las respuestas de metaxamina y fenilefrina en preparaclones de anillos de aorta
de conejo incubadas con TMB-8 10°M y nifediplna 10°*M, fueron menoras que las
correspondientes respuestas en preparaciones que se habian incubado dnicaments
con nifedipina 10°M, o Onlcamante con TMB-8 10%, Con metoxamina la significacian
estadlistica de la diferencia con e| control fue mayor en praparaciones Incubadas con
ambos farmacos, existiende ademés diferencia significativa entre la respussta de
preparaciones incubadas solo con nifedipine y la respuesta de preparaclones
incubadas ¢on niledipina y TMB-8, para las concentraciones més bajas de
matoxamina. Con fenilsfrina recordemos que no habfa inhiblclén  significativa de su
ofecto ni en preparaciones incubadas con nifedipina 10°M, nl en preparacionas
Incubadas con TMB-8 10*M. Sin embargo, las preparaciones incubadas con ambos
tarmacos { niedipina 10°M y TMB-8 16°M ), mostraron menor coniraccién que las
preparaciones control, existiendo en este caso diferencia significativa para todas las
concentraciones  de fenilefrina ulilzadas. La confraccién producida por las
concentracionas més bajas da fenilefrina presenié ademés diferencla significativa con
la contraccién producida al administrar esas dosis en presencia dnicaments de
nitedipine ( Tablas 33 y 34 pAg. 161 y Tablas 35 y 36 pag. 163, Figuras 40 y 41
pégs 162y 164 ),
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TABLA 33

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE ADRTA DE CONEJO EN PRESENCIA
DE TMB-8 Y NIFEDIPINA,

TMB_;G 103
METOXAMINA CONTROL NIFEDIPINA 104M

M) X & ESM X * ESM

10 66,5 = 6.1 21.2 & 5.8%

3 x 104 1049 £ 58 60,0 & 5.4

104 1315 £ 4.5 91.2 & 4,44

3 x 108 1451 = 4.4 111.2 & 3,244

10 1495 = 41 120.2 & 5.2%4

3 x10¢ 150.6 + 4.1 122.9 £ 4.3***

TABLA 34

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA
DE TMB-8 Y NIFEDIPINA.
CONTROL CON TMB-8 10°°M

METOXAMINA NIFEDIPINA 1040 NIFEDIPINA 100

[M} X £ ESM ¥ % ESM
104 66.0 6.1 2.2 & 580

3x 104 95.0 % 4.4 600 & 5.4%%
10% 113.0 £ 4.1 91.2 & 4,4%

3 x10° 119.5 + 3.7 112 = 32
10+ 121.2 £ 3.7 1202 = 5.2

3 %10 1212 £ 3.7 122.9 & 43

En ambas tablas las contracciones se valoran considerando el 100% la shura de las
respuestas de CIK 80 mM.

Los datos representan |a media + error standard de fa media para 7-9 ensayos.

‘v < 0.05 *p < 001 t*ep < 0.001
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FIGURA 40.- Curvas dosis-respuesta logarlimicas de la contracclén da meloxaming
en anilos de aorta da consjo, Conlrol (@), en presencla de TMB-8 10°M {o) en
Presancia de nifedipina 10°M (O) y en presencia de TMB-B 10°M con nifedipina
10°M (A}, La contraccién se valora considerando el 100% la altura de la respuasta
da CIK 80 mM. Los simbolos-representan la media =+ error standard de la media para
7-9 ensayos. El primer nGmero a la derecha de cada curva, represenia el area bajo

esa curva  ( Area bajo la-curva control = {00% )i y ol segundo nimero es fa
correspondients DE,, ( 10°M).
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TABLA 35§

CONTRACCION DE FENILEFRINA EM ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA
DE TMB-8 Y NIFEDIPINA,

THiB-8 105
+*
FENILEFRINA CONTROL NIFEDIPINA 10°M

) ¥ = BSM X + ESM

107 510 * 54 1.5 £ 0.8

3x 107 914 & 6.4 486 x 3.6*

10+ 117.1 = 60 B34 & SA%er

3% 104 1354 + 4.4 1028 £ 6.3%%*
10* 1438 £ 36 117.0 & 6,74
3x10° 1462 = 2.7 1235 & 7.3¢

TABLA 38

CONTRACCION DE FENILEFRINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA
DE TMB-8 Y NIFEDIPINA.

CONTROL CON TMB-B"JO"M
FENILEFRINA NIFEDIPINA 10M NIFEDIPINA 10+M
1% X = ESM X & ESM
107 36.1 = 4.7 11,5 & (,8%+*
3 X107 781 £ 3.7 48,6 ® 3.6%
10 1045 ® 4,6 83.4 & 5.4*
3 x 10+ 1248 = 66 1028 = 6.1*
108 . 1388 % B4 17.0 £ 67
Ix16* 1421 = 8.5 123.5 » 7.3

En ambas tablas las contracciones se valoran considerando el 100% la alura de las
respuestas de CIK 80 mM.

Los datos representan la media + errar standard de la medla para 7-9 ensayos,
‘p <005  *p <001 ***p < 0.001 o
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FIGURA 41.- Curvas dosis-respuesta logaritmicas de la contracelén de fenilefrina en
anilos de aorta de conejo. Conirol (m), en presencia de TMB-B8 10°M (o), en
presencia de nifedlpina 10°M (DO} y en presencla de TMB-8 10°M con nifadipina
10*M [ 4). La contraccisn se valora considerando el 100% la altura de la respuesta
de CIK 80 mM. Los simbolos representan [a medta + error standard de Ja media para
7-9 ensayos, El primer ndmero a la derecha de cada curva representa el érea bajo

asa curva ( drea bajo la curva confrol = 100% ), y el segundo nimero es la
correspondiente DE,, { 107M).
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Cuando se trabajé en Kquido nutricks hiperpotdsico (K* 15 mM} pudimos
comprobar que la metoxamina confrafa en mayor grado la preparacién de anliios de
aoria de conejo, existiendo diferencla significativa con la contraccion contrel obtenida
en Krebs Henseleilh (K* 5.9 mM) { Tabla 37 y 38 pég. 166, Figura 42 pag. 167 ). &1
las preparaciones de Incubaban con nifedipina 10*M la contraccidn resuftaba menor,
volviendo a oblenerse una contracoldn préxima al conirol { Tabla 38 pag. 1686, Figura
42 phg, 187 )

Contrastands con ko sucediio al administrar metoxamina, fa  contraccidn de
fenliefrina on medio nutricko hiperpotdsico no presentd diferencia con el controf
( Tablas 39 pég. 168, Figura 43 pég. 169 ),
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TABLA 37

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN LIQUIDO
HIPERPOTASICO.

METOXAMINA CONTROL LIQUIDO HIPERPOTASICO
[M] {CIK 5.9 mM) (C_I_K 15 mM)
% = E5M X = ESM
10+ 66.5 = 6.1 88.8 = 6.1*
3 %10 104.9 + 5.8 129.6 = 7.2*
10# 1315 = 4.5 1516 + 5.6°
3 x 10 145.1 = 4.4 160.7 % 5.0*
104 1495 = 4.1 165.5 = 4,5*
Ix 100 150.6 = 4.1 166.8 £ 4.5*
TABLA 38

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN LIQUIDO
HIPERPOTASICO Y NIFEDIPINA.

METOXAMINA CONTROL CON LIQUIDO HIPERPOTASICO

M) LQUIDO HIPERPOTASICO  NIFEDIPINA 10°M

% = ESM X & ESM

104 88.8 £ 6.1 66.6 = 4.5¢

3x 104 1296 % 7.2 100.7 = 4.8
104 151.6 = 5.6 1254 + 7.2¢

3 %10 160.7 * 5.0 1346 = 7.1
10" 1655 + 4.5 1399 % 7.9°

3 %10 . 166.8 £ 4.5 1421 % B.4°

En ambas tablas las contracciones se valoran considerando el 100% la altura de las
respuestas de CIK 80 mM.

Los dates representan la media % enor standard de Ia media para 7-9 ensayos.
'PEO0S  'p< 001 **p < 0,001
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FIGURA 42.- Curvas dosis-respuesia logaritmicas de 1a contracelén de metoxamina
en anillos de aorta de conejo. Control (@), en quido hiperpotasico (CIK 16 mM) (o),
y on lquido hiperpotasico en presencia de nifediping 10*M (A ). La contraceién se
valora considarando el 100% la attura de Ia respuesta de CIK 80 mi. Los simbolos
representan 'a media x error standarg de ia media para 7-9 ensayoa. El primer
ngmero a ia derecha de cada curva rapragents ol dres bajo esa curva ( draa bajo
la curva conlrol = 100% ), v &l segunds namero a8 la correspondienta DE,, [ 10},
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TABLA 39

CONTRACCION DE FENILEFRINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN LIQUIDO

HIPERPOTASICQ,
FEMILEFRINA CONTROL LUQUIDG HIPERPOTASICO
[} {CIK 5.9 mM) (CIK 15 m)
X x ESM ¥ = ESM
1¢7 510 % 5.4 641 = 5.0
Ix107 9.4 % 6.4 1039 + 4.3
10% 7.1 £ 60 1289 % 5.3
1x10% 1354 % 4.4 137.9 = 5.8
10 © 1428 z 3.6 143.2 = 6.9
3 %900 1462 £ 27 1438 = 71

La. contraccién se valora considerando e 100% la altura de la respuesta de CIK 80 mM.

., Los datos. representan la media = error standard de la media para 7-9 ensayos.
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FIGURA 43.- Curvas dosls-respuesta logarfimicas de la contraccién de fenilefrina en
anifios de aorla de consjo. Gontrel (@}, en liquido hiperpotasico (CIK 15 mM) {0O).
La contraceidn se valora considerando el 100% la afiura de [a respuesia de CIK 80
mM. Los simbolos representan la media x error standard de la media para 7-8
ensayos. E! primer nimero a la derecha de cada curva repressnta ¢l drea bajo esa
curva { 4rea bajo la curva control = 100% ), ¥ al segundo nimerc es la
correspondlente DEy, { 107M),
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C) Ensayos con Agay, seleciivos.-

Les Ag o, contrajeron en forma dosis dependiente la preparacion de anillos de
aorta de conelo; sin embargo la afiura de la contraccién  consegulida con dosis
simllares fue mucho menor que la de los Ag ¢, Es decir, B-HT 920 y B- HT 833
moeslraron menor potencia que metoxamina y fenllefrina para contraer |a preparacién
de anillog de aorta de consjo,

El compuesto B-HT 920 empezé a producir contracclén apreclable con la
concentraccién 3x10°M, mientras que el compueste B-HT 833 sdlo empezé a
confraer las preparaciones con la concentraccién 10*M.

La contracckén producida por B-HT 920 y B-HT 933 se Inhibid totalments cuando
las preparaclones se incubaban con prazosin  10°M, y por el contrario la actividad
contrécli de ambos agonistes se potencid en preparaciones incubadas con BAY K
8844 10*M, apareciendo conlracciones con dosls més bajas { Tablas 40y 41 pégs.
171 y 173, Figuras 44 y 45 pégs. 172y 174 ).

El electo contréctl en presencia de BAY K 8344 era menor si las proparaclones
se hablan incubado con yohimbina 10°M. §1 comparamos los ensayos de los Agar,
en presencia de BAY K 8644 10°M vy los ensayos similares también con BAY K 8644
&0 los que se llevd a cabo una Incubacién con yohimbina, se pudo apreciar
diferencia significativa entre las contracclones producidas por las concentraclones
10°M {p<0.0t ) y 3x10°M { p<0.001 ) de B-HT 920, y tamblén se apracid diferencla
estadislica. entre j2s conlracciones producidas por B-HT 833 10°M { p<0.05)

{ Tablas 40 y 41 pdgs. 171 y 173, Figuras 44 y 46 pags, 172y 174),
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TABLA 40

CONTRACCION DE B-HT 920 EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA DE
BAY K B644 Y YOHIMBINA.

YOHIMBINA10M

B-HT 920 CONTROL BAY K 8644 105 +
BAY K 8644 10°M
M} X = ESM X 2 ESM %+ ESM
10+ 0.0 = 0.0 0.0 + 0.0 a1 = 01
3 x 10+ 0.0 £ 0.0 55 % 1.6%* 4.6 x L1*
10°* 0.6 +03 33.9 = 5,3%%* 11.9 £ 2,2%*
3 x 10° 38 =09 58,4 & 4,404 36,9 + 2.6%*+
10 213 2 26 78,6 = 3.8*** 705 & 4.2%¢»
3 x 104 321 225 835 x 3.9*4* 91.3 = 3.8*"*

La contraccién se valora considerando el 100% la altura de la respuesta de CIK 80 mM,
los dates representan la media % error standard de la media para 79 ensayos.

'h <€ 0.05  p <001 ***p < 0,001
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FIGURA 44.- Curvas dosis-respuesta logarfimicas de {a contraccién de B-HT 920 en
anillos de aorla de congjo. Control (A), on presancia de BAY K 8644 10*°M (A) y en
presencia da BAY K 8644 10*°M con yohimbina 10°M {0 ). La contraceién se valora
considerando el 100% la sliura de la respuesta de CIK 8¢ mM. Los simbolos
1epresenian fa media % error standard de la media para 7-9 ensayes. £l primer
nameso & la derecha de cada curva representa ol frea bajo esa curva ( érea bajo
la curva control = 100% ), y el segundo nimero es la carrespandients DE,, { 10*M).
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TABLA 41

CONTRACCION DE B-HT 933 EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA DE

BAY K 8644 Y YOHIMBINA

YOHIMBINA1G*M

B-HT 933 CONTROL BAY K 8644 10°M +
BAY K 8644 10*M
Ml X = ESM X & ESM X & ESM
10+ 0.0 x 0.0 0.0 + 0.0 0.0 = 0.0
3 x 10* 0.0 > 00 0.0 £ 0.0 0.0 = 0.0
10 0.0 £ 0.0 7.8 = 40 0.0 %+ 00
3 x10® 0.4 x 0.2 31.0 + 8.0** 14.6 £ 3,2%%
104 53 %14 53.9 % 6.8%** 39.6 £ 5.8***
3 x 10 166 = 3.6 747 & 5,30 57.6 £ 6.0*""

La contraccion se valora considerando el 100% la altura de la respuesta de CIK B0 mM.

