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I.- INTRODUCCION

El calcio (Ca++) es un catidén divalente involucra-
do en miltiples procesos celulares fundamentales (contracti-
lidad, actividad secretora y actividad neuronal} en
forma libre, o bien unido a macromoléculas como la calmodu~
lina. Es activador en importantes procesos enzimaticos
de la célula, y se le puede considerar como el mensajero
intracelular final. Ademas no se puede olvidar el papel
esencial que desempefia en la constitucidén de la matriz

dsea.

El primero en observar la importancia del
papel del ca®™™ en 1a regulacidn de la actividad celular
fue S. RINGER en 1883; aungue no se describid su funciona-
miento intracelular hasta 70 afios después por HEILBRUNN
en Estados Unidos y por KAMADA en Japdn (HEILBRUNN vy

WERCINSKI, 1947; KAMADA y KINOSITA, 1943).

Las investigaciones farmacoldgicas sobre el papel
del Ca++‘ en el metabeolismo celular comenzaron hace 20-25
afios, durante los cuales, se ha avanzado considerablemente
en su conocimiento como demuestran algunas revisiones reali-
zadas en los Ultimos tiempos (EBASHI, 1980; GODFRAIND et

al., 1986).



Desde finales de los aflos 60, sabemos que el papel
del ca’’ en 1los procesos de excitacidn-contraccidén puede
ser modificado por algunos agentes farmacoldgicos gque no
tienen efecto sobre las concentraciones de Ca++ extracelular
ni sobre el Ca’' existente en tejidos calcificados (FLECKEN
STEIN, 1968 y GODFRAIND y KABA, 1969). Posteriormente estos
farmacos fueron denominados de maneras muy diferentes: "Blo
queantes de la entrada de calcic" (GODFRAIND, 1981), "Blo-
queantes de los canales lentos de calcio" (NAYLER y POOLE-
WILSON, 1981; BOU et al., 1983), aungue, tal vez, la denomi
nacidén que mas se ha universalizado ha sido la que propuso
FLECKENSTEIN en 1977 utilizando los términos de "Antagonis-
tas del calcio”.

I.1.- PAPEL DEL Ca++ EN LA CONTRACCION DE LA FIBRA MUSCULAR

Los estudios sobre el papel del ca’ en procesos
farmacolbgicos se iniciaron trabajando sobre musculatura
lisa (DURBIN y JENKINSON, 196la,b; EVANS et al., 1958) vy
en ellos se demostrdé que la fuerza contréctil desarrollada
por el Qtero de rata era directamente proporciconal a la

concentracién de Ca’ ' extracelular {EDMAN y SCHILD, 1963).

Tanto en masculo esquelético como en masculo liso

- . . ++ .
el proceso contractil es activado por iones de Ca . Sin
embargo, la fuente de estos es diferente segin sea uno u

otro tipo de misculo.



El misculo esquelético posee un reticulo sarcoplas
mico muy extensc y desarrollado y de €&l procede practicamen-

te el 100% del Ca++ necesario para la contraccidn.

Por el contrario, se puede admitir en general gque,
la musculatura lisa tiene un reticulo sarcoplasmico menos
desarrollado gue la esguelética; de ahi, gue la mayor parte
de los iones de Ca ' empleados en su proceso contractil,
procedan del 1liquido extracelular (L.E.C.}, y penetren en
la célula en el momento de la contraccidn (GUYTON, 1987).
Asl estudios realizados por KATZ y MILEDI (1970) ponen de
manifiesto, mediante técnicas de registro intracelular, que
al disminuir la concentracién de Ca++ extracelular, se obtig
ne un claro descensoc de la amplitud del potencial de accidn
(P.A.) postsinédptico provocado eléctricamente. Este efecto
se revierte de forma practicamente completa al incrementar
los valores de ca*t extracelular hasta los niveles iniciales

del experimento.

VAN BREEMEN et al. (1980) explican la actividad
contractil del mGsculo liso como consecuencia de las varia-
ciones de concentracién del ca’’ intracitoplasmatico. En
reposc la concentracidn de Ca1++ libre extracelular es, apro-
ximadamente, de 1,5 x 10*3M; en este estadc no existe co-

rriente de Ca++ porque la permeabilidad de la membrana para

este catidn es muy baja. Cuando la diferencia entre las con-
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: ++

centraciones de Ca intra/extracelular es mayor de 10

se provoca un gradiente eléctrico de aproximadamente 60 mV,
++ : . P

lo gque produce un paso de Ca al interior de la célula.

Los miofilamentos de miisculo liso se activan con concentra-

. ++ . . . -
ciones de Ca intracitoplasmatico gue oscilan entre 10 7

3% lO_SM; ademds el 0,04% del Ca++ que se intercambia es se-

cuestrado por el citoplasma celular.

La fibra muscular lisa, en contraste con la esque-
lética, posee unas dimensiones reducidas, por lo gue los
. ++ . . .
icones de Ca pueden difundir a todas las partes de 1la misma
para desencadenar el proceso contractil. El tiempo necesario
para la difusidn se denomina periodo latente y oscila normal

mente entre 200 y 300 milésimas de segundo(GUYTON, 1987).

No obstante, en algunas fibras musculares lisas
existe reticulo sarcopléasmico moderadamente desarrollado
aunque sin tubos T; en lugar de ellos las cisternas del reti
culo acaban en la membrana celular. Esto permite la libera-

- A . ++
cidn adicional de iones de Ca , lo que a su vez favorece
la presentacidn de una mayor intensidad en la contraccidn
.- ++ .
gue la que se produciria por la entrada del Ca exclusiva-

mente a través de la membrana celular (GUYTON, 1987).

Se ha sugerido la posibilidad de gque existan en

el citoplasma celular, puntos de unién con alta afinidad



++ , e - :
para el Ca , cuya activacidn podria estar mediada por recep

tores (DETH y VAN BREEMEN, 1977).

En resumen, la contraccifn muscular depende de

, - ++ . .
la concentracidn de Ca intracelular 1libre, ya entre en
el momento de la contraccidn (misculo liso) o se libere del

reticulo sarcoplésmicoe {mGsculo estriado).

La concentracién de Ca’?t intracelular en el miscu-
lo liso depende del buen funcionamiento de la membrana celu-
lar. Asi:

- En la iniciacidén del proceso contractil se permi
te la entrada masiva de Ca++ Yy, por tanto, existe una eleva-
¢idén de la concentracidn intracelular, aunqué transitoria.

- Existen eficaces mecanismos transportadores de
membrana gue extraen el Ca++ continuamente del interior ce-
lular.

- En reposo, la membrana celular es practicamente
impermeable al Ca”' (ARTALEJO y GARCIA, 1986).

I.1.1.- ORIGEN DEL Ca'' UTILIZADO EN LA CONTRACCION

Como ya se ha dicho anteriormente, el origen del
Ca++ utilizado durante la contraccidén muscular es variable
(VAN BREEMEN et al. 1980; ARTALEJO y GARCIA, 1986); en fun-

cidén del tipo de misculo (misculo esquelético: movilizacién

+4 - . . o
de Ca extracelular; misculo liso visceral: utiliza ambas
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fuentes de Ca’ ), ¥y del estimulo gque provoque la contrac-

cién.

Abundando en este tema BOHR (1963) describid gque
el componente ridpido de la contraccidn inducida por noradre-~
nalina (NA) en masculo liso no vascular, era inversamente
proporcional a la concentracién de Ca++ extracelular, mien-
tras que el componente lento era directamente proporcional;
estudios posteriores suglirieron que la NA liberaba el catt
unido a estructuras intracelulares al principio, y posterior
mente incrementaba la permeabilidad al catt para mantener

el componente lento de la contraccidn (DETH y VAN BREEMEN,

1977; HBINKE, 1965; VAN BREEMEN, 1969).

Por otra parte, HINKE (1965) y HUDGINS y WEISS
{1968) demostraron en diferentes trabajos que las contrac-
ciones producidas por potasio (K+) dependian més del cat?t

extracelular que las provocadas por NA.

Asi pues, tanto el tipo de estimulo, como el tipo
de misculo estimulado son las variables de las que dependerd

. ++ s . =
la procedencia del Ca utilizado en la contraccidn.



I.2.- MECANISMOS PARA INCREMENTAR LA CONCENTRACION DE ca’ ™

INTRACELULAR MEDIANTE LA ENTRADA DE Ca++

El Ca++ extracelular lo podemos encontrar libre,
o bien unido a componentes especificos de la membrana celu-
lar (DETH y VAN BREEMEN, 1977). En la actualidad se especula
con que €ste Ultimo estuviera vinculado a ciertos receptores
y fuera movilizado por estimulos especificos de la membrana

(ARTALEJO y GARCIA, 1986).

) ++
Los mecanismos de entrada de Ca extracelular

al interior de la célula, se pueden resumir en:

. . ++ ++ .
- Liberacion de Ca por Ca : Este mecanismo se da scobre
todo en miascule liso y consiste en un trasiego inicial
++ . :
del Ca extracelular al interior celularque a su vez puede
o . - ++ .
movilizar un depdsito mayor de Ca intracelular, que sir-
ve para mantener el procesoc de acoplamiento excitacidn/

contraccidn.

- Difusidn Pasiva: Este mecanismo de entrada se basa en la
existencia de un gradiente electroquimico favorable gue

. ++ . . -
permite el paso de Ca al interior celular a través de

la membrana utilizando los canales de sodio (Na+).

++ - D
- Canales de Ca : Por analogia con el movimiento de otros

cationes de pequefio tamafio, se considera que el movimiento



++ ., . . ,
de Ca mas importante desde el exterior al interior celu-
lar, tiene lugar a través de canales especificos, denomina

dos "Canales de Ca++"

{FLOREZ et al., 1980).

Estos canales de Ca++, se describen como porcs en la mem-

brana celular gque tras diferentes estimulos permiten el

paso de Ca++ al interior de 1la célula (HAGIWARA, 1973;

REUTER, 1973; BAKER y GLITSCH, 1975).

Se identificaron por primera vez en misculo de animales

invertebrados {(crustaceos) (FATT y KATZ, 1953). En anima-

les vertebrados la existencia de los canales de Ca'' fue
descrita por primera vez en misculo de rana, en masculo

de rata y en embrién de pollo (BIANCHI y SHANES, 1959),

posteriormente se describid la existencia de estos canales

en masculo liso vascular (HARDER y SPERELAKIS, 1979).

SANGUINETTI y KASS (1984) propusieron, por analogia con

los canales de Na© gque el canal de ca®t puede encontrarse

en tres estados diferentes:

* Reposo (R): En este estado la conductancia del canal
es minima, porque la compuerta de activacidn estd cerra
da.

* Activado (A): La activacidn se produce por el potencial
de accidén, y provoca un aumento breve de la permeabil-
lidad del canal,por cierre rapido de las compuertas.

* Inactivado (I): Este estado aparece inmediatamente des-

pués del estado activado, y se produce por el cilerre

de las compuertas de inactivacidn.



El canal, una vez l1nactivado, debe pasar al estado de repo
so antes de ser activado de nuevo. A ésto se le denomina
reactivacidn del canal (TAMARGO y VALENZUELA, 1987) (Fig.

1).

I.2.1. TIPOS DE CANALES DE ca’t

El Ca++ puede entrar en la célula a través de dos
tipos de canales especificos (BOLTON, 1979):
- Canales de ca*’ voltaje~dependientes (VOC).

- Canales de Ca++ receptor-dependientes (ROC}.

Canales de ca’ ' tipo VOC.

Como todo canal de Ca’’ éste estd constituido por
un poro delimitado por proteinas transmembrana insertadas
en la bicapa lipidica (GODFRAIND et al. 1986). Este tipo
de canal posee un sensor de voltaje (cuya misidn es regular
el estado del mismo), gque se modula por las variaciones del
potencial transmembrana. Las variaciones de dicho potencial,
vienen dadas por la unidén de cationes divalentes (especial-
mente Ca++) a la membrana celular gue se encuentra cargada

negativamente (Fig. 2).

. ++
Los VOC no son exclusivos para el Ca ' ; otros ca-

tiones tienen capacidad de atravesarlos, © de unirse a ellos

+ ++ ++
(Ba't, wnat, sr*7, Mg ) aunque
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Ca™ RerPosO ACTIVO Ca

Activo
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—
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FIGURA 1

L4 - 3 ++
Representacibén esguemdtica del canal de Ca en los tres

estados gue puede presentar: Reposo, Activado e Inactivado.

d compuerta de activacidn; f = compuerta de inactivacidn.