Los datos rapresentan la media x error standard de la media para 7-9 ensayos.

*p < 005

**p < 0.0

*ven < 0,001
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FIGURA 45.- Curvas dosls-respuesia logaritmicas de la contraccién de B-HT 933 en
anillos de aorta da congjo, Control {4}, en presencia de BAY K 8644 10°M (A} y an
presencia de BAY K 8844 10°M con yohimbina 10°M (). La conlracciGn se valora
consklerando e/ 100% la altura de la respuesta de CIK 80 mM. Los simbolos
representan ja media + error standard de la media para 7-9 ensayos. El primer
nimedo a la derecha de cada curva representa o frea bajo esa curva  { 4rea bajo
1a curva contrel = 100% ), v al segunda nimero es la cortespondiante DE,, { 10°M),
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El compueste B-HT 920 en presencla de BAY K 8644 10°M fue capaz de
contraer Incluso las preparaclones incubadas con prazosih 10°M { n=8 }; pero el
compueste B-HT 933 no fue capaz de produclr contracciones en presencia de BAY
K 8644 sl las praparaciones $e incubaban can prazosin 10°M ( n=7 ). Despues de
la administracién do dosls Iigusles o mayores de 10°M de B-HT 920 en estas
condiclones, se producen en realidad varias contracclones fasicas. Es declr, la
contraccién producida con B-HT 920 en las preparaciones Incubadas con BAY K
6644 y prazosin  ho fue una contraccién mantenida, volendo a recuperar |a
preparacin niveles de tono préximos al basal pocos minutos después de coniraarse,
pero después de cada administracién este lipo da contraccién se replte varias veces
suceshvas, aunquae cada vez coh Mayef margen de tlempo y menor altura, Con la
concentraclén 10°M del compuesto B-HT 920 la altura méaxima alcanzada ( altura de
la primera contracclén despues de la adminlstracién ) oscllé entre 1 y 3 Q.
aproximadamente, y con la concentracidn 3x10M de este compueste la altura
méxima alcanzada oscll entre 3y B g. Podrfamos por tarte decir que el efecto de
8-HT 920 en estas candiciones fue dosis-dependiente. ( Figura 46 pdg. 176 ). Esta
tipo de respuesta contrécti no aparecib sl lag preparaciones ademés de lncubarsa
con prazosin 10°M y BAY Y K 6644 10*M, se Incubaban también con yohimblna
10°M ( n=7 ).
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En la Tabla 42 se presenta la relacion entre la DEy de cada agonista or en lag
distintas condlciones experimentales y su DE., control en anillos de aorta de conejo,

NIFEDIPINA 109 wn == == o8 e = = SR b

BAY K 8644 108 — = ™ = o e o =
LIQUIDO HIPERPOTASICO (15 mM K*} = ==
LIQUIDO HIPERPOTASICO (15 mM K') | —
NIEEDIPINA 1044

SIN CALCIO

EGTAD.5 mM

TME-B 10—
TMB-B 109 e e = o e
TMB-B 107 = = = == =t = n =
TMB-8 10°M
NIFEDIPINA 10°M
BAY K 8644 10
YOHIMBINA 10

- o -

TABLA 42
METOXAMINA  FENILEFRINA B-HT 520 B-HT 933
1.09 = 0.10 1.42 % 0.13 — ———
0.49 = 0.05 080 £ 0,67 007 £ 0.0 0.10% 0.0
239 % 010 0.82 = 007 —— -
063 % 0.31 — _— -
-] -] —— -
1.16 * 1,12 ——— - -
1.41 = 0.2 1,27 % 01 - -
16.95 ¢ .11 357 23 - -
3.52 = 0.44 4,05 = 0.46 - - -
- - 0.14 * 0.0 01500
-

La relaclén se obtiene del cociente DE,, del agonisia en unas condiciones de Irabajo / DEy

del agonista en condiclones control.

La DE,, 6 estima como |a dosis capaz de produch el &

condiclones control.

Los datos representan la media  error sia
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4.4~ DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN "PITHED-RAT".

En esta Tesis Doctoral hamos lievato & cabo un trabajo  paralelo an “pithed-rat!
y en anlios de aorta de consjd con Agq ¥ Ag s S0 han ulizado AnGay ApCa
para estudiar fa participacion del Ca** en fag respuesias vasculares de ambos
agonistas adrenérgicos. Anles de abordar la Discusién de los regultados obienidod
con Ag o, ¥ Ag oz en “pithed-rat’, queremos justificar el procedimiento utilzado para
la adminlstracién de nifedipina y BAY K 8844 en jos ansayos de *pithed-rat*. Como
ya hemos sefialado an el apariado 22 de Materlal y Métodos, estos farmacos 89
administraron por via ia., utlizando un catéler Introducido en la cardlida lzquierda
hasta slcanzar el cayado de ls acrta. Su administracién en el cayado de la aoria
permie of acceso da nifediping y BAY K 8644 a la clrculacién sistomica, evitando
as! posibles sfectos cerdiotéxicos direclos. Tanto nifedipina como BAY K 8644, son
dinkdropiridinas { DHP ) con selectividad vascular, pero sin embargo, e ensayes
llevados a cabo al comenzar esta Tesis Doctoral ( presentados en el aparlado 3.1.A
de Resullados ), mostraron que su electo sobre la presién arlerlal es mayor cuando
se administran v, en la yugular, que cuando sa administran por via la. Esio pudiera
ger debldo a un efecto  adicional Inotrépico negativo para la nifediping, a inotrépico
positvo para ol BAY K 8644, que se pondria de manifiesio Junto  con ol eleclo
vasodilatador o vasoconstrictor en las administraciones iv, Otros autores también han
utlizado Ja administracidn ia, para las OHP cuando trabajaban en "plthed-rat’; en unos
casos usando la arterla fomoral ( Jim y col. 1988 ), y en ofros casos la arteria cardtida
( Van Meel y col. 1983; Wilffert y col. 19684 a y by Timmermans y col. 1985, 1967 a y
b; Nichols y Rufolo 1985; Timmermansa y Thoolen 1987 ), Ademds, cuando se tabala
an ‘plthed-tat* podemos sefialar que los efectos vasculares no producinén slectos
refliejos cardiacos, debido a la destrucel6n que se fleva a cabo del bulbo ¥ la médula
on esta preparacion. Por oira parte, Ja nifedipina se sefald en el apartado 3.1,A deo
osla Tesls Doctoral, que Dnicamente ocasionaba disminucién de fa PSD apreciable
on ratas que mostraban una tension diasidiica inlcfal alta, Esta relacién entre of efecto
da nifedipina y el tono  presor preaxistente, se ha descrito pracisamente como una
ventaja adiclonal para la uilizackn de este férmaco como hipotensor ( Bohler y
coL1984; Romero y col. 1987, Blackshear y col. 1987; Nayler 1968; Walley y col. 1968;
FUll'y col. 1988; Rullops y c0l1989; Rullope 1990 ). Su efecto podiia en realidad
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conslderarse mas un efecto  anthipertensiva que un efecto hipotensor, ya que los
pacientes con el lono vascular més elovado mostrarfan mayor sensibilidad. La
nifadipina de esla modo normalizaria la presidn arterial sin  presantar los problamas
¥ electos sacundarios de otros firatamlentos utiizados en la hipertensién. En io que
respecta a los sfectos prasores de BAY K 8544, estos serfan gobre todo el resuftado
de la activacién directa de las células de mGsculo Iso vascular por aumento de la
entrada de Ca*’,, a través de canales YOC, Este mecanismo hipertensor en ratas ya
fue sefialada por Lefer y col, ( 1988 ), pero sin embargo algunos autores { Morsland
y col. 1983 ) senalan que los efectos prescres de BAY K 8644 en ratas podrian ser
temblén el resulado de una aclivackin indirecta de las células de miscuio liso
vascular por la iberacién de catecolaminas desds ia médula adrenal. Esta mecanismo
de accldn serfa sin embargo mucho menos  significativo,
Pasamos ahora a comentar los resultados con Ag o, Y Ag ory en "pithed-rat’,
La existencia simultinea de receptores o, ¥y o, postsindpiicos en el masculo iso
vascular se conoce haca tiempo ( Starke 1981; Timmermans y Van Zwieten 1981,
10682; McGrath 1962 ). Como ya sefialamos en &i apariado 1.5 dela Intreducelén,
el subtipo de adrenocepior ot queda definido sobre todo por jos farmacos capaces
de unirsa a él, pudiendo varlar en distintos érgancs la locaiizacion pre o postsinaptica
do los receptores o, Eslos receplores v, aparecen a nivel postsindpiico én al
masculo liso vasoular, y su estimuio produce, al igual que el estimuio de receptores
o, postsinépticos, un aumento  de tono vascular que se iraduce en un incremento
prasor an "pithed-rat’, Comentarémos primeramente log resultados obtenidos en osta
Tesis Doctoral con AQ oy Ya que el efecto de estos farmacos fue més sensible a
las3 modificaciones de la entrada del Ca**,, que el efecto de los Ag o, Para
comparar ol elocto de distintos tratamientos se utiiza fundamentaiments el valor del
srea bajo la curva dosis-respussta, y se ha obtenido también el valor de la DEx, que
como ya sefialamos en ef apariado 2.6 da Material y Métodos, se define como la
doslis capaz de elevar la PSD 50 mm Hg. Es usual esta definicién de la DEy, en loa
ensayos da pithed-rat, y ello es debido a la frecuente  muerte de los animales
cuando se adminisiran dosla elevadas de fdrmaccs vasopresores, no conskyuléndose
obtener efectos que definan !a meseta y por tanto gl efecio maximo, en lag curvas
dosla-respussta, La importancia que tiene la sntrada de Ca**,, &l interior celular para
ol slacio vasoconsirictor es sobradamente conocida. Tenlendo an cuenta la marcada
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Inhiblcién de las respuestas de B-HT 920 y B-HT 933 en *pithed-rat" producidas por
nifedipina { en las Figuras 26 y 27, pags, 116 y 118, veamos que no fus posible
usualmente provocar elevaciones de 50 mm de Hg. en la preslon sanguinea
diastdlica después del lratamliento con nilediping, y se consiguld aproximadamenie
un 80% de reduccidn del drea bajo la curva de ambos Ag cx. con la concentrackin
méxima de AnCa ), podemos afirmar que la fusnte de Ca**,., &8 muy imporante para
lag respuestas vasoconstrictoras por astimulo de receptores o, Como homos
sefialado en la Introduccidn, una de las principales vias de  entrada del Cat a
través de la membrana de la célula lisa vascular estarfa vincutada a la despolarizacidn
do la membrana, y serfa la enirada a través de canales VOC que pueden ser
bloqueados selectivamente por nifedipina, De los resutados  obtenkios, podriamos
deduck que ol estimulo de receplores o, pondra en rnarcha mecaniemos de
spertura de esics canals VOC, sungue tales mecanismos no han podiio
esclarecerse todavia probablemente debldo a la dificullad para aplicar técnicas
electrofisioldgicas en  mlsculo liso, El grupo de Timmermans y Van Zwisten puso
también de manifiesto la marcada inhibickén dal sfecto de kas Ag cr,y en ‘pithed-rat
cuando se ullizaban AnCa, y en &l momento actual se siguan realizande esludios
con distintos Ag o, en "pithed-rat* que intentan esclarecer el mecanismo de su efecto
vasopresor y la importancia que tlane el Ca**_, en la vasoconstricclén peor estimula
ds esta tipo de receptores { Van Mesl y col 1981 ay b, 1982, 1983; Van Zwisten
¥ col 1982, 1984, 1985, 1987; Timmermans y col. 1883, 1984, 1987 b; Van Zwisten
¥ Timmermans 1884; Wilffert ¥ col 1984 a y b; Van Zwieten 1986, 1989; Timmermans
y Thoolen. 1867: Huglenburg y col. 1989; Van Heiningen y col. 1985; Wong y col,
1989 a y b, 1990 ). En cuakuier caso no cabe duda que existen Interacclkones
importanies entre-la entrada del Ca+_, por canales VOG, ¥ las respuestas o,
vasoconstriclorag.... s . .