0

cerrado; 1 = abierto. (Tomado de TAMARGO Y VALENZUELA,

1987).
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Sitio inactivador
Cad> Sr>)D Ba

Ba)) Sr) Ca
Filtro
Selectivo

compuerta

~— proteina de anclaje

(=) | ——_— -~
= )
EXTERIOR INTERIOR

FIGURA 2

Representacién esquematica de un canal de ca® tipo VOC.

(1): cargas negativas en la superficie interna y externa

de la membrana que sirven de sitio de unidn a cationes di-

valentes. (2,3): lugares de fijacidén de antagonistas del

ca’’ (Tomado de ARTALEJO y GARCIA, 1986).
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existe un filtro selectivo para la entrada de cationes diva-

lentes; siendo el orden de permeabilidad Ba''<4 sr’t ¢ ca™t.

El lugar de unidn de los cationes divalentes no permeables
++ ++

{(Cd , Ba ') se encuentra en la boca externa del canal vy

su unién impide la entrada de otros cationes (ARTALEJO vy

GARCIA, 1986).

Se ha demostrado la existencia de diferentes tipos
de canalecs voC. Asi HESS et al. (1984) y XOKUBUN vy

REUTER (1984) describieron los siguientes:

- Tipo 0.- Permanece cerrado y noc presenta aperturas.

- Tipo l.- Se caracteriza por permanecer cerrado la mayor
parte del tiempo con presentacidn de aperturas
de breve duracidn.

- Tipo 2.- Permanece abierto con presentacidén de cierres

de breve duracidn.

Por otra parte NOWYCKY et al. (1985), NILIUS et
al. (1985) y SIEKEVITZ et al. (1985) propugnaron este otro

tipo de subdivisidn de los VOC:

- Tipo T.- Se activa por depolarizaciones lentas y suaves
y se inactivan rapidamente.

- Tipo N.- Para su activacidn requieren un potencial de mem-
brana muy negativo y una gran depolarizacidn en
membrana presindptica. Se inactivan de manera

relativamente rapida.
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- Tipo L o Lentos.- Es el subtipo mds abundante, se encuen-
tra en casi todos los tipos celulares. Su activa
cidn se produce tras depolarizaciones sucedidas
en el soma celular y conlleva la aparicién de

. +4+ .
una corriente de Ca de larga duraciodn.

Estos subtipos de canales VOC a parte de diferen-
ciarse por el potencial que requieren para su activacidn
también se pueden diferenciar por su sensibilidad farmacold-
gica, de tal forma que sdlo los de tipo L o Lentos se regulan

+

por agonistas y antagonistas del ca® (NILIUS et al. 1985;

NOWVYCKY et al. 1985; HIRNING et al. 1988).

La inactivacién de los VOC sucede por dos mecanis-
mos:
- Depoclarizacidn

. - ++ . s
- Acumulacion de Ca en el extremo citoplasmatico del canal

(ECKERT vy CHAD, 1984; GREENBERG et al. 1985a).

Canales de ca' "' tipo ROC

De igual forma gque en el caso de los VOC, este
canal estaria constituido por un poro delimitado por protei-
nas transmembrana insertadas en la bicapa lipidica de la
membrana celular; sin embargo, no esta claro si el canal
forma parte de la estructura de cada receptor o si existe

un sdlo tipo de canal que se activaria por varios receptores
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acoplados al mismo (ARTALEJO y GARCIA, 1986).

El concepto general sobre el funcionamiento de
los canales de ca'’ tipo ROC es que la estimulacidn de un
receptor, tras el accplamiento de un ligando, provoca una
respuesta que depende de la concentracidn de Ca++ extracelu-
lar y gue consiste en activar el canal (GODFRAIND et al.

1986).

Por otra parte, diversos autores han descrito méas
de un neurotransmisor capaz de activar los canales tipo ROC;
asi por ejemplo y entre otros, se demuestra la existencia
de unos canales activados por Serotonina (5-HT) y otros por
Acetilcolina (Ach) en arteria coronaria bovina (RATZ y FLAIM

1985} y en aorta de conejo (FLAIM et al. 1985).

1.2.2.- FARMACQLOGIA DE LOS CANALES DE Ca++

La distincidn propuesta por BOLTON (1979) entre

+ (VOC y ROC) se basaba en estu-

. +
los tipeos de canales de Ca
dios realizados en masculo liso. En éstos se observd, dque
algunos agonistas provocaban contracciones mantenidas en

. . +
preparaciones depolarizadas con K ; por otra parte, en pre-
paraciones de misculo liso arterial estimuladas adrenérgica-

mente se provocaba contraccidn muscular sin variaciones en

el potencial de membrana, pero con un incremento en el flujo
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++
de entrada de Ca .
Ademéds, investigaciones paralelas en aorta de cone
jo y en vasos mesentéricos, demostraron gque las corrientes
++ . . . . .
de Ca provocadas por NA y por depolarizacidn inducida
+ C e . C e
por K , eran sinérgicas, selectivamente inhibidas por algu-
. ++ .
nos antagonistas de Ca y reguladas de forma variable por

el AMPc (VAN BREEMEN et al. 1980}.

En estudios realizados por OSTERRIEDER et al. en
1982 se ponia de manifiesto que los VOC ademds de ser sensi-
bles a los cambios ocurridos en el potencial de membrana
durante la depolarizacién, también podian ser regulados por
diversas sustancias como: AMPc y/o Proteinkinasa C (ambas
mediante fosforilacidn de proteinas). Otros autores descri-
bieron gue algunos neurcotransmisores (5-HT, NA, Dopamina,
Scmatostatina, GABA) vy PGE, podian producir una inactivacidn
del canal de Ca' @ tipo VOC (DUNLAP y FICHBACH, 1981;MacDO-
NALD et al. 1986; MARCHETTI et al. 1986; MO et al. 1985).
Esta 1inactivacidén se realizaria mediante la intervencidn
de proteinas ligadoras de guanosin-trifosfatasa, también

denominadas proteinas G (HOLZ et al. 1986}.

Asimismo, también se describen sustancias capaces
de modular la actividad de los ROC, tales como la Sustancia
P y la Calcitonina (MURASE et al. 1986; NOHMI et al. 1986).

Ademas losg canales tipe ROC no presentan sensibilidad alguna
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a las variaciones del potencial de membrana (MEYER, 1989).