7 Los-ensayos con. of compuesto BAY K 8544 en esta Tesis Doctoral son una
prusba.-adicionat da fa relacién entre esla entrada del Ca** por canales YOG, y ol
#fecto vasoconstriclor. cz, en: "plthed-rar’, Esta -diidropiridina ya sefialamos en el
*partado. 1.3 de la-: Introduccién, que: es capaz de promover la entrads de Ca*,,
Por...canales VOC, Su administracién la. on:’phhed-rat' causd efectos opuestos a
4:99. nifadipina sobre las respuestes @ vasoconstricioras. Las Figures 28 y 29,
Pégs. 121.y. 123, mosizaron.los: desplazemientos de las curvas dosls-respuesta de
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B-HT 920 y B-HT 933 por BAY K 8844, En esto caso tuvo lugar un desplazamienio
hacia la izqulerda, consiguléndose una reducclén de la dosis nacesarla para elevar
la PSD 50 mm de Hg., y obleniéndose mayores 4reas bajo las curvas de los Ag o,
BAY K 8644 Incrementa el efecto ¢, promoviendo la enirada de Ca**,, por canales
VOO sin interacclonar con los receptores o, vasculasres,

Las Figuras 47 y 48, phgs. 182, 183 rounen los regisiros més significativos de
Ag , presentados en nuestros resultados. En ellas se puede apreciar la varlacién
de los incrementos presores producides con B-HT 920 y B-HT 833 despuss del
tratamlento 1a. con distintas concentracionss de nifedipina y de BAY K 8844,

Resulta sobra todo llamativa la disminucién del efecto causada por hifedipina
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Ei efecto vasopresor mediado por estimulo de receptores «, en “pithed-rat”, fug
desde luego menos sensible al bloqueo de la entrada del Ca'~,, qus o efecio
vasopresor mediado por estfmulo de receptores ¢y, Las Figuras 20 y 21, pégs. 11
y 103, mostraron los desplazamientos de las curvas dosis-respuasta de metoxamina
y fenliefrina, producidos por el tratamiente con distintas dosls de nifedipina. La

- nifedipina también se comporié en este caso como antagonista no competitivo,
preduciendo aplanamientos de las curvas dosls-respuesia de los Ag ¢y, pero produje
una Inhiblcién det drea bajo la curva slempre Inferlor al 45%, con aumentos mucho
Mmencs acusados en las DE, que k3 producidos para los Ag &x, BAY K B644
potancié el efecto de los Ag o, resultando algo mencr este potenciamiento que el
potenclamiento logrado para Ag o, En los tralamlentos con BAY K 8644 las
diferencias entre ambos tipos de agonislas no fueron desde luego tan marcadas
©omo en ef caso da los tralamienios con nifedipina,

Los experimentos de otros Investigadores con Ag o, y AnCa en “plhed-rat" han
presentado hasta la fecha resultados dispares, que en parte estaban condlclonados
por el fipo de Ag «, utilzado. Ef grupo de Van Zwieten y Timmermans ( Timmermans
y col. 1883 by; Van Zwisten y col. 1985 Timmermans y col. 1987 a,b ), comprobé que
en "pithed-rat" la vasoconstricelén induckda por un nimero elevada de Ag &, entre
los que se encontraben metoxamina y fenilefrina, era resistente a la inhibicién de la
enfrada del Ca**,, por AnCa. Estos datos contrastan con fos obtenldos en esta
Tesls Doctoral con los mismos agonistas. Sin embargo hay que sefialar que el grupo
facien menclonade { Tmmermans y col, 1983 b, ¢; Mathy vy col. 1983 ), habla
comprobado que la vasaconstriceién Inducida por Ag o, selectivos Imidazolinicos,
disminula significativamenta por el pretratamlenio con AnCa. En particular, el
compuesio Sgd 101/75 | 2-(methylindazoi-4-imino)  imidazolina HC 1 , que &s un
agonista selectivo perc parcial de receplores (x, ocaslond respuesias
vaseconsirictoras en ratas y . gatos desmedulados { "pithed" ) que resultaban
marcadamente ‘sensibles a fa inhibiclén de la entrada del Ca**,, con nifedipina; Los
Ag or, Insensibles al bloqueo de los canales VOG eran compuestos con mayoer
actividad intrinseca, ¥ se las considers "agonistas totales™; y aquelios farmacos Ag o,
que aran sensibles a los AnCa se les cansideré "agonistas parclales®,

La diferante sensiblidad al blogquso de ks canales VOC entre Ag oy Ag oy
50 ha justificado de distin!as formas por los difersntes grupos investigadores, pero
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an cualquier caso los  mecanismos implicados en la vasoconstriccién por Ag e,
parciales podrian ser préximos a los mecanismos imphicados en ta vasoconstriceién
por estimuio o,

Para justificar la Insensiblidad el blogues de Ia entrada dal Ca**,, por canales
VOG da los Ag oy 36 ha eSpaculado que podrian existic receplores o, de resorva.
Estos receptores o, de reserva entrarian en juego cuando se administran los AnCa,
y servidan para amorliguar su efecto { Reld y col 1983; Hamiton y col 1883;
Autfolo y Yaden 1984; Ruficlo y col. 1584 ). En la circulacidn arterlal podrian  existir
una gran cantidad de recepiores o posisindplicos vasculares de resérva, pero no
exlstirian sin ombargo receplores o, postsindpticos de reserva. Se pudo ademés
comprobar, que ia eliminaciin de o8 supuestos recepiores c, de reserva para ef
agonisla lotal clrazolina, mediante tratamlento con o  antagonista irreversible de
adrenoceptores o fenoxibenzemina, hacia que las respuesias prescras de este
Ag o, fuesen sensibles a los AnCa ( Aufioks y col 1984 ), La resistencia de los
Ag o, loteles a la inhiblclén de au efecto por antagonistas no competitives come los
AnCa, podria ser consecuencia da la gran cantidad de receptores o, de reserva,
pudiendo resultar estos Ag «, sensibles a estos antagonistas sl |os receptores g,
de reserva s¢ ehminan mediants su adecuado bloqueo.

En nuestros experimentos el electo presor knducido en ‘plthed-rat" por
metoxamina y fenilefring fue significativaments menor después de. tratamiento con
nitedipina, pese a que en este Caso los Ag «, luesen derivadas fenfetilamina, Estos
Ag oy, no perienscen al grupo de compuestos imidazolinicos caracterizades como
agonistas parciales; serfan sgonisias lotales derivados de la fenletiamina, y la
existoncia de receptores (v, de reserva no deberla descariarse. Los receptores o,
de reserva para metoxaming y faniiefrina podrian ser ai menos responsables ds que
las respuestas presoras con esios -agonistas en “pithed-rat” hayan skde mencs
sansibles a los AnCa que las respuestas presoras do ks AQ ey Probablemerie
como consacuencla de [a existencia de recepiores v, de teserva axiste slempre un
efecto amortighador del antagonismo no competitivo de férmacos como los AnCa;
pero  la canfidad de recepiores de reserva y pof tanto aamortighacién  del
antagonisma, puede ser distinta para difarentes Ag (v, slendo. probablements menor
para los Ag o, imidazolinicos; y mayor para  Ag oy como meloxamim o feniefrina
qua tienen también mayor actividad intrinseca. .
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En cualquier case, of o los procesos subsigulentes a la activacldn de recsplares
on No parecen implicar axclusivamante ia entrada del Ca**,., sfendo por lanto ol
ofecto da Jos Ag o, poco sensible a la modificacién de la entrada de Ca*’., al
Interfor celular, Los trabajos de Godiraind an aorta de rata con “Ca** ( Godfraind y
Miller 1982; Godfraind y col. 1982 ) con “Ca ya hamos sefialado en ¢l apartado 1.6
de Inreduccién de esta Tesls Doctoral que resultaron declsivos, y establacleron que
la estimulacién de los receplores x, podla abrir canales de caldo, pero la
sstimulacién de receplores c, indudia la lberacién de fones Ca** de los depdsiies
intracelulares, Como més tarde comentaremos log eneayas 'ln vitro® han ayudade
a comprander la ulllizacién del Ca** en la vasoconstriccién inducida por estimulo «,,
y la tuente Intracelular da Ca** parece fundamental para ol efacio vasoconstrictor
de estos agonistas. Hemos sefialado tamblén en &l apartado 1.6 de esta Tesis
Dectoral, gue Timmermans y col. trabajando en *pithed-rat” ( 1965 } propusieron dos
modalldades de Interaccién en los recaptores o, estando una vinculada a la
utilizacién del Ca** ., ¥ la olra vinculada a 1a  tiilzacién del Cat**,. Para Han y ol
on 1987 oxiatifan en realidad. dos subtipos de tecepiores o, que como tamblén
indicamos en ese misma apartade, causarfan respueslas contrécties a lravés de
mecanismos moleculares diferentes. En  realidad no todos los autores aceptan la
existencla de receptores de reserva vascularas para ks Ag &, como causa de ja
Insensibiidad del electo presor de estos agonistas a los AnCa. El grupo da
Timmermans: (Tinmermans y col. 1985), comprobé que el antagonista Irreversibla de
“receplores & benexiraming, no aumentaba la potencla de nifedipina para blequear
188 (espuesias presoras de cirazofina La fenowlbenzaming para osics aulores no
. debla.zu. efacto 4l bioquao da recaptorea de resarve, sino que podia incrementar la
:sensibiidad de los Ag cv, al iratamiento con AnCa Intarfirlendo selectivamente con (a
«utiizacion-dek Ca'* de: jos-depbsitos Intracsiulares,
s Dsthe - luega el mecanismo implicado en el efecio de fanoxibenzamina no ha
- podikio esclarecerse-tolalmente, Para Nichols y Rutfolo o mecanismo segulrfa slendo
¢l bloqueo de receplores de reserva, ya que estos aulores observaron ( 1988 ) que
-despues- del-tralamlento:con.suna . concentracion. de benextramina, que Inactiva
aprovdmadamente la: misma-fraccidn.da teceptores o qua la concentackn utifizada
de---fenoxibenzamine, se::consegula ‘también- aumentar la sansibildad de las
respuestas presoras-de: cirazolina a la inhiblcién con  nifediplna. Es declr, que
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después de eliminar los receplores o, vasculares de resarva con concentraciones
adecuadas de fenoxibenzamina o benextramina, las respuestas presoras de
cirazolina resultarian senslbies al antagonisme con nifedipina. En 1888 Gonsalves y
col. comprusban ademés que después del tratamienlc con 1 mgfkg de
fenoxibenzamina &n "pithed-rat’, y después del tratamienio con 3 mgkg de
fenoxibenzamina en perro anestesiado, las respuestas presoras de cirazolina y de
tenilletrina son debidas fundamentaknente al estimulo de receptores o, pudiéndose
inhiblr mercadamente con verapamil.

En cuakquler 6aso, no todos kos Ag ory se comportan igual, y de hecho no todes
presentan lgual sensibiidad a los tratamientos con fencxibenzamine. Asl en 1987
Timmermans y Thoolen encuentran que fenoxibenzamina puade no alectar sl efecto

de nitedipina sobre las respuestas presoras de Ag <, en "pithed-rat* sl se trata deo

Ag o, parciales. Estos autores comprobaron que dobutamina y el compuesto BOF
6143 aumentaban la PSD an ratas desmeduladas y con bloqueo §-adrenérghko,
comportandose come Ago, ya que sus respuesias presoras sa afectaban
marcadamente con prazesin ( 0.1 mg/kg b. ) y no se afectaban con yohimbina { 1
mg/kg v. ). Eslos compuestes eran sin smbarge Ag o parciales y la nifedipina se
mostré capaz da bloquear su efecto presor con potancia igual 4 fa que mostré para
bloquear of efecto dek Ag or, B-HT 820, no afectindose la potencia del bloqueo por
ol pretratamiento con fenoxibenzemina. Ademés ol compuasto BAY K 8844 increment
on oste casa ol efecto prasor de los firmacos, sugkiendo estos autores que en ol
caso da dobutamina y BOF 6143 sus respuesias presoras dependfan de la enirada
da Ca**, en la misma medida que las respuostas prescras por egimulo oy Por
tanto el bloqueo de las respuesias presoras en "phhed-rat” por AnCa parece varlar
ampliamente para distintos Ag oy

La ullizacién del Ca** tras el estimulo. oty podriamos pensar por lodo o
antedicho que varia en funcién principaiments de 3 caracteristicas: ol subtipo de
receplor que se activa, la eficacla ( activided Intrinseca ) del farmaco agonista, ¥ la
estructura quimica del misme.

Considerando las teorfas de los distintos grupos investigadores, asi como
nuestros resultados en "pithed-rat’, podriamos arrlesgarncs & pensar que aquelics
Ag o, para log que  existen més recepiores de reserva son en realidad los Ag o,
qua utiizarfan priortarlamente el Ca** proveniente de los depésitos infracelulares
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coma fuente para la contraccién vascular, resultando por ianto para ellos menos
Imporiante la entrada da Ca**,, al Inleror celular, Esto supondria que el esfimulo de
un Ag o, con elevada actividad Intrinseca promueve fundamentaimenta la utllizacién
do las reservas de Ca**,, , La inhibiclén de la entrada de Ga**,, al Intarlor celular no
modificarfa sustanclaimente su efaclo porque probablementa podrian  estimularse
recoptores v, de reserva que inclusa podrfan estar  vincutados tamblén & ka
ullizaclén del Ca‘*,, . Sf existiesen receptores o, de reserva para bs Aga,
parciales, estos receptores estarfan al kgual que los receptores ov, vinculados en
mayor grado a la utizacién del Ca*,, . Es decl, que no solo podria varlar la
cantidad de receplores de reserva para jos distintos Ag cx,, sino que podrfan existi
lambin diferenclas cualitatives y podrfamos hablar de "subtipos de receptores da
resarva",

Podifamos pensar que la vasoconsiricclén por estmulo !, es slempre
consecuencia de la antrada del Ca**,, y de Ja lberacién del Ca** de los depésitos
Intracelulares. Ambas fuentes slevarian el nivel de Ca**,, iibre para que tuvlese lugar
ol proceso contrictil, La participacién proporcional de ambas fuentes de Ca** podila
ser sin embargo distinta dependiende del agonista y de la preparacion utlizada, La
escasa participecién del Ca**,, en la vasoconstriccién o, por metoxamina y
tenletring, podria ser la causa de que el tratamiento con BAY K 8644 llevado a cabo
en asta Tesis Doctoral potancie sélo levemente el efecto de estos agonisias en
"pithed-rat",

" Las dfferencias én la sensioiidad al bloqueo de la entrada del Ca+*,, con AnCa
antie Ag oy ¥ AD cty $0 han Seguido estudiando. Ha podido comprobarse con la
preparacién de ‘pithed-tat" que las respuestas vasopresoras del Ag cv, B-HT 933
1AMbKn “eran més ‘sensibles- a la inhiblcién por nifedipina que las respuesias
vasopresoras delAg &, meloxamlna, an distintos lachos vasculares (femoral y safena)
{ Medgetl ¥’ Rutiolo 1988

Aparte de las diferencias anterlormente mencionadas on la  sensiblidad al
\ratamiéto con nifedipina ‘6 “BAY K 8644, ya diimos en ol apartado 3.1,C de
P.esunados, que ‘ol eféctc - vasopresor de ios AQ oy, y ol efecic vasopresor de los
Adi ‘on “pithed-ral, prasenta’ ‘algunas diferencias. Estas diferenclas pensamos que
“ambiéh podrian’ exphcarse en base a fas distintas luentes de Ca** que podrian
ullizar-estos agonistas para coniraer of mosculo liso vascular, En el apartado 3.4,.C
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de Resutados sefialamos qua la elevacion de la PSD era m4s repida cuando se
administran metoxamina o fenilefrina que cuando se administran B-HT 820 o B-HT
933, La demora en la respuesla de los Ag gy, pudo apreclarse en nuesiros
experimentos, pero la velocidad de papel uillizada para los reglstros presentados en
esta Tesis Doctoral no permite sin embargo apreciar claramente esta diferencia.
Ademds de esto, los efectos presores akcanzados en las curvas dosis-respuesta de
B-HT 920 y B-HT 933 pudimos var que eran manores que los electos alcanzados por
administracikén de Ag ov,. Estas observaciones colnciden con las de diversos autores
{ Timmermans y Van Zwieten 1980; Van Meel y col, 1981 ¢ ), La iberacién de Ca**
desde los depdsitos Intracelulares pensamos que podrfa jugar un papel importante
on la répida elevacién de la presidn arterla después del estmulo @, Esta fuents
de Ca** Junto con la entrada de Ca**_, suministrarla los lnes nocesarios para ia
vasoconstriceidn, y serfa imporianie  sobre todo para ja necesarla alevacisn inkdal
de los niveles de Ca**,, libre, Los depdsttos Intracelulares de Ca** pedrian jugar un
papel prioritario en la vesoconstrecldn por estimulo o, pero  su agotamiento
condiclonarfa un retorno también rdpldo a niveles basales de presién arterlal, Es on
realidad ciarto que despuds del incremanto presor por estimule v, la PSD comlenza
on segulda a disminulr, recuperando en poco tlempo los valores iniclales registrados
antes de la administracién, (comoe 80 menciond en el apariado 3.1.8 da Resuliados).
En ol apartado 3,1.C de Resultados se sefialé que los Ag o7, producian sin embargo
vasoconstricciones més mantenidas, Los regisiros presores de Ag o, ¥ Aga,
presentados on fas péginas 125 a 140 de ests Tesls Doctoral muestran esias
diferancias. En effos puede apreciarse qua con los Ag ar, { B-HT 820y B-HT 933}
{a PSD no recupera usuaiments e nival que tenda anles de fa administracién, Esic
sin embargo, Unicamente ocutrid ocasianaiments con meioxamina o feniefrina cuando
se administraban las dosis més elevadas, La enirada continua del Ca**,, podnia ser
fundamental para e! mantenimienta del tona presor por estimulo o, én *pithed-rat’,
pera la elavacidn Inlcial del Ca**, necesaria para poner en marcha ¢l mecanismo
contlréctil serla en este casa més lenta. El Ca** de los depdsitos intracalulares no se
utlizaria practicamente para ia vasoconsiriccion por estimule . i,y quizé por eso la
slevacién de la PSD setia més lenta y nunca tan acusadas como en el caso de los
Ag ¢, Es decr que cuando se Ulifza un Ag oy Yos Niveles de - Catt, lbre
aumertarlan bruscamente por la liberacin masha de  Ca'* de los depOsitos
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intracelutares, Este aporte de Ca** desde los depésitos intracelulares proporclonaria
on poco tlempo !a cantldad suficiente do Ca‘**,, Hbre para iniclar la contraccion, Con
fos Ag cr, Ia contraccidn tardarta mas en iniclarse porque e nivel adecuado de Ca*s,
re 3o conseguifa como consecuencia de un fenémenc més lento de entrada de
Ca**., pero sih embargo la entrada continua de Ca*',, proporcionarla respuestag
més mantenkias. Las dosis més aftas de los Ag o, metoxaming y fenilefiina padrian
promover ademés de 13 movikzacidn del Ca**,, la entrada del Ca**,, , slendo por
o mis mantenidos con oflas los efectos presores. Son preclsaments esias
concentraciones altas de Ag o, { metoxamina >100 ug/kg y fenilefrina 230 ugikg
} fas que pudimos ver en las curvas dosis-respuesta { pégs, 101 y 103 ) que
presentaban ‘mayor sensibiBdad al tratamiento con nitedipina,

Los resutados obtenidos en “pithed-rat* parecen en cualquier casc indicar que
o Ca**,, o8 fundamental en 1a vasoconstriccién mediada por estimulo de recoptores
@5 y esta fuente de Ca** parece menos importante para la vasoconstriccién  por
estimulo do receptores oy, pudiendo en este caso jugar un papel fundemental ol
Ca'* liberado do ks depdsitos intracelulares. La imporiancia del Ca*t,, en la
vasocongiriccion por estimula or, 8@ puse de manifiesto con los ensayos en los que
utiizamos nifedipina 0 BAY K 8844 como moduladores de [a entrada de Ca**,, por
canales VOC, y como acabamos de comentar tamblén justificarfe la forma en que s
prodiice y mantiene la elevacién de la PSD cuendo se administra un Agcx, en
ﬁahad%at' Con las consideraciones oxpuestas, la fuente citoplasmatica de Ca** para
i vasooonstricdén por estimulo v, podria a nuestro juicio intulrse después de bs
ansayos con metoxamina ¥ lenfiefrina en *pithed-rat". Hay sin embargo que considerar
que o1} osta Tesis Docloral of iratamiento con TMB-8 no ocasiond disminucién alguna
o 4 dlocton | pmom de Ag oz, en ‘pithed-rat’. Esle compuesto, como ya e
s8fai6'on el apartado 1.3 de Ia Introductién, se ha caracterizado como un frmace
que bloqiiea fa Utizacidn del Ca** del reticulo sarcoplésmicoe, Su mecanismo de
aécion’ fpueeo mis defiikic eq- mascuio eaqueibtico ( Malagod! y Chiou 1974 b ),
Poto s “comportamiento en distintas praparaciones de mosculo Hso { Malagodi y
Chiod' 1674 &), ‘péiimite” 1amblén-‘calificar a  ssto compuesto como  bloqueanle
iracoNir dol Car. B las’ Figures-24 y 25, pégs. 111 y 113, pudo no obstante
apreciarsa de & tatarmients'con TMB-8 no modifics el efecto presor de metoxamina
¥ lendofiiiia en “pithed-: ral", obtenlendose un &rea bajo la curva y una DE,, similares
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de 0a**,, 8l Ca**,, tuviese una mayor participacién en la vasoconsiriccién producida
por estimulo ¢, Sl esto fuesa asl, con el bloqueo de las dos fuentes aternalivas
de Ca** se deberian obtener menores respuestas de los Ag a, en "pithed-rat", que
blsqueando Unicamente la entrada de Ca**,, con nifedpina. Sin embargo en las
Figuras 24 y 25, pégs. 111 y 113, pudimos apreclar que ol compuesto TMB-8
tampoca incrementd fa Inhiblclén producida per nifedipina. En los sigulentes registros
{ Figuras 49 y 50, pégs 192 y 193 ) podemos ver la inhibicién del efecte presor de
jos Ag &, producida por nifedipina, asl como el efecto que produce el tratamlento
con TMB-8 en ratas control y en ratas tratadas con nifadipina. Estas Flguras han
reunido los registros presentados en los Resutados de esta Tesis Doctoral
necesarios para faclier estas comparaciones. Podemos observar tamblén que la
Inhibicion del efecto presor producido con la concentracidn 1000 pgikg de nifedipina
( la més alta \liizada de este AnCa ), es mucho menos acusada que la Inhiblclén
fua esta concentracién de nifedipina ccaslond en los efectos presores de los Ag &,

191



4mln
Izummﬂu IZUmmHu \Q
hfd\f\_\ - “l
F

*CONTROL *»TMB-8

!unln

i L A
METOXAAMINA ppiky METOXAMINA yglky
*NIFEDIPINA *TMB=8 +NIFEDIPINA
’ll}]illl. fm‘ll_lil.
IZUmmllg \ I 20mmHy
“;rrr"J.\' J\J
b sl | ; [ P TR
METOXAMINA gl kg METOXAMINA polkg

FIGURA 49.- Registros def incremento de la presion sanguinea diastékica en "pilhed-
far por la administracidn de metoxamina, después del tralamiento con TME-8 y
niledipina, Tratamignio (%),

192



*¥CONTROL *THMIB=3

amin, i, \
T 20mm [ 2umm
i?
- & «JJJ\N\ \

i1 | I !
LELE LI T ST o I LLRE I |l- » e 1::

FENKLEFRINA Holkg FENILEFRINA ppikg
¥NIFEDIPINA *TVIB=8 +NIFEDIPINA
41}1_l_i|n, 4';!!?.
IEUmmHu IZUnlmHu \u\
LF I Y N 1 1 11y 1 1 | | }
eIy 3 1w (1] %0 I3 ) L (11} 14
FENILEFRINA pglkg FENILEFRINA ygikg

FIGURA 50.- Registros del incremento de la prasién sanguinea diastélica en "plthed-
fat® por la administracidn de fenilefrina, después del tratamiento con TMB-8 y
nifedipina. Tratamiento ().

193



En conlra dé ko que hasta aqul venimos exponiendo, estos redultados con
TMB-8 an "pithed-rat* parecen nogar la importancia ds las reservas intracelulares de
Ca'* en la vasoconstriccién  por esimulo o, Como mas larde veremos los
resullados obtenidos en aora de conejo en esta Tesls Doctoral indlcan sin embargo
que el compuesto TMB-8 interfiere con ias contracclones vasculares de meloxamina
¥ fenilafring "in vitro", No parecen existir datos de la cinétlca de este fArmaco en
animales de experimentacidn que pudleran faciitar los ensayos “in vivo', pero
pensamos que pueden existir mecanismos desconocidos y posiblemente
consideraciones cinélicas que justificarian Ja falta de efecto da TMB-8 en “pithed-rat,
Ya que los efeclos obienidos en esta Tesls Docloral y aportadas por olros autores
cuando sa utliza TMB-8 “in vilre* requieren concentraciones elevadas del larmaco,
podrian quizd ensayarse dosis més elevadas para los tratamienics de TMB-8 en
*pithed-rat®, Hay sin embargo que considerar que la concentracién para nuestros
ensayos con TMB-8 en "plthed-rat* { 3000 ug/kg ) es ya considerablemente superior
a fa ullizada para tratamlantos con nifedipina 0 BAY K 8844 en esta preparacln. En
cualguier ¢aso, ya que el Ca‘* proveniente de los depésilos intracelulares parece
importante para la vasoconstriccién por estimulo ¢, quizd deberlan ensayarse otros
compusstos capaces de Interderk "in vive® con la utilizacidn de esta fraccion de Cas*,
Tales compuesios serflan una valiosa ayuda en las Investigaciones de farmacologta
experimental, del misme modo que lo son las OHP en el estudic de fArmacos qua
ulifizan fa fuente de Ca**,, para su efecto contréctll.

Distinlos autores han seguldo utilzando en los Gimos afios e} compussio TMB-
8 como Inhibldor de los movimientos cel Cat*,, [ Abollan y Nord 1988; Matihljo y col
19088; Blay y Hollenberg 1988; Nalto y col. 1989; Owen y Ridge 1989; Marlmoto y col,

1990 }, pero su(g) mecanismo(s) de accidn an miscule lso adn no se hafn}
esclarecido definitvamants,
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42- DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN ANILLOS DE AORYTA DE
CONEJQ.

Los estudics en érgano aislado han resultado fundamentales para entender los
meocanismos implicados en la ullizacién del Ca** cuando se astimulan receptores
@ vesculares. En la presente Tesls Doctoral la contraccién por Ag o, se ha
evaluado en cada preparacidn estableclendo como valker 100% la altura méxima de
la contraccibn producida por CIK 80 mM, E! aumento de fa concentracién de K* en
el fluldo extracelular se sabe que os capaz de despolarizar la membrana celular
provocando una contraccidn en preparaciones de aorta aislada de conelo, Los
ostudios do Melshert y col. en 1881 con medidas de flujos de Ca** determinaron
que en acria aislada de conelo la despolarizacién por concentraciones elevadas de
K* se acompafiaba de la entrada de iones Ca** del medio sxiracelular, Esta entrada
tanfa luger atravesando el Ca'*,, la membrana celular por una via diferente de [a
uiilzada cuando se estimulaban receptores o con NA, Diversos estudios confirmaron
mas tarde la existencia de canalas VOG en aorla de conejo que se estimulaban por
concentraciones elevadas de K*, y que eran sustanciaimente distintos de los canaies
ROC activados por NA, ya que anafos Gitimos permitfan Ia entrada de Na* aedemis
de 1a entrada de Ca**,, ( Cauvin y Van Breemen 1985, Van Breamen y col. 1985 ).
imaizumi y col. { 1969 ) conalguen més recientamente demostrar con Ia técnica de
“patch clamp” fa entrada continua de Ca** por canales VOC, en céiulas de mdsculo
fso duranie fa despolarizacidn prolongads que tiene kigar con soluciones de alta
concentracidn de K*,