Por ultimo, algunas de las sustancias citadas ante
riormente (AMPc, Proteinkinasa C€) han sido descritas por
otros autores come capaces de interactuar sobre ambos tipos

de canales (VOC y ROC) (MEYER, 1989).

Resultados de experiencias realizadas en aorta
de conejo demuestran gque el BAY K 8644 (farmaco agonista
de los canales de Ca' ' perteneciente al grupo de las dihidro
piridinas) abre selectivamente los VOC sin actuar sobre los
ROC (YAMAMOTO et al. 1984). Estos hallazgos han servido de
argumento a otros autores para diferenciar la sensibilidad

de los VOC y los ROC a los farmacos antagonistas del Ca++,

y los mecanismos de entrada de ca*t (GODFRAIND et al. 1986).

1.2.3.- PAPEL DEL Ca'' INTRACELULAR

Ya se ha descrito que, en general, la musculatura
lisa posee un reticulo sarcoplésmico menos desarrollado gque
el misculo esquelético y cardiaco, aunque es capaz de secues

++ . . . .
trar Ca de manera eficaz mediante un mecanismo dependiente

de ATP.

El papel que juega la mitocondria en la regulacidn
de la homeostasis de Ca'' en condiciones normales, es muy

poco importante, aungque puede actuar como un sSistema de se-
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cuestro auxiliar en determinadas situaciones patolégicas

++ . . .
en las gue el Ca alcanza niveles intracelulares superijo-

res a los normales, como en isquemia o hipoxia (GODFRAIND

DE BECKER y GODFRAIND, 1980).

En el caso de musculatura estriada (misculo cardia
++ . : o - g :
co), el Ca libre citosdlico esté& disponible para la reac-
cién excitacidn/contraccidn o para ser tamponado en el reti-

culo sarcoplasmico u otros organelos intracelulares.

La troponina y la tropomiosina son, en este tipo
de misculo, las proteinas reguladoras mas importantes;
cuando el Ca++ se une a la troponina se produce un cambio
conformaciconal en la tropomicosina, gque favorece la activa-
cidén de la ATPasa de la miosina por parte de la actina produ
ciéndose seguidamente la contraccidn (BREMEL, 1974; BREMEL

et al. 1977).

La ruptura de los enlaces guimicos de ATP suminis-
tra la energilia suficiente para el acortamiento muscular me-
diante el deslizamiento de los filamentos finos entre los
gruesos (HARTSHORNE y SIEMANKOV, 1981). Posteriormente las
fosfatasas se encargan del proceso de defosforilizacidn,
siendo estos enzimas un punto estratégico para la regula-

cidn del proceso contraccidn/relajacidn.
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La terminacidn del proceso de contraccidn y la
relajacidn estdn asociados con la disminucidén de la concen-

.- ++ , PR
tracidn de Ca citosdlico.

La fase de contraccibén/relajacidén en el miasculo
liso vascular, depende, como en el masculo cardiaco, del
. . - : ++
incremento y caida de la concentracidn interna del Ca .
La diferencia entre ambos tipos de misculo se encuentra en

. . L. - ++
el mecanismo contractil. Asi, una vez gue el Ca extracelu-
lar penetra en el interior de la célula, se une a una protel
na reguladora intracelular: la Calmodulina, dando origen
++ : , .
al compuesto Ca /Calmodulina, gque activa a la gquinasa de
las cadenas ligeras de la miosina mediante fosforilacidn,

lo que permite la actuacidén de la miosina~-ATPasa y la con-

traccién.

La relajacidén de la fibra muscular lisa es mediada

de forma analoga a como se produce en el misculo cardiaco.

Existen otros factores que modifican la actividad
de la Calmodulina en el mGsculo liso vascular (PFITZEER et

al. 1984; LINCOLN, 1983):

~ El AMPc: Puede inhibir el efecto de la calmodulina, provo-
candc una relajacidn del misculo liso.

Por otra parte, la fosforilacidn dependiente de AMPC pro-
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voca almacenamiento de Ca++ en el reticulo sarcoplésmico
(SAIDA y VAN BREEMEN, 1984}).

-~ El1 GMPc: Defesforila las cadenas ligeras de miosina-quina-
sa favoreciendo 1la relajacidn. Se piensa que é&ste seria
el mecanismo que explicaria la actividad vasodilatadora

de los nitratos y del nitroprusiato (SUEMATSU et al. 1984b).

La capacidad del cat? para servir CcOmo mensajero
intracelular depende de gue el incrementc de ca’™ citosdlico
libre sea reconocido como una sefial para iniciar la funcidn
celular. La alta afinidad de la troponina C, calmodulina

, . ++ . . -
y miosina, por el Ca sirven para esta funcidn.

Una vez consumada la unidn Ca++/proteina especifi-
ca, el complejo formado activa la respuesta celular espe
cifica, yva sea contraccidén, en células musculares (estriadas
o lisas), secrecidén y exocitosis en c¢élulas ecrinas o conduc
cidén de impulsos en células nerviosas.

* INTRACELULAR.

I.2.3.1. EXPULSION DEL Ca+
Existen dos mecanismos implicados en la extraccidn
del cat? intracelular, gque permiten el mantenimiento de sus

niveles dentro de los limites fisioldgicos (Fig. 3):

. . . + ++
- Sistema de intercambio Na /Ca :
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FIGURA 3

Representacidn de los mecanismos celulares gque controlan

los movimientos de Ca''. (CCVD) Canales de cat? voltaje-de-
: ++

pendientes. (ROC) Canal de Ca operadc por receptor. (ML}

Mitocondria. (RS) Reticulo Sarcopldsmico. ({(Tomado de ARTA-

LEJO y GARCIA, 1986).



_21_

El papel real que desempeila este sistema en la salida
de Ca++ del interior celular es controvertido (BRADING
y SNEDDON, 1980; HIRATA et al. 1981).
La salida de Ca++ se encuentra ligada a la entrada de
Na© gracias a la existencia de un gradiente electroqui-
mico favorable. El intercambioc se produce en proporcidn
3/1 a favor del Na+. La eficacia de este sistema se
encuentra ligada a la integridad de la bomba Na+/K+
de la membrana plasmatica; y se puede considerar que
+

es menos eficaz gque la bomba de ca® (MOREL y GODFRAIND

1982,1984).