Para avaluar ol comportamiento de nifecipina como AnCa, v el comportamiante
da BAY K 8844 como AgCa en anitiog da aorla de consjo, hemos valkrado & elecio
da estos firmacos sabre Jas coniracclones inducidas por CIK La lnhibjcién de la
gntrade del Ca*’., por log canales VOC a3 selectiva y competitiva para los  AnCa,
¥ por tante la evaluacién cuantitativa de la inhibicién de la vasoconsiticsion Inducida
por CIK, saréd una medida salisfactoria y reproducible del-grado de bloqueo ejercido
por un compuesto en pariculer, Iguaimente, of potenciamienio de Ja - contraccién
producida por CIK sarvirs como medids del polenclamiento deia entrada dei Ca**,
por canales VOC, Hay sin embargo que 1ener en cuenta que pese a lo dicho no eeté
totalmente clarficada la naturaleza da Jas respuestas de CIK en misculo liso vascular,
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La contracckn Inducida por K* en varlos tejidos vasculares se ha visto que eslaba
compuesta del desarralle de una contrecelén rapida y potente { respuesta fésica ),
y of desairolio subsigulente de una fase de contraccidn sostenida { respuesta ténical,
Aunque en slgunos tejidos vasculares ja clarfficackn do ambos componentes de la
respuests parece dificl, en las preparaciones do anillos de aoria de conejo pueds
apreciarse la potente elevacién Inkclel del tono vascular inmediatamente después de
la administracién de CIK, vy a contlnuacién una respuesta de contraccién lenta y
sostenkia que alcanzd un'méximo de altura aproximadamente 10 minutos después
{ var Figura 34, p4g. 147 da Resullados ). Los AnCa lnhiben ambos compongntes do
s respuesia, pero las tespuesias tbnicas se sabe gQue 56 Inhiben més que s
tasicas { Flakm y Zolls 1982; Fleckenstaln 1883; ich y cal, 1984; Godtralnd 1888 ). Los
AnCa parecen nhibk competttivaments la entrada del Ca**,, duranie la contracclon
ténica, pero no durante la respuesta fAsica, de forma que esta respuesta fésica de
la- confraccién Inducida por -K* incluso podria  depender en parte del Ca**
secussirado en depdsios Intracelulares. En la presente Tesls hemos utiizado la
disminucidn de la. alfura maxima alcanzada por la contracclén ténica de CIK B0 mM,
peara- evaluar fa capackiad de distinias concentracclones de nifedipina como
bloqueantes de ia entrada del Ca**,, . La concentracidén 10°M de nitedipina redujo
esla altura un 52%, y se selacclond para estudiar las respuestas de Ag ¢r, cuando
so.bioquea la-entrada del Ca‘*,, en esta preparacién. Del mismo modo para
promovar:en este: tejido Ja entrada de Ca’+,, al Interior celular hemos seleccionade
la cancentracién 10*M de BAY K 8644 que no indujo por &/ misma contracclén en
preparaciones:mantanidas en Krebs Hanseleit { CIK 6.9 mM }, pera que polancld
iarcademento:la conlraccién de CIK. 230 mM y 60 .mM, haclendo ademéds que
spatecioran contracciones. en - preparaciones despolarizadas con CIK 15 mM, El
. Compuesio: BAY:K':8644.10°M .no modificé la contraceién de CIK 80 mM porque
como ya - sefdlamos en.el apartado: 3,2.A do asta Tesls Doctoral esta concaniracclon
de CIK produce la: contracckén-méxima que puede producirse al administrar este
agente, y-por:tanio.la contraccién méxima que se obfendria por enirada de Ca‘*y
& fravés: de.canales - VOGO Las primeras expetioncias reeslizadas por Schramm
* Schrammy:col 1963 a.y b con BAY K 8844 demostraron ef comportamiento de
-o8tdDHPicomo: AgCa; y sehalaron. tamblén que BAY K 8644 { 10°M-10°M ) es
Gnicamante capaz. de- contraer la aorta de conejo cuando se Irabaja con Hiquido
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nutriclo enriquido en K* (KK* 15 mM ). Podemos también sefialar ias experiencias de
Yamamolo y col. 1984 y de Scrlablne y col en 1888 en las que ostos aulores
comprueban que BAY K 8644 aumenta ia captura de *Ca en &nlilos de acria de
conejo, dependiendo aste efecto de la concentracién de K* en ¢l medlo. Asl, con K*
1520 mM o ofecto de BAY K 8644 fue més acusado que con K' 6 mM en el
medlo exiracelular, no encontrandose por otra parte mayor aumenio de la caplura
de “Ca por BAY K 8644 con la concentracién 80 mM de K*. Més reclentemente
Papaisannou y col en 1989 estudian también la caplura de “Ca en cultivos de
cdiulas de miseuio lise de aoria de consjo por BAY K 8844 y compiusban qué esta
captura aumenta en cutiivos con K* 15-50 mM, no aumentando la caplura basal en
cultivos con K 5mM. Aunque las preparaciones da sorta de conejo sélo se coniraen
con BAY K 8644 ¢l existe una despolarizacin parcial { K* 16 mM ), Hattord y col.
{ 1986 ) pudieron comprobar que la DHP AgCa YC-170 { 10°M-10°M }, Inducla
contraccién en preperaciones do acria de consjo cuando s8 trabajaba con Nquido
nutricle con K* 6.9 mM,

Hay que sefalar que el compuesto BAY K 6644 no se comporia del mismo
modo en lodas las preparacionas vasculares, En la preparacién de aoria de rata ol
BAY K 8644 promueve la onirada de Ca*'. al Interior cehiar en forma
conceniraccibn-dependiants, sin requerk an este caso para sl la despolarizacién
con K* 16 mM { Chiu y col. 1966 a ), Otros autores ( Auguety col. 1988 ) sefialan
sin embarge que es nacesarla también la despolarizacién parcial con K* para
observar contraccién por BAY K 8644 en sorts alslada do refa. Wanstal y O'Donned
(1989} comprueban que en realidad las preparaciones de aorta de ratas: jvenes
se contrasn con BAY K 8644 sin necesidad de despolarizacion previa, mieniras que
lag de ralas de mayor edad requieren una despolarizacién parcial con CIK para que
sea posible oblener en ellas respuestas contracties con BAY K 8644, Eslo
probablemente puede deberse & que el polencial de reposo de los membranas de
las preparaciones de las ratas de més odad sea més negalivo, -Por Citimo
raclartemente Lawson y Cavaro { 1689 ) sefialan que los afactos contrictiias que BAY
K 8644 muestra en aorla de rata en madio carente de K* podrfan deberse:a la
liberackén da un factor contracturante endotelial producido por. clclooxigenasa.

Yamos ahora & justificar més detalladamente la concontracion. de BAY K 8644
utiizada en nuestras experienclas, Su y col. en 1584 comprobaron qua en tiras de
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la arterfa de la cola de rala Incubadas con K* 15 mM el efecto méximo de BAY K
8844 tuvo lugar con concentraclones 10°M. Chiu y col. en 1985 sefialan que en
aorta de rata BAY K 8844 muestra Igualmente efectos méximos para promover fa
entrada de Ca‘‘,, al Interlor calular con concentraciones 10°M, pudlendo revertirse
su efecto con nifedipina y verapamll, En los estudios de Scriabine y col en 1988
86 comprobd ademés que el mayor efecto de BAY K 8644 sobre la captura de “Ca
en- aorta de condlo se consigue tambln con concentraclones del fArmaco
comprendidas antre 10-*M-10°M, No hemos querido sin embargo utilizar para nuastros
ensayos concentracicnss de BAY K 8644 mayoras de 10°M, debido a que aste
compusesto pueda seg(in diversos autorsa mostrar un comportamiento divalente
apareclendo efectos AnCa cuande sa ulliza en concentraciones elevadas { Schwartz
y col 1884; Dube y cal. 1885 ). Ademas segin Schramm y col, { 1985 ay b } el
efocto contréctl méximo de BAY K 8644 en praparacionss de aorta de conejo
parclalmante despolarizadas aparece con la  concentracion ax10°M, y los efectos
méximos sobre la entrada de Ca** con concentraciones sélo algo maycres de
0™, descandiendo los efeclos de BAY K 8644 con concentraciones més
olovadas. Los esiudios posteriores de Papalsennou y col en 1988, mussiran as!
mismo los efectos mayores sobre captura de “Ca™en aorta de conejo con a
concentracidn 10°M da BAY K 8644, Asano y col. { 1987 ) encueniran tambien con
la concentracién 107M de BAY K B644 potenciaclones méximas del efecio de CIK en
Ias arlerlas cerebral central, coronaria y mesantérica de perra, Las concentracionas
olevadas de BAY K 8644 pueden dasda juego mostrar incluso efectos ralajantes en
preparaciones aisladas. Asl Mikkelsen y col, ( 1988 ) observan la relajacién de acria
de rala contralda previamente con K* cuando se utiiiza la concentracién 10~M de
BAY K 8644.

En la presante Tesis' Docloral las concentraciones 104 de nifedipina y 10*M
da BAY K 8644 se han ulilzado fundamentaimente para estudiar fa modificacién del
eleclo de ks Ag o, en anlios do acria de conejo cuando-se inhibe, y se estimula
respectivaments la entrada de Ca**,, al interior celular.

Loa Ag o produjeron en las preparaciones de anifios de aora de conejo una
respuesta contrdcll que podriamos considerar bifasica. Los irabajos . iniclales de
Bohr en 1963 (a los que ya aludimos en ef apariado 1.6 de Introduceién ),
determinaron fa axistencla da dos fases en las respuestas de aorta de conejo a NA.
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La primora parte de la respussta contrdoth { respuesta répida ) podia Incluse
deprimirse elevando la conceniracién de Ca** en el medio extracelular, y era
precisaments el compenenta de respuesta lenta el que quedaba Inhibido &l disminuir
la concentracién de Ca** en ¢l medic externo ( ver Figura 15, pdg 66 ). Mas tarde
se comprobd que la contraccién mediada por NA en aoria de conejo 8¢ dobla a la
beracion del Ca*t,, y/o a la entrada de Ca**,. { Karakl y col, 1978, Van Breemen y
Siagel 1980, Melsherl y col. 1881 ),

Ya sefialamos en al apartado 3.1,B de Resultados de esta Tesls Docloral que
los Ag o, selectivos ( metoxamina y fenllefring ) prodiscian contracclones que al lguat
que las contracciones de NA descrites por Bohr en 1863, presantaban una fase de
aumento répido de tono, y una fase do respussta contrécti posterior més  lenta.
Guando se alcanzaban concentracionas clavades da los Ag o, en las curvas
dosis-respuasta asumulativas, el aumento de tono que se observaba después da la
administracién era lanto desde el comlenzo, Esto pudiera debaerse a que las primeras
dosls adminlstradas habrian ulliizado para la contraccién las reservas Iintracelulares
de Ca**; y habiéndose agotado éstas reservas, las (fimas respusstas dependerian
an meyor grado de la entrada deo Ca*+,, al Interor celular,

La entrada del Ca** responsable de la contraccién ténica del masculo lso se
piensa que puade tener lugar a través de canales VOO y a iravés de canakes ROC
{ Godfralnd 1966 ), En o que respecta a los canales VOC cabe sefislar que la
aplicacién de técnieas de parche de membrana en misculo fiso vascular estd
ayudando en los ditimos aflos a caracterizar estos canales. Exlstirfan canales VOC
de umbral bajo o lipo T, y canales VOC de umbral alo o lipo L que son
funclonalmente mas importantes en la fegulacién del tono vascular, y que sogin
Benham ( 1990 ) tienen propledades similares a los canales L descritos primeramente
on células cardlacas. En la preparacién de acrta de conejo existidan probablementa
canales VOC llpo L

Sin embargo los resutades presentados en esta Tesis Doctoral con  nifediping
o BAY K B644 y Ag i, en anlios de acria de conejo, sefialan la escasa participackn
de | entrada del Ca‘*, por canalss VOC en la vasoconstriccisn inducida por
eslimulo do receptores (v, Las curvas dosls-respuesia de metoxamina y feniafrina
en anllos de aoria do conejo en presencia de nifadipina o en presenca de BAY K
8844 mostraron poca diferencla con los ensayos control, slendo similares sus DEy,
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y las &reas bajo las dislinlas curvas ( Figuras 36 y a7, page. 163 y 154 ),
Unicarnenle fas contracciones producidas por las concentraciones més ahas de
metoxamina, resultaron significativamente mencres en ks ensayos con nifedipina.
Degde luego 3 la maloxamina tisne ta posiblidad de utilizar para la contraccién
fuentes intra y extracelulares de Ca++, podria agoler primeramente las reserves
" lnletnas, naceshando para las contracciones Gltimas de las curvas acumulativas la
entrada del Ca**,, . Lo que habria qua defink es si esta entrada de Ca**,, tiene
lugar & través de canales VOC, o blen a lravés de canales ROC qué se activarian
al Interaccionar Yos Ag ¢y, con sus recapicres. Ya hemos comentado en  esla
Discusién los estudios de Melsheri y col. an 1981 con medidas de flujos de Ca** en
aorta de conejo, En ellos se comprobd que ia entrada del Ga**,, Inducida por NA
efa mas resislante a la Inhibkién por AnCa que la entrada del Ca**,, Inducide por
K*, y en esta preparacién parece clara la sxistencla de canales ROO sustancialments
distintes de los canales VOC para la entrada del Ca**, . Segin Winslow y col.
{1988 } las preparaciones de aorta de conejo pusden utilizarse para distingulr
tirmacos que acllan sobre cenales da Ca** y firmacos que Interfieren con la
uiiizacién de Ca*', . En estas preparaciones la despolarizacién producida por K*
abrirfa los canales VOC, y los fArmacos que actuasen sobre estos canales actuarian
sobre la contraceién tonkea sostenkda de K*, En las respuestas & la primera fase
_ de la contraceldn resultaria de la iiberacién dal Ca*+,, y esla fase no se deberfa
Inhiblr por jos AnCa. La sagunda parle de la contracoién o , 88 declr la contraccion
ténica de Ia respuesia, serfa también poco sensible a los AnCa, y serla
fundamentaimente debiia al movimlento del Ca’*., por canales ROC, slendo esta
entrada ds Ca*, adiliva con una posible enrada manor de Ca** ., por canales VOC,
Més recientamentd en la preparacibn de arferla de oreja de conejo se ha podido
fambién demostrar la existencia de canales ROC mediante medidas de corrlentes de
Ca™ no asocladds a'camblos ‘de polencial de membrana y resistontas a AnCa
{ Droogmans y col 1967 '), En esta’ preparacién sin embargo Droogmans y ¢ol
( 1967) no pudieron demicstrar que la'NA y la fenllefrina fuesen capaces de abrlr
eslos canales ROC cuando Interaccionaban con sus receptores.

La preparacién de aorta do rata presonta notables diferencias con la de aorta
de corigjo. En aorta de rata fa “sntrada del Ca**, que causa NA no paraece resistente
ala fnhibicidn por AnCa, y puade aumentar por BAY K 8644, estando obviaments
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mediada por actvacién de receptores o, ya que se bloqusa con prazosin 10°M y
1o con yohimbina 10*M ( Chiu y col. 1886 & }.En otras preparaciones la entrada da
Ca**y que causa NA parece tener lugar tamblén a través de canales VOC, Asf
Hashimeoto y col. ( 1989 }, comprusban que en s arterlas femorales y renales da
conejo BAY K 8644 potencla las contracciones de NA, y Molderings y Schumann
{ 1989 ) encuentran que BAY K 8644 puede aumentar la respuesta de NA y
ferilefrina en aorta aislada de cobayo. Como hemos visto la entrada por los distintos
tipos de canales pusde varlar en las distintas preparaciones. Aunque no parece claro
qua en todos los tejidos vasculares la entrada det Cat+,, que promueve el estimulo
n, tonga lugar a través de canales ROC, esta podrla ser la forma priortaria de
antrada de Ca**,, cuando se estimulan los receptores a, on aorla da conejo, La
mejor evidencia de que en esta preparacién un agonista puede abrk canales ROC
o8 que puede produck la entrada de Ca’’y sin que exista despolarizacin de la
membrana, Los vascs de resistencia  mesentéricos de conejo se ha podido
comprobar que pueden despolarizarse con NA, pero la activackin de la aorta de
conejo por NA no origina daspolarizacidn. Se ha sefialado que cuando la NA Induce
entrada de Ca**, sin despolarizacibn del misculo so vascular, giiza esto Soonteoo
porque 3 rectifican las permeablidades de otros lones { por ejempio la corrlente de
salida de K* } ( Cauvin y Van Breemen, 1865 ), La activaciin del mdsculo fiso
vascular e acompafa en realidad de moitiples y complejas alteraciones en ja
permeabliidad de la membrana a ks distintos lones. Friedman y Allardyce demostraron
ya en 1962, la importancia de una corrienie de entrada de Na* cuando' se contraen
algunas arterlas con NA ( Friedman y Allardyce 1662 ), Segin varios autores { Martin
y Gordon 1983; Smith y Jones 1685; Aaroson y Jones 1885 ) en aorta de conajo y
rata. habria una activacién de los canalea de K* por NA, pero esta activaciin no serfe
un efecto directo sino consecuencia del incremento en él nivel de Ca**y libre, Segln
Aaronson y col. { 1968 ) también los movimientos de Na* a través de a membrana
durante Ja excitacién del mtsculo Tlso vascular por NA depandieron del aumento del
Ca**, , y an la aorla de conejo donde la NA parece provocar poca despolarizacion
podria haber un sumento en la corrlante de entrada de Na* que compensase el
incremento en la sallda de K*.
Hamos sefalado en los pérralos anteriores que cuando se estimulan receptores
e, on aorta de conejo la enirada del Ca**,, tiene fuger fundamentaimente a través
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de canales ROC, Esto justifica que las contracciones de Ag ry, selectlvos (metoxarmina
y lenitefrina ) hayan resullado poco sensibies a nifedipina y BAY K 8544 en esta
Tesis Doctoral. Hay sin embarge que considerar que of efecto de los Ag v, pusde
depender del potenclal de membrana. El potencia) de membrana se sabe hace
tiempo que pusds modular el efecto de los farmacos en mosculo llso { Furchgott
1955; Bulbting y Burnstock 1560; Bevan y Osher 1983 Castools y col. 1977 ), y las
experlencias de Hondeghen y-col en 1883 demuestran que esta modulacién tiene
una especlal relevancla en mtisculo liso vascular, Mas reclentemente se ha sugerklo
lamblén que al tono Inducide por un agonista se potencia por la despolarizacion y
los canales do Ca** aclivados directaments por estimulo de receplores { canalos
ROC } serfen {ambién sensibies al voliaje | Mulvany y Videback 1980 ). Volviando
8 las experiencias de Hondeghen y col en 1983, eslos autores encontraron un
Marcado polenclamiento do la contraccién de NA en anillos de aorta de conelo, y
eh anillos de arterla coronaria porcina { poco sensible usualments & NA ¥, cuando
eslos tajidos se despolarizaban ligeramerts ( alrededor de & mV ) con
concentraciones bajas da K* { 12-20 mM ), Nuestros resultados en la presente Tesis
Docloral musstran que el Ag o, metoxamina resulta tamblén mas potente en anlios
de aoria de conejo despolarizados con K* 15 mM, En astas condiciones ademds ia
nifedipina inhibié en mayor grado las respuesias de meloxamina ( ver Figura 42,
pag.167 ). En las experienclas de Hondeghen y col. en 1983 los AnCa Inhibleron
asimismo la pofenciacién de la contraccién de NA  Inducida por despolartzacién,
aunque exlsifa poca Inhiblcidn de las contracclones de NA cuando se {rabajaba en
anllos de acrla de conejo con concentracelones 4 mM de K*, Podemos por tanto
deck que la polencia de los Ag o, puede ser mayor en lejkio vascular
despolaﬂz_ado, siendo en esta caso también mayor la potencia de los AnCa para
inhiblr 'su efeclo vasoconsirictor, Cabe suponer que cuando tiene lugar una
despolarizacién, y sobre todo cuando esta despolarizacién se mantiene, la entrada
continua del Ca**,, por canales de Cat* ¥ fundamentaimente por canales VOC,
facilita el lanado de los depésites Internos que podrian ser posteriorments utiizados
para Ja contriaceibn por estimulo o, Segln Wiba y col, { 1888 } la despolarizacién
sumenta la afinidad de los canales de Ca** en masculo liso vascular para las DHP,
¥ quizd por eso en estas condliciones seria mayor o} efecto de estos fArmecos, Este
hecho pudiera lener especial relevancia an  ciinica. En realidad varios autoras
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sugirleron hace ya tlempo que en  situaciones de lsquemia y dafio celular el acamulo
de K* a nivel extracelular { que conllevaria Kgicamente una despolarizacion de ia
membrana ), podria colaborar al mantenimiento de una vasoconstriceln excesiva (
Hil y Geltea 1880; Woeiss y Shim 1982, Gorman y Sparks 1882 ). Las arlerlas
humanas con aterosclerosis podrian tamblén ofrecer un sustrato anatémica con las
condiclones necesarlas para un aumento de las respuestas o adrendrgicas
vasocaonstrictoras, y de hecho en modelos animales de aterosclorosis se ha
comprobado un exceso da respuestas contrécllies ( Kishl y Numano 1984; Kawach|
ycol. 1984 ). En estas sfuaciones parte doi beneficio cinico de los AnCa se
derivarfa de su capackiad para inhibir el potenciamiento del efecto da NA Inducido
por 1a despolarizacién tisular, pudiéndase justificar as! Incluso la meforfa de la funcién
cardiaca observada con nifedipina en ia lsquemia.

En o momsnto actual hay que tener tamblén en cuenla cque s estén
describlondo subtipos de adrencreceptores «, vinculados a diferentes procesos de
enirada da Ca** a través de la membrana celular. La Inhiblcién de las respuestas
o, por AnCa en el tejido  vascular, podria estar condiclonada con fa presencia de
distintas subtipos de adrenoceptores o, en las distintas preparaciones . ( Muramalsy
y col. 1990 ).

En lo que conclerne al Ca**y,, su importancia para la coniraccién vascular por
estimula ¢, s6 puso da manifiesto en los ensayos de anlllos de acrfa de conejo con
metoxamina y fenllefrina. Los ensayos con kquido nutriclo sin Ca** prueban la
importancia de esias reservas Iniracelulares que aporiarian el Ca** necesario para
1a contraccién en estas condiclones, En eslos ensayos con ¥quide nutriclo sin caick,
ésta Kquido sa prapar6 con EGTA 5 mM, pues concentraciones iguales o inferlores
de este quelante evitarfan la entrada de cualquier vestigio de Ca** al interior celular,
quslando asimismo el Ga** unido en la cara externe de la membrana celular ( Salda
y Van Bresmen 1983; Kulsky y Hester 1888 ). En estas condiclones pudo
comprobarse que los Ag &, mostraban aun contraceién en la preparacién de anifios
de aoria do conejo, slendo esta conlraceién consecuencia Gnicaments de su
capacidad para activar la iberacién de Ca** desde sus depésitos Intracelulares, y
mucho menor por lo tanto que la contraccién control. Las Figuras 38 y 37, phgs
153 y 184, muesiran una notable . disminucién de las Aroas bajo las curves de
meloxamina y  fenlefrina cuando se trabaja con Fquido nutriclo sin Ca**, no
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habiéndose podido oblener la DE,, de estas curvas por ser su$ coniraccionss
Inferlores al 50% del efecte méximo obtenkdo en las curves control.
En realidad se sabe ya hace tlempo que en musculo liso los naurotransmisores
y autacoldes puaden produck todavia confracclones transitorias después da remaover
ol Ca**,, ton EGTA 0 después de inhibir su entrada con La®* o AnCa. Eslo prueba
que la fiberackn del Ca**, puede contribuir & su efecto contrdctil. El principal hgar
de aimacén de Ca'*,, parece ser ol reticulo sarcoplésmico, Su existancla en masculo
iso pudo demosirarse con estudios ultrasstructureles en 1971 (Somiyo y col. 1971),
pudiendo més farde comprobarse que ssle reticulo sarcoplismico era capaz de
acumular Ca** en un rango miimolar ( Somlyo y col 1982 ), Los trabajos de Sakda
{ Salda 1981; Saida y Nonomura 1981; Salda 1862 ) con preparaciones en les que
la membrana se destruye medlante iratamisnto con saponina prusbsan la lberacién
de Ga** dosde el reticuio sarcopldsmico en mascub lisc. Se ha podido ademds
demostrar la iboracién de Ca** desade &l reticulo sarcopldsmico provocada por NA
en arlerla meseniérica de conefo. En esta preparacion la NA 10°M indujo todavia una
confraccién submaximal cuande el masculo se habla tratado con EGTA durante 10
minutos. Esto serfa ko que pudieramos llamar contraccién debida a la Fberacidn de
Ca’* induckia por NA, Despuds de la primera contraccion, la aciministracion de NA
no Indufe una segunda contraceidn, pero la adminisiracién de cafefna { 25 mM )
lodavia Inducia contraccién. La administrackén de cafelna 26 mM aparentoments
deplalé ol Ca* del relicuks sarcoplésmico, y posteriormente ya no se pudo obtener
Nuevamente conlracckdn nl con NA nl con ealeina ( Salda y Van Breemen 1984 a ).
Por olra parte Saida y Van Breemen {1984 B } han podido demostrar mediante
medidas de lberacién de “Ca** en Preparaciones de misculo ligo an las que se
habla destruido la membrana, que el Ca** puede a su vez induck lberacién de Cat*
desde el relieule  sarcoplismico. Esto ya se hablfa demostrado en miscuio
esqueidtico { Endo 1970; Ford y Podolsky 1870 ), y en mésculo cardiaco { Fablato
y Fablalo 1972 ), y justificaria que en los Yrabajos de Sakda { 1982 } se hublesen
oblenido menores cantidades de Ca*+ en retficulo sarcopldsmico con aportes
mayecres de Ca** (10°M ) que con aportes menores { 10°M ),
Los resutados oblenidos con TMB-8 en 8oria alslada de conajo ponen también
do manifesto la importancia que tiene Ca**y on la vasoconstriccién por
metoxamina y lenllefrina, Este compuesto ya sabemos que Interfiere con Ia utlizacién
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de Ca**,, en misculo esquelético, y parece tamblén capaz de bloquear la utiizacién
de Ca*+,, en musculo liso { Malagod! y Chiou 1974 a y b, Chiou y Malagodi 1975 ).