- Bomba de Ca++:
Es el sistema més importante de expulsidn de ca’” gque
tiene la célula (GODFRAIND et al. 1976). Consiste en
el transporte de Ca++ mediado por una ATPasa dependien-
te de Ca' ' Y Mg++. Extrae el Ca'' intracelular mediante
un sistema dependiente de energia (ATP) pero electroneu

* (WIBO et al. 1980

tro, intercambiandose 2 ut por 1 cat
WUYTACK et al. 1978).
Su actividad se ve estimulada por la existencia del

compleijo Ca++/Calmodulina, por la proteinkinasa depen-

diente de AMPc y la proteinkinasa C (MOREL et al. 1981).

- . ++ . P . -
Asi la elevacidn de Ca citosdlico libre, ademas

de activar las proteinas contractiles, facilita la expulsitn
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de Ca++ a través de un proceso autocontrolable, que, junto
. . . + .

con el sistema de 1ntercambio Na+/Ca+ r Ppermlite restaurar

rapidamente los niveles de ca*? intracelular (ARTALEJO vy

GARCIA, 1986}.

I.3. CARACTERISTICAS DE LA PREPARACION FIBRA LONGITUDINAL-

PLEXO MIENTERICO DE ILEON DE COBAYO,

L principios de siglc, MAGNUS (1904) fué el prime-
ro en vislumbrar la posibilidad de separar las fibras longi-
tudinales de las circulares en el ileon de conejo, y compro-
b&é gque junto a la musculatura longitudinal se arrastra la

mayor parte del plexo de AUERBACH.

En la década de los 50, AMBACHE (1954), realizd
observaciones similares. Ademds PATON (1955), observd la
posibilidad de producir y registrar contracciones en segmen-
tos de ileon de cobayo completo estimulado eléctricamente
y posteriormente registrd contracciones aplicando dos elec-

trodos a las fibras longitudinales inervadas.

PATON en 1964 realizd estudios con microscopila
electrdnica en tiras longitudinales de ileon de cobayo, com-
probandoc que era posible la separacidn completa entre tejido
nervioso y misculo liso. El plexo de AUERBACH, junto con

sus ramificaciones nerviosas, parece formar wuna lamina en
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la superficie interna del misculo longitudinal y enviar

fibras nerviosas gue penetran en la capa muscular.

La Ach se ha descrito como el principal neuro-
transmisor que opera desde el plexo mientérico del ileon
de cobayo a las células de la capa muscular longitudinal
(PATON, 1957) y también en la neurotransmisidn dentro del

plexo (NISHI y NORTH, 1973).

En la preparacidn Fibra Longitudinal-Plexo Mienté
rico (FL-PM) de ileon de cobayo, se han caracterizado recep
tores alfa-adrenérgicos, localizados pre y postsinépticameg
te en las terminaciones nerviosas colinérgicas pregangliona
res y receptores beta-adrenérgicos situados postsindptica-
mente en las células de misculo liso. La activacidn de los
receptores presinapticos produce una inhibicidén de la libe-
racién de Ach, mientras que la estimulacidén de los beta-
adrenoceptores, produce una inhibicién directa de la con-
tractilidad del miscule liso. Los alfa-adrenoceptores presi
nipticos presentes en 1os terminales nerviosos colinérgicos
del ileon de cobayo son similares a los gue se encuentran
presindpticamente en las neuronas simpaticas (MALTA et al.,

1981).

Ademas se sabe que las catecolaminas (adrenalina,
isoprenalina y dopamina) actian disminuyende la amplitud

de la contraccidén de la preparacidén FL-PM de ileon de cobayo



-.24_

estimulada eléctricamente, probablemente por disminucidn

de la liberacidn de aAch (ROSTERLITZ et al. 1970).

También se ha postulado que la 5-HT actla como
un modulador excitador en el plexo mientérico (SCHBULZ y GOLD

STEIN, 1973).

Por otra parte, se ha observado gue existe libera-
cién de material enddgeno opiocide en la FL-PM de ileon de
cobayo, que aumenta con la estimulacidn eléctrica. Esto ha
sido descrito por PUIG et al. (1977) que observaron gue uti-
lizando la preparacién FL-PM y estimulo eléctrico de alta
frecuencia (10 Hz) se producia una inhibicidn de la respues-
ta contractil y relacicnaron este efecto con la liberacidn
de péptidos enddgenos opioides del plexc mientérico del

ileon de cobayo (SCHULZ et al. 1977).

I.4. ESTUDIO DE LA ACCION DE ESTIMULO ELECTRICO, ACETILCOLINA,

CLORURO DE POTASIO EN LA PREPRRACION FIBRA-LONGITUDINAL-

PLEXO MIENTERICO DE ILEON DE COBAYO.

La preparacién FL-PM de ileon de cobayo ha sido
ampliamente utilizada para el estudio del mecanismo de ac-
cidn de diferentes faArmacos y sustancias, asi como para ave-
riguar sus caracteristicas intrinsecas de inervacidn y su
capacidad para liberar sustancias neurotransmiscras {(PATON

et al. 1971; GOODMAN y WEISS, 1971; BOLTON, 1979; HURWITZ



_25_

et al. 1980; SHINOZUKA et al. 1985; GRBOVIC y RADMANOVIC,

1987; ALBERTS y OGREN, 1988; MILANES et al. 1989).

I.4.1.- CONTRACCION PRODUCIDA POR ESTIMULO ELECTRICO.

Ya en 1968, PATON y ZAR describieron que las prepa
raciones FL-PM de ileon de cobayo denervadas, no presentaban
respuesta contractil al estimulo eléctrico (E.E.), ademls
no se enccontraba Ach detectable, ni se liberaba espontanea-

mente, ni tras E.E..

Por el contrario, estos mismos investigadores ob-
servaron que las preparaciones FL-PM de ileon de cobayo iner
vadas, tenian un notable contenido de Ach, gque liberaban
espontaneamente y ademds presentaban respuesta contractil
al E.E.; de esta forma concluyeron que la preparacidén FL-PM
de ileon de cobayo denervada no libera cantidades significa-
tivas de Ach, ya que, al menos el 95% de la Ach liberada,
sino el total de la misma, proviene del tejido nervioso.
Prevics a estos experimentos de PATON y ZAR, otros investi-
gadores habian tratado de averiguar el origen de la Ach libe
rada por la preparacidn FL-PM de ileon de cobayo (DIKSHIT,
1938; FELDBERG y LIN, 1949,1950; JOHNSON, 1963) aungque en

ningin caso pudieron descartar un origen muscular directo.