Ya sefalamos en esta Discusidn que TMB-8 no fue capaz de modificar los
ofectos presores (¢, de metoxamina y fenilefrina en ‘plihed-rat’. Sin embarga, en
preparacionas de aniios de aoria de conejo concentraciones simllares a las utiizades
on las experlencias de Malagodl y Chiou en 1874, y de Chiou y Malagodl en 1975,
redujeron las contracciones de metoxamina y fenllefring en forma concentracidn
dependients, taciitando ademés fa inhibioién de estas contracclones por nifediping
{ vor Figuras 38 y 39, pAgs 167 y 159 ). En osias Figuras, pueds spreclarse qua con
la concentracién ds TMB-8 10M se consigue reducir el drea baja a curva cantrol
en un porcentaje préximo al 50%, aumentando tamblén considerablemente la DEx
do ambos agonistas, Del mismo modo en las Figuras 40 y 41, pAgs 162 y 164,
puede verse que el 4rea bajo ia curva de metoxamina y fenilatrina an presencia de
TMB-8 10°M y nifedipine 10*M, fua mener que el drea bajo la curva en presencla de
un Gnico antagonista. Parece probable que resulte més limtante el bloqueo de la
utlilzacién del Ca**,, por TMB-8 en presencia de un bloqueo adicional de la entrada
de Catt, por canales VOC con nifedipina. Exatifa probablemente un efecto
sinérglco cuando se suman ambes bloquecs { extracehar e intracehilar ) en la
ullizacién de Ca**. Este sinergismo pueda apraciarse mejor on of caso da.fenlafring,
puas la inhibickén de su efecto en presencia de ambos antagonistag es.desde luego
musho mayor que la que cabfa esperar sumando las inhibliones parclales de los
dos férmacoes. . : :

Nuestros ensayos demussiran que el compuesta TMB-8 también. Inhibe. an esta
preparacién las contraccionss de K'80 mM cuando se  wlilza en concentracidn igual
o mayor de 10°M. Malagodi y Chiou  enconiraron también en 1874 . una inhiblciSn
con TMB-8 de las contracciones de CIK en feon de cobayo y en doeferenie -de
cobayo, pudiéndose revariie este antagonismo &l aumentar la concentracién de Ca**
en ol bafo da érganos, En 1976 estos. mismos autores ( Chiou y Malagodi 1976 )
comprueban que en tras . de acrla de consjo las concentraccionss de TMB-8
nacesarias para inhibir respuestas equivalentes de NA y.CIK eran ademés pareckias,
La clarificacibn del mecanismo de accién da TMB-8 en mdscule kso- resulta més
problemética sl conskleramos el efecto. inhiborio de esle farmaco:isobre las
contracclones de CIK. Este efecto Inhibitorlo luvo ademés lugar con concantracclones
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simllares a 1ag que Inhibian la contraccién praducids por metoxamina o faniisfrina
En mdscule esqualético TMB-8 cause una potente inhibicién de las respusstas de
safefna compondndose en esle caso como su antagonista compatitiva ( Malagodl y
Chiou 1974 b, Chicuy Malagodt 1975), No altera la captura de “Cat* por el reticulo
sarcopiasmico del misculo esquelético, perc Inhibe significativaments 1a liberacién de
“Ca** inducida por calélna en esta preparacién { Chiou y Malagodi 1978 ), Asl pues
TMB-8 parece aciuar da forma especifica en el reticulo sarcopldsmico del mscule
esqualético. En ol misculo llse también parece establlizar la unién del Ca** a los
depdsitos celulares, pero no  parece poslble concretar en que sitio o sitios de
aimacén eferco su efecto. En los ensayos de Malagodi y Chiou ( 1974 ) en lleon y
deferente de cobaye, la reversién de su eofacto al aumentar la concentracién
extracelular de Ca** podria incluso indicar una Inhibicion de la entrada del Ca',
actuando en ja membrana celular, Hay atiemés que tecordar que {ambién en las
preparaclones de aorta hemos enconirade en esta Tesls Docloral menot inhibicion
da la contraccidn da CIK BO-mM cuando el compuesic TMB-8 sctia en presencia del
AgCa BAY K 8644 10°M. Si bien ¢l mecanismo de accién de TMB-B en mdssuio so
no parece claro, cabe supcner que el mecanismao de accién de TMB-8 en  anlilos
de eorla de conelo podifa impiicar el bloquec de la  utiizacién del Cat* liberado
desde of reticulo sarcoplésmico, y también el bloquec del Ca** citoplasmético que
ha penelrada al interior de la célula después de una despolarizecién de la
membrana. Sablando qua TMB-@ Inhibe la lberacién de Ca** desde el retficula
sarcoplésmico en miscuie esquelético, cabe pensar que en misculo fiso su elecio
implique también &l secussiro de Ca** en los lugares de almacén., TMB-8 podtia
Inhibie en misculo liso vascular la iberacién de Ca*+ desde la membrana plasmética
o ol retcuk  sarcopldsmico cuando esta liberacién es consecuancla del estimulke
directo de un agonisia, poro-podria tamblén Inhibit la Iberacién de Ca** desde
depdsitos Internos, st esia lberacién se induce por la entrada de Ca**,, cuando sé
despolarlza la  membrana (" ya- Indicamos en paginas anteriores que en
preparackones de musculs liso ia entrada de Ca** puade a su vez movlizar el Ca**
dal reficulo sarcoplismico).

Los resuliados oblenidos an anlios de aoria de conejo establecen claramente
la necesidad de la liberacién de - Ca**,, para la vasoconstriccion por estimule .
Como bien sabemos, obia de las preparacionas muy utiizadas para estudlos con
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agonisias o, "in viiro", es la de aorta de rata, Chiu y col.{ 1986 a) en aoria do rata,
comprobaron la eficacia de un Ag ¢¢, para produck efecto coniréctil podia depender
adin més de su capacidad para acthvar la Uberacién de Ca**,, que de su capacidad
para estimular la entrada del Ca**,. Al mismo tempo esios mismos autores
comprueban ( Chiu y col. 1886 b} que en aorta de rata (al igual que hemos sefialado
que podia acontecer cuandc se irabeja on "plhed-rat' ), la capackiad de los Ag o,
para utlizar fuentes intra o exiracelulares daICa“ podia varlar con cada agonista.
l.a forma en que un agonista interectia con los  receplores o, vasculares,
determinarla qué procase es activado, y hasta qué punto. Sin embargo habrda que
sefialar que para contraer la acrta de rala, un agonista total requaerira la activacion
de ambos procescs, promoviendo slempre la enirada del Ca*‘, asl como la
Woerackén del Ca**y, . A8l en los ensayos de Chiu y col. en aoria de rala { 1886 b
3, la FNA se comportaba como un agonlsta total para  promover la liberaciSn de
Ca‘t, , pero en presencia de niedipina  solo producia respuesias de
aproximadamente un 83% del vakx de las respuestas conlrol, ya que en esta
preparacién la contraccién inducida por estimulo o, Invarlablemente se acompafiaba
ademas de la entrada de Ca*t, . Asf pues, en acria de rata ain no se ha
ideniificada un agonista capaz da provocar una contraccldn por estmulbo o, que
dependa exclusivamenta de la liberacién del Ca**,, y resulle por tanto insensible a
tos AnGa. La |enilelrina qua también se comporta seg(n Chiu y col {1986 b) como
agonista total en aorta da rata, mostré sin embargo en esta Tesis Docloral
Insensiblidad a nifedipina en ks ensayos de aorta de conejo, Cabe suponer que en
aorta de conejo fuesen incluse mas kmporianles las reservas intracelulares de Car*
peara la contraccion por estimulo oy, pero no podemos olvidar que sagin hemos
senalado ya en asta Discusién ei movimiento del Ca*t,, en aorta de congjo cuando
so aslimulan recaplores v, lendria lugar probablements a través de canales ROG,
poco sensibles a los AnCa, Recordemos también que la ontrada del Ca**,, parecid
més Importante para la contraceiSn del agonista selectivo metoxamina en anllos de
acria de conejo, habiéndose comprobado on esta Tesis Doctoral su sensiblidad
nifedipina 10°M. En aorta de rata Chiu y col. (1988 1) comprobaion que el estimulo

¢, podia Incluse faciliter exclusivamente l& entrada de Ca‘* Esto sucedia con el
compuesto Sgd 101/75 que no presentaba un componente de respuesia contractl
Insensible a nifedipina, de forma que la nifedipina 10*M-10°M inhibfa  lag
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contracciones de Sgd 101/75, y las contracciones por concentraciones dlovades de
K* con igual polencia. El compuesto Sgd 101/75 ya sehalamos en esta Discusién,
que so clasificd como agonista parcial en ko8  eonsayos en ratas y galos
desmedulados, ocasionando respuestas  vasoconsirictoras que resultaban tamblén
marcadamente sensibies a nifedipina { Timmermans y col 1583 b, c; Mathy y col
1983 ),

Considerando las teorlas de los diferentes grupos investigadores, asi coma
nuesirog resultados 'in vitro® con Ag o, podemos deck que fanto en aorta de consjo
coma en acrta do rata el estmulo o7, promueve la entrada de Ca**,, ademas do la
Eberecion de Ca*t,,, pero existiondo algunas difarencias entre ambas preparaciones.
Para precisar eslas diferencias, dirlamos que en aorla de conejo la entrada de
Ca''_, por estimulo de receplores tlene lugar sobre todo por canalas ROC, siendo
ol astimulo o, poco sensible a los AnCa sl of tefido no esté despolarizado. En aoria
da rata esta entrada de Ca**,, podrla tener lugar por of contrario  través de canales
VOC sensilos 2 los AnCa. En aoria de rata ademés parece claro que el estimulo

0 Siempro conlleva una entrada de Ca**.. , Incluso cuando ef astimulante es un
Ag o, total, pudiendo algunos Ag o, parciales faciltar exclusivamente la entrada de
Ca*,.

En realidad la principal diterencia que Chiv y col sefalan ( Chiu y col. 1988 b)
8l clasificar Jos Ag o, en aorta de rata con el sistema  utiizado por el grupo de
Timmermans Irabalando en *plthed-rat” os que la actividad intrinseca de un agonista

& en aoria de fata dependeria no sélo da su capecidad para Nbarar Ca**,, sino
lambién da su capackdad para promover I entrada de Ca**,, . Asl Ja mayor eficacia
® obhndr!a cuando ambas vias do tlizacién de Ca** ge puslesen en marcha en
condiciones Sptimas. En su momanto sehalamos en esta Discusién que fArmacos
clasificablas como agonlsias otaies, tales como metoxaming o fenliefring, mostraron
e esta Tesis Docloral' sensiblidad al tratamiarto con nifedipina en “pithed-rat, Esto
pormikla a nuesiro juicio mantener una hipblesis semejante a la de Ghiu también
cuando se trabaja in vivo®, : &

Pasamos shora 2 discuti log resulados oblenidos en dorta de conejo con los
2gonistas selectivos v, ( B-HT 920 y B-HT 933 ), En primer lugar hay que sefialar
308 ha pareca exsti  diicutad alguna en poner de manifiesto la existencla de
teceplores q, postsindpticos en Preparaciones de vasos aislados, pero como ya
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indicamos en ¢! apartado 1.6 da Introduccién de esia Tesls Docloral, hasta este
momanto han existido muchas dificulades para demastrar claramente la participacién
del estimulo v, en la vesoconstriccion inducida “in viiro® por distintos agonistas,
Exlsten por tanto pocos vasos alslados en los que se manifiesten  claras respusstas
o, En las venas podria existir mayor densidad de receplores postsindpticos or,
que en las arterias, slendo  precisaments la vena safena de perro una de las
principales preparaciones donde han podkio manlfestarse Inaquivocamente [as
respuestas o, vasoconstrictoras { Curro y Greenberg 1983§ Fowler y col 1984;
Fiavahan y col. 1984, 1987; Creuntz y col. 1985; Yine y Mattheus 188%; Hieble v col
1986; Bou y Massingham 1986; Rhodes y Walergall 1887; Guimarass y col.1867;
Jayakody y col. 1987 ). Tamblén en algunas oiras preparaciones alsladas ha podido
ponarse de manifiesto la existencia de roceptores o, Entre ellas figuran jag do
vanas y arlerlas mesentéricas caninas { Kou y col 1884; ltoh y col. 1967 ), la arloria
de la cola de rata ( Medgelt 1985; Medget! y Langer 1988 }, la vena safena de raia
{ Cheung 1885 ), la vena safena humana { Docharly y Hyland 1985 ) y las arterias
digitales humanas oblenidas "postmorten” ( Moukls y Stevens 1984; Stevens v
Moulds 1985; Stevens y Moulds 1986 ). En {odas estas preparaciones los receptores
o, postsinépticos parece que podrian activarse por la ibaracion de NA desde ks
nervias, lo cual resulta curioso, ya que en el miscuio liso vascular los nervios
simp&ticos inervan preferentemants, sho exclusiaments, los receptores oy
posisinéplicos ( Cocharty y McGrath 1980; Yamaguchi y Kopln 1880, Langer y oot
1980; Wilfert y col. 1982; Langer y Shepperson 1862 ). La localizacién de eslos
recepiores Y, como ya sefialamos en el apartado 1.6 de la Introduccién seria
proxima a la adventicla, quedando los receplores o, localizados en la Intima y més
cercanos al lumen. Recienternente el grupo de Vanhoutie ([ Komorl y <ol 1990 ),
confirma nuevamente que en la vena safena da peiro éxisten recaplores oy, ¥ la
NA estimula fundamentalmente estos receptores cuando se libera por log nervios
simpéticos y también cuando se administra exégena, Estos autoras comprueban
tamblén que en esta preparacién la denervacién causa un aumento de lag respuestas
al estimulo por agonistas ¢, no alectandose ks respuesias da fendiefrina,

Dado que 'in viva" el Ca**,, parece lan Importante para os Incremantos
presares por estimulo o¢,, cabe suponer que también las respusstas vasaconstricto-
ras "In vitro" depandan en gran medkda del Ca**.. En realidad la contracckin pof
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estimulo cx, en & vena safena canina se sabs que daepende de la concentracion de
Ca**y, ¥ la retkada de este Ca*’., Inhibe las correspondlentes respuastas { Jim y
Matthews 1885 ). En esta preparacién akjunos AnCa como dittiazem o nicardipina no
inhibleron significativamente la conlraccién del Ag o, selectivo B-HT 920 ( Jayakody
y col 1987 ) pero otros AnCe como verapamil inhibleron la contraccion ded Ag o,
UK-14,304 con una clara depresién de su efecto méxime (Guimarses y col. 1987 }.En
la arteria digital humana alslada, nilos receplores o, ni ks receptores o, parecen
vinctlados de forma importante a la entrada det Ca"_. { Stevens y Moulds 1986 ),
y cabe adamés sehalar qua pese ala imporiancia que parece tener el Cat . para
la conraccién vascular por estimulo de receplores o, reclentemente Guan y ook
{ 1988 }, ullizando Yres de vena safera de perro demusstran que Ia activackdn de
receploras &, por B8-HT 920 en Krabs carente de  Ca** y con EGTA 5xi0*M,
confieva la ytiizaciSn de Car* provinlente de una fuents intracekular,

En asta Tesis Doctoral hemos intentado poner de maniflesto respueslas oy, en
la preparacion de anllos de aora de conejo. En  ésta preparacikin no hemos
encontrado hasta la fecha trabajos en ks que los Ag v, selectivos consigan
produck respuestas claramente debldas al estimulo de receptores o, y las
respuesias de agonistas mixtas - o, como NA, parecen debidas exclusivaments
al esttmulo @, Cabe sin ermbargo suponer que an esla preparacidn las respuestas
0y ﬂnlcamenie pudieran manffestarse sl forzamos la entrada del Ca*+,, al interlor
cetular, Con esla premisa tacimente podemos justificar el escaso alecto contréetil que
fos Ag(x, selecivos B-HT 920 y B-HT 933 han ocasionado cuando trabajébamos
conla preparacin de anilos de acria de conejo en condiclones control (ver Figuras
44y 45, phgs 172y 174). £l efecto contrécil de B-HT 520 y B-HT 833 en anillos de
acria de mnelo sn condiciones control seria ademéas muy probablemente
ocnsecuancla dal es!!mukb oty que éstos {armacos pudieran ocaslonar, ya que pudo
Inhitlkse totalmnle con prezosin 10°M. En realidad otros autores han compiobado
que concentraciones ehvgdas de B-HT 920 son capacas de coniraer la aorta alslada
de coneja, pero ios efecios de este frmaco tamblén en aquellos  axperimentos
parecian dabldos éj oaﬂmulo de rec&plorel & { Lues y Schimann 1984, Bou y
Massingham 1988 ),

En las Figuras 44_y"=45 pég_a.i 72'"y‘ 174, pudlmos apreciar que lag contracciones
de B-HT 920 y B-HT 933 ee potenciaban s/ forzébamos la entrada de Ca**,. en las
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preparaciones de anlllos de aorta de conejo con BAY K 8644, Puade apreclarse que
con B-HT 920 el drea bajo la curva dosls-efacto es unas ¢ vacss mayor an prasencla
de BAY K 6644, y asi mismo el érea bajo la curva dosis-ofecto de B-HT 933 es unas
7 veces mayor en prasencia de BAY K 8644, Pusde lamblén apraciarse una acusada
disminucién de la DE,, de ambos agonistas an presancla de BAY K 8644, En este
sentido, podemos sefalar que BAY K 8644 tamblén potencho fas respuestas de B-HT
920 en |a vena safena de rata { Choung 1985 ), Por sy parte, Sulpkzio v Hieble an
1867 tambkin comprobaroen que ef compussto B-HT 820 88l produchs confraccionss
consistentes en la arteria safena canina alslada en presancia de BAY K 8644, Las
respuestas en arterla safena canina producidas por B-HT 920 eran para estos autorns
Indudablemente inducidas por estimule o, postsindptico, ya que se Inhibfan cuando
se bloqueaben estos raceptores con  rauwols ¢ing, ¥y no se modiicaban con sl
bioqueo de receptores o, por prazosi. Del misme modo en nuestro casa pudimos
fevertir parciaimante el efecto vasoconstrictor de B-HT 820 ¥ B-HT 933 on presencie
de BAY K 8644 cuando los ensayos se Hovaban a cabo después de bloquear ios
receplores r; con yohimbina. Asl en las Figuras 44 ¥ 45, a8 curvas dosk-respuesta
de los Ag o, mostraron nuavamente un desplazamianto & la derecha cuando los
ansayos tenfan lugar incubando las preparaciones con yohimbina 10°M, Esto pondria
de manifiesto une implicacién de receplores O an las respuestas con B-HT 820 y
8-HT 933 en presencla de BAY K 8844, Por ofra parto en  algunos enaayos levados

a cabo con B-HT 920 y B-HT 933 en prasencia de BAY K 8644, hemos intertada
eliminar ol posibla estimulo de receptores o bioqueandd #st0s con prazosin 10*M,
Sin embargo, an estas condicionss Cnicamente el Ag oy qua mostré mayor potencia
en esta preparacion, es deck o compusste B-HT 920, se mostré capaz de produéir
confracclones, Eslas serfan (nicamente consecuencia del estimule ¢v,, como ko
prueba el hecho de que no apareciosen sl ademas las preparacionss se Incubaban

con yohimbina 10%M. En estas condiclones, las respusstas de 8-HT 820 ya hemos

seflalado en el apariado 3,.2,C de Resuliados, que no eran respuestas mantenidas,

apareclendo varlas contracclones consecutivas de magnitud decreclents dospués de

la administracién del agonisia { ver Figura 48, pag. 178 }o Al huz de los

conocimlentos actusles os dificil justificar estas contracclones probablemenis debidas

al estimuio de receptores o, en las preparacionas da anilcs de aora de conejo,

pero sin ninguna duda existen dierencias marcadas enire las contracclonas [
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las contracclones de ofros agonistas en esta preparacién. La Figura 51, pdg.214
muestra las contracclones obtenidas en esta preparackén por CIK, por un Agoy y
por un Ag c,. Con nuestros conocimientos Intantaremos resumir las diferencias que
pudiera haber en ol aporte de Ca** para estas contracciones. El CIK es capaz de
producir una despoiarizacién en la membrana que ocasiona la aperture de canajes
VOC y la entrada del Ca**, por estos canales. La respuesta lasica de la
contraccin podria depender también on parte det Ca** secuesirado on depositos
Intracelulares, pero la contracelén tonica se deberia Uricaments a la entrada de
Car',, pof canales VOC, En las respuesias o, a primera fase dé la contraccién
tiene lugar como consecuencia de la uthizacién del Ca'* da los depdsitos
intraceluiares, y ia fase de contracckén ténka tamblén sa debe a la entrada de
Cat', . En ¢l cass de la soria da conejgesta entrada tiene lugar sobre todo por
canaies AOC, pudienda en otres tefidos vasculares tener mayor importancia la
entrada de Ca**,, por canales VOG para la coniraccién mantenida. Los Ag oy que
parecén necesitar en mayor medida ¢l Ca**,, para su efecto contréctl, podrian
despolarizar parclaimente la membrana, permitienda la entracla de Ca**,, por canales
VOC cuando actuan en presencia de un AgCa ( BAY K 8644 ). Es declr, el estimukc
de receplores o, serfa capaz de despolarizar la membrana celular hasta un hivel
on of que s¢ podrfan produck coniracclones fésicas oscliantes. Estas estarfan
motivadas por la entrada da Ca**,, qué BAY K 8644 ocaslona en tefido parclaiments
despolarizado. En cualquler caso, la forma en que tiene lugar la  apertura de los
canales VOC para la antrada de Ca**,, como oonsacuencii del estfmulo oy, Serla
susianciaimente distima do la apertura de ‘os cansles VOC consecusnta a
despolarizacion con CIX. La apertura de los canales cuendo interacclona BAY K 8644,
podria imphicar una modificacién distinta en los estados conformacionsles de! canel,
Despuds del estimulo de receplores C¢, 88 produckia una activackin inicial de
canaies de Ca** por BAY K B644, con un lncrementa da Ca**y, y de tono contrécti.
Después de Ja activacién inicial de los canales de Ca** estos podrfan entrar en un
estado de inectivaciin, y & medida que ol nivel de Ca**, libre disminuye como
consecuencla de su uilizacién, se producira la relajacién de la fibra vascular, Con
1a reactivacion de los canales de Ca** nuevamants podrian conseguirse niveles de
Catvy bres suficlentes para un nuevo efecto contrécti, Eata reactivacion padria
fesultar cada vez més costosa y el aporta de Ca**., "in viiro" por el procadimiento
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descrito cubrirfa cada vez con mas dificullad los requerimlentos necesarios para
ponet en marche el mecanismo confréctil Por este motlvo las canlraccionss
resultarlan cada vez manores, Aunque hemos tratado de jusiificar nuestros resultados
an términos de activaclon y desactivacién de canales def Ca*+, seré nacasario ubiilzar
otras téenkcas ( medidas de flujo de Ca**, “patch clamp'..}, y realizar nuevos
ensayos en distintas condiclones experimentales, para poder llogar a conocer mas
oxactamente como  tiene lugar la utilzackdn de Ca‘* cuando s& provocan
contracciones por estimulo de receptores «, en vasos aislados, y més
concretamenta en aorta de conejo,
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FUENTES DE CALCIO
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FIGURA 51.- Regisires de la conlraccién en la preparacién de anillos de aorta de
conejo producidapor: { A) CIK80mM, (B)unAga,, (C}un Aga,,
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5.- CONCLUSIONES
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1.- Nifedipina y BAY K 8644 ocaslonan respectivaments descensos y aumentas de la
FSD en "pithed-rat* més serialados cuando se adminisiran en la yugular que cuando
se adminlsiran en el cayado de aorta. En este Ulimo caso parece posible eviar sus
electos cardioléxicos, rasultanda ésta via de adminlstracién ldénea para estudiar los
efecios vasculares de las DHP en "pithed-rat®,

2- Los Ag cr, { meloxamina y fendefrina } y los Ag e, ( B-HT 820 y B-HT 933 )
preducen aumentos presores dosis-dependisntes en la preparacién de “pithed-rat”,
€l aumento de la PSD se produce més lentamente y es de mayor duracidn en el
caso de los Aga,, pudiendo esio Implicar diferencias en el mecanismo
vasocenstilcior de ambos lipos da agonistas.

3- La eolrada de Ca**,, por canales VOC s més imporante para el efecto
vasoconslrictor mediado por estimulo de receplores o, vasculares que para el efeclo
vesoconstictor mediado por  estimulo de receptores o, vasculares, ya que las
fespueslas presoras de Ag oy, en "pithed-rat* fuaron mas sensibles al tratamlsnto
con nifedipina o BAY K 8644, que las respuesias presoras de Ag ¢, en esta misma
preparacibn,

4.~ La concentracién 3000 Lglkg del bloqueante de Ca**,, TMB-B no fue capaz de
modificar sl electo de metoxamina ¥ fenliefrina en *pithed-rat, resuitande por tanio el

efecto vasoprasor o, en esla Preparacién mas sensible al bloqueo de fa ufilizacién
del Car+,, .

5.- Ndedipina se comporta como AnGa en la preparacién de anillos de aorta do
conejo, inhibiendo en forma concentracion-dependlenta las contracclones producrdaS
por CIK 80 mM. Por of contrario BAY K 86844 se comporta como AgCa en esla
misma  preparacién cuando ss utiza en concentracién 10°M, produciendo

contraccién en preparaciones parclalmente despolarizadas ( K15 mM ), y potenciando
fas confracciones de CIK 30 mM y CIK 60 mM,
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6.- Los Ag or, ( metoxamina y fenllshing } producen contracciones mantenidas
concentracién-dapendientes en la preparacidon de anilos de aoria de conejo. Su
gfecto en esta preparacién es consecuencia de la utliizacién de Ca*+,, y Ca*,, ya
que dichas cantracclones son menores cuando se trabaja con liquide nutriclo sin Car*
y con EGTA 0.5 mM,

7.- La entrada de Ca**, por canalss VOC parece poco imporante para la
contraccién de Ag o, selectivos en anfios de aorta de conejo, no modificdndose cas)
en esta preparaclon el efecte do  metoxamina y fenllefrina cuando se trabaja en
presencla de niedipina ( 10°M ) o BAY K 8844 { 10*M). Cuando se eslimulan en
aorta da conajo receptores c, el Ca*,, podrfa acceder al interior caluler fundamen-
taimente por canales AOQC,

8.- En condiciones de despolarizacidn el sfecle vasoconstricior ¢, puede aumentar,
siando tamblén mayor en este caso el efecto de nifedipina, Este hecho pusds
apreclarsa en la preparacion de anllos de aoria de consjo trabajando con liquido
hiperpotésico { K*15 mM ). '

9.- En la preparacién de anfllos de aorta de conejo el bloqueante de Ca*+,, TMB-8
inhlbe en forma concentracién-dependiente las contracclones de los Ag o, selectives
( metoxamina y fenllefrina ), asl como las contraccionas de CIK 80 mM, resufiando en
prasencla de BAY K 8644 ( 10*M ) menor la Inhibicién de eslas Gitimas, Esto pone
de manlfiestc la Imporiancia del Ca**, para la contraccién de esta preparacién por
Ag o, ¥ suglers que TMB-8 podtia bloquear la ulllzackén de Ca** cuando éste ha
accedido al interior celular por canales VOC,

10.- Los Ago, { BHT 920 y B-HT 833 ) producen contracclones
concentracién-dependientes en la preparaciin de anllos de aorta de conejo, pero
muestran una potencia mucho menor que los Ag o, { metoxamina y fenilefrina ) en
esta preparacién, Ademds, el débll efecto contréctl de B-HT 820 y de B-HT 933 en
aorta de consjo 83  posiblemente consecuencla del astimulo de receplores o, ya
que no aparece cuando se bloguean esios receptores con prazosin { 10°M ).
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11.- Para que se conlraiga Ja preparacién de anillos de aorta de conejo por estimulo
de receptores o, parece necesarla la entrada de Ca**,, por canakes VOC, ya que
en presencia de BAY K 8644 ( 10°M ) se potencian significativamente las
coniracclones de B-HT 920 y de B-HT 933, pudlendo revarlirse parclalmente este
polenciamiento cuando se bloquean los recepiores tx, con yohimbina ( 10°M ),

12.- Cuando s producen contracclones con B-HT 920 en presencia de BAY K 6644
( 10°M ) después del bloquec de receptores <, en la preparacldn de anllos de
aorta de conejo, estas contracclones se deberfan Gnicamente al estimulo de
feceplores v, ya que no aparecen en presencla de yohimbina ( 10°M ). Las
conlracciones producidas por B-HT 920 en estas candiciones no son contracclones
mantenidas, apareciendo varlas coniracciones fésicas de magniiud  decreclenie
después de la adminisracién del fArmaco. Pensamos que los macanismos de
ulifizacién de Ca** que conlleva el estimulo de receptores v, en aorta de conejo,
merecen esclarecerse mejor en posteriores estudlos con técnicas distintas a las
uliizadas en este trabajo,
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