Se sabe que la cantidad de Ach en la terminacién
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nerviosa colinérgica se mantiene constante aungue incremen-
temos la 1liberacidén de Ach (BIRKS y MacINTOSH, 1961), que
el incrementce de liberacidn de Ach provoca un incremento
de su sintesis (PATON et al. 1971), y gque el E.E. provoca
un aumento de liberacidn de Ach (PATON et al. 1971; KILBIN-

GER y NAFZINGER, 1985; SHINOZUKA et al. 1985).

En reposo el contenido de Ach no varia significa-
tivamente; cuando se estimula eléctricamente la preparacidn
(10 Hz), se produce un aumento de la sintesis (PATON et al.
1971); si el estimulo es de baja frecuencia (0,1 Hz) no se
produce liberacidn de Ach (SHINOZUKA et al. 1985), tal vez
porque los estimulos de baja frecuencia no llegan a activar
a las terminaciones nerviocsas presindpticas (IKUSHIMA et
al. 198l1). Por el contrario, estimulos con frecuencias por
encima de 10 Hz no provocaron una mayor liberacidn de Ach,
lo gue sugiere gue con un estimulo de 10 Hz de frecuencia

se consigue el maximo de sintesis (PATON et al, 1971).

La liberacidn de Ach depende de la concentracidn
de Na' intracelular en la terminacidn nerviosa (BIRKS, 1963)
de tal forma gque una disminucidn en dicha concentracidn pro-
voca un incremento en la liberacidén de Ach (PATON et al.
1971). Tras esta consideracidn los mismos autores sugirieron
que la liberacidn de Ach debla depender de la inactivacidn

. ++
de una enzima, la (Na+,K+,Mg )-ATPasa en la membrana axc-
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nal. Esta habia demostrado estar presente en la membrana
de tejidos nerviosos (SKOU, 1957; BONTING et al. 1962; SOMO-
GYI, 1964), asi como en eritrocito y membrana de masculo

cardiaco (DUNHAM y GLYNN, 1961; REPKE, 1965).

Estudios mas recientes demuestran que los nucled-
tidos ciclicos (AMPc y GMPc), los activadores de la adenila
tociclasa (Foskolina) y los inhibidores de la fosfodiestera-
sa (3~isobutil-l-metilxantina) (IBMX) varian la liberacidn
de Ach de forma concentracidén-dependiente (ALBERTS y 6GREN,
1988). Asi la liberacidén de Ach provocada por E.E. en la
preparacidén FL-PM de ileon de cobayo se ve incrementada por
el aumento de AMPc (ALBERTS vy STJARNE, 1982) de manera con-
centracién-dependiente, vy disminuida por dosis elevadas de
GMPc (ALBERS y OGREN, 1988). Tanto la foskolina como el IBMX

incrementaron la liberacidén de Ach (ALBERTSy OGREN, 1988).

Por otra parte la adenosina inhibe la respuesta
contractil provocada por E.E. en ileon de cobayo, y esto
se produce por una disminucién en la liberacidn de Ach desde
las terminaciones nerviosas colinérgicas intramurales (HAYA-
SHI et al. 1978,1985)., Esta accidn inhibidora de la adenosi-
na parece estar intimamente relacionada con los movimientos
de Ca++ extracelular, hasta el punto de gque, el incremento
de la concentracidn de Ca_’—+ extracelular, inhibe de manera

competitiva la accidn de la adenosina (HAYASHI et al. 1981).
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SHINOZUKA et al. (1985) han descrito que la adeno-
sina abole totalmente la liberacidén de Ach y la recaptacidn
de ca’t provocada por E.E. en la preparacidn FL-PM de ileon
de cobayoc, lo que les ha llevado a concluir que la adenosina
inhibe la liberacidn de Ach por provocar una inhibicidn del
flujo de entrada de ca™™ durante 1a depolarizacidn de las

terminales nerviosas presindpticas en ileon de cobayo.

Se puede resumir, por tanto, que:

- La contraccién provocada por E.E. en la prepara-
cién FL-PM de ileon de cobayo se debe a gue el E.E. origina
la liberacidén de Ach desde las terminaciones nerviosas coli-
nérgicas; esta liberacidn se encuentra regulada por los re-
ceptores muscarinicos presindpticos.

- La Ach liberada actua sobre receptores muscari-
nicos postsindpticos (LLINAS, 1982) en manera similar a como
lo hace la Ach exbdgena (se tratarda en el siguiente aparta-
do).

- La activacién de los receptores muscarinicos
postsindapticos para Ach afecta a los niveles de AMPc y GMPc,
y se ha relacionado con un movimiento de los lones de Ca++,

aunque el mecanismo de accidn de los receptores presindpti-

cos no estad aun bien aclarado (ALBERTSY 6GREN, 1988).
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I.4.2.- CONTRACCION PRODUCIDA POR ACETILCOLINA.

La Ach es un agonista de receptores muscarinicos,
cuyo estimulo provoca generalmente contraccidédn o aumento
de la frecuencia y/o de la fuerza contractil del misculo

liso.

Existen algqunos tipos de musculo liso sobre los
que la accidn de la Ach no sdlo no produce contraccidn o
aumentco del tono, sino todo lo contrario, tiene un efecto
inhibidor o relajante; asi, por ejemplo, la accidn de la
Ach sobre su receptor muscarinico es relajante en musculo
liso vascular (HERMAN et al. 1971; KURIYAMA y SUZUKI, 1978;
VAN HOUTTE, 1977) aungque, es posible que la inhibicidén del
tono simpatico refuerce este mecanismo (VAN HOQUTTE et al.
1975) v sobre muasculo cardiaco y otros (COLLIER et al. 1972;
GILLESPIE y McGRATH, 1974; CREED y GILLESPIE, 1976; CREED

et al. 1977).

La Ach al actuar sobre receptores muscarinicos
en musculatura intestinal lisa provoca contraccidn (BOLTON,
1979). Los receptores muscarinicos se encuentran localizados
en la membrana de las células musculares lisas y el efecto
que se observa se produce por estimulacidn directa de estos

receptores (PATON y ZAR, 1968).

La Ach parece unirse, al menos a dos tipos de

lugares diferentes (YOUNG, 1974; TAYLOR et al. 1975; WARD
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y YOUNG, 1977) con la misma afinidad en el ileon de cobayo.

El descubrimiento de sustancias anticolinérgicas
(Pirenzepina) que tienen selectividad para determinados
tejidos y ©&rganos ha permitide clasificar 1los receptores
muscarinicos en base a la sensibilidad del receptor a la
Pirenzepina (BROWN et al. 1980; BIRDSALL y HULME, 1983),
de tal forma que al receptor ganglionar postsinaptico con

alta afinidad a Pirenzepina se le denomindé M y al recep-

ll
tor postganglionar postsindptico y con baja afinidad a Pi-

renzepina M Se ha descrito un tercer tipo de receptor

5
muscarinico (M3) con sensibilidad intermedia a Pirenzepina

localizado en glandulas exocrinas (DOODS et al. 1987).

Por otra parte KILBINGER y NAFZINGER (1985) des-
criben la existencia de varios tipos de receptores muscari-
nicos en ileon de cobayo:

- Un receptor muscarinico postsinaptico postganglionar que
media la contraccidn del masculo liso.

- Un receptor inhibidor de la liberacién de Ach inducida
tras la estimulacidn de los nervios mientéricos, gue se
supone localizado presindpticamente en el ganglio mienté-
rico (MORITA et al. 1982b) y en la terminacidn nerviosa
postganglionar que inerva a la fibra longitudinal, locali
zado presinapticamente (KILBINGER, 1984).

- Un tercer tipo de receptor muscarinico se ha descrito

en el cuerpo de las células del ganglio mienté
rico, cuya estimulacidn provocaria depolarizaciones lentas

de la membrana celular (MORITA et al. 1982a).
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La respuesta de la membrana celular de las células
musculares lisas tras la estimulacidn colinérgica tiene un
apreciable tiempo de latencia, gque es de, aproximadamente,
100 mseg. (OHASHI y OHGA, 1967, ITO y KURIYAMA, 1971) vy
aungque es independiente de las terminaciones nerviosas, pare-
ce estar relacionado con estructuras situadas en la vecindad

del receptor postsindptico (BOLTON, 1976; HILL-SMITH y PUR-

VES, 1978).

Este periodo de latencia parece ser una caracteris
tica de las respuestas mediadas por receptores muscarinicos
en diferentes tipos celulares como mGsculo cardiaco {(PURVES,
1976), tejido glandular (NISHIYAMA y PETERSEN, 1975), célu-
las ganglionares (KOKETSU et al. 1968) y misculco liso (HILL-
SMITH vy PURVES, 1978). Existen excepciones en cuanto a la
aparicidn del tiempo de latencia, sobre todo cuando se esti-
mula la fibra muscular con un campo eléctrico, aunque es
posikble que se expligue por la existencla de una estimula-

cidén muscular directa (ITO y KURIYAMA, 1973).

Mientras la Ach permanece unida a su receptor post
sinaptico se produce un aumento de la conductancia total
de la membrana celular, cuande esto sucede en el ileon de
cobayo, los potenciales de accidén gue se producen, © estan
aumentados de tamafio o aparecen en forma de una onda lenta
(KURIYAMA et al. 1967; HUKUHARA vy FUKUDA, 1968; BOLTON,

1972).
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El incremento de la conductancia total de la mem-
brana va a producir alteraciones en el trasiego normal de
diferentes cationes a través de la misma. Asi se observan
variaciones en los movimientos de:

- Sodio: La estimulacidén del receptor muscarinico
postsindptico por Ach provoca una depolarizacidédn del misculo
liso y un incremento de la entrada de Na® a través de los
canales de Na+ regulados por el receptor de Ach. Al dismi-
nuir la concentracidén de Na+ extracelular disminuye también
el paso de Na+ y la depolarizacidén de membrana (BOLTON 1973a;

SZURSZEWSKI, 1973).

Esto sucede 1lo mismo en misculos polarizados gue
en midsculo depolarizados previamente por K (JOINER, 1973;
HAMON y WORCEL, 1974; WORCEL y HAMON, 1976), lo que sugiere
que el estimulo del receptor postsindptico permite el paso

+ - . .
de Na a través del canal en un solo sentido, hacia dentro.

~ Potasio: El estimulo del receptor colinérgico
postsinaptico por Ach produce una gran salida de k' en miscu
lo liso {(LEMBECK y STROBACH, 1956; HURWITZ, 1960; HODGSON

y DANIEL, 1972).

Este efecto no se modifica significativamente al

. . ++ ++
variar las concentraciones extracelulares de Ca y Mg .,

e as , . . ++
aungque si dismlnuye considerablemente en medio libre de Ca
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y en preparaciones depolarizadas previamente con x* { BURGEN

y SPERO, 1968,1970).

Al depolarizar el misculo previamente al estimulo
con Ach,se produce un incremento en la entrada de K+ (HAMON
y WORCEL, 1974; WORCEL y HAMON 1976). El1 efecto inverso se
observa si el mGsculo se encuentra previamente polarizado

(BANARJEE, 1972; JOINER, 1973).

. + -
Esto sugiere gue el K se mueve a través de 1los

+ . .
canales de K regulados por Ach en ambas dlrecciones.

- Cloro: El estimulo del receptor colinérgico post
sinaptico por Ach provoca un incremento de los movimientos
de Cl en ambos sentidos en misculo liso ihtestinal {DURBIN
y JENKINSON, 196la), aungue en masculo liso uterino sdlo
estd incrementada la salida (HAMON y WORCEL, 1974; WORCEL

y HAMON, 1976).

La depolarizacién de membrana preoducida por la
Ach no se ve alterada por las variaciones en la concentra-
cidén de Cl~ extracelular (BOLTON, 1973b; BULBRING y SZURS~-

ZEWSKI, 1974).

- Calcio:
-~ Extracelular: El1 estudio de los movimientos

de ca'' extracelular tras el estimulo colinérgico con Ach



_34.—

ha dado resultados contrapuestos. Asl se ha observado que

la estimulacidén de receptores muscarinicos en midsculo liso
depolarizado originaba un incremento en la entrada de Ca++
(BANARJEE, 1972; NASU y URAKAWA, 1973; LAMMEL, 1977). Lo
mismo habilan encontrade en misculo lisc depolarizado con
K+ ROBERTSON (1960} y DURBIN y JENKINSON (1961lb}. Trabajos
posteriores han verificado estos resultados y han apuntado
gue la Ach favorece la entrada de ca®™ al interior celular

porque abre los canales de cat? tipo VOC (BOLTON, 1979; MIT-

CHELSON y ZIEGLER, 1984; GRBOVIC y RADMANOVIC, 1987).

Aungue otros autores no havan obtenido los mismos
resultados (SCHATZMAN, 1961,1964; VAN BREEMEN y DANIEL, 1966;
SUGI y TAMEYASU, 1975) parece claro que el estimulo colinér-
gico con Ach provoca el pasc de Ca++ al interior celular,

muy probablemente a través de los VOC.

- Intracelular: La activacidn de los receptores
muscarinicos postsindpticos con Ach produce la liberacidn
del ca’?t gue se encuentra unido a estructuras intracelula-
res, no siendo emulada esta accidn por soluciones hiperpota-
sicas (BOLTON, 1979). Ya en estudios anteriores S8SUGI vy
DAIMON (1977), trabajando ccn tenia coli de cobayo y expo-
niendo la preparacidn a Ach lO_SM observaron que se producla
una liberacidn del ca® unido a la cara interna de la membra
na celular por todo el citoplasma. Mas modernamente se ha

descrito que el incsitol trifosfatoc tiene acceso a estos
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depdsitos intracelulares de Ca++ y es capaz de movilizarlo
(STREB et al. 1983; HIRATA et al. 1984; SUEMATSU et al.
1984a); asimismo se sabe que la Ach produce alteraciones
en la hidrdlisis de inositol trifosfato que, actuando como
segundo mensajerc, libera al Ca++ de los depbsitos intrace-

lulares {(BERRIDGE y IRVINE, 1984).

Se puede concluir por tanto, gque el estimulo coli-
nérgico mediado por Ach provoca, por una parte, un incremen-
te del flujo de ca*’ hacia el interior celular a través de
los VOC, y por otra, una liberacién de Ca++ intracelular
gue se encuentra unido a diferentes organeles intracitoplas-

maticos.

El estimulo provocade por la Ach también provoca
alteraciones en los niveles de nucledtidos ciclicos; de esta
forma al estimular receptores muscarinicos postsinédpticos
en diferentes tipos de mGsculo liso se provoca un aumento
en los niveles de GMPc (ANDERSSON et al. 1975; DIAMOND vy
BLISARD, 1976; RICHELSONy EL-FAKAHANY, 1981; DASCAL et al.
1984); aungue este efecto no es exclusivo del estimulo por
Ach, ya gque se sabe que otras sustancias como la histamina
(ANDERSSON et al. 1975), N A (SCHULTZ et al. 1973), b5~HT
(CLYMAN et al. 1975) o soluciones hiperpotasicas (ANDERSSON

Y DJARV, 1978} también lo pueden producir,
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Para explicar esta accidn se ha sugerido que el
incremento de los niveles de ca'’ intracelular provocado
por la Ach originaria a su vez un incremento en los niveles
de GMPc (ANDERSSON et al. 1975; ANDERSSON y DJARV, 1978),
mientras que otros opinan gque el estimulo provocado por Ach
origina directamente un incremento de los niveles de GMPc
gue a su vez produce un incremento del flujo de ca® hacia
el interior celular (SCHULTZ et al. 1973; RICHELSON y EL-

FAKAHANY, 1981).

Por otra parte, se han obtenido resultados en los
gue se observa gque el GMPc actla como segundo mensajero en
la respuesta muscarinica (BEAM y GREENGARD, 1976; GREENGARD,

1978; DASCAL et al. 1984).

Lo que sl parece claro, es que el incremento de
los niveles de GMPc provocado por la Ach no se produce en
todos los tipos de misculo liso, observandose en conducto
deferente de rata, miometrio de cobayo y tenia coli de coba-
yo ({SCHULTZ et al. 1973; DIAMOND y HARTLE, 1976; DIAMOND,
1977), mientras gque en UGtero de rata e ileon de cobayoc no

se aprecia (DIAMOND y HARTLE, 1976).

Como se citd al principio de este punto, el esti-
mulo de receptores muscarinicos provoca, generalmente, una

respuesta contractil. Esta respuesta es bifasica (Fig. 4),
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FIGURA 4

Respuesta contractil de 1la -preparacidon fibra longitudinal-
plexc mientérico de ileon de cobayo inducida por Acetilcolina.
Obsérvense los dos componentes de la contraccién (féasico vy

tonico).
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y consiste en un componente inicial rapido (féasico) seguido
de una relajacidn parcial y un componente lento (tdnico)
{TICKU y TRIGGLE, 1976; TRIGGLE y TRIGGLE, 1976; ROSEMBERGER

et al. 1979; MITCHELSON y ZIEGLER, 1984).

La respuesta contractil provocada por Ach es muy
similar a la provocada por K+, aunque ambas pueden diferen-
ciarse por el tiempo que tardan en dJdesarrcllarse (tiempo
de latencia muscarinico), siendco la respuesta al K+ (tanto
el componente fasico como el tdnico) més rapida, mas inmedia
ta en su aparicidn; (TRIGGLE y TRIGGLE, 1976), aunque no
existen diferencias significativas en el tiempo de recupera-

cidn desde la fase tdnica hasta el equilibrio.

Como ya se ha comentado ampliamente en este apar-
tado, la contraccién muscular provocada por Ach tiene lugar
porque ésta favorece la entrada de ca®? desde el exterior
celular a través de los VOC y ademas moviliza Ca++ de los
depbsitos intracelulares. Se ha sugerido que el componente
fasico de la respuesta contrédctil provocada por Ach esta
relacionada fundamentalmente con la liberacidn de cat? age
los depbsitos intracelulares (sobre todo de 1los unidos a
la cara interna de la membrana) y que el componente tdnico
lo estd con un incremento de la entrada de catt a través

de la membrana (VOC) (CHANG y TRIGGLE, 1973; TRIGGLE y TRI-

GGLE, 1976; DANIEL et al. 1979).
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Esto podria explicar por qué Gallopamil y Nifedi-
pino (farmacos antagonistas del Ca++) tienen un efecto inhi-
bidor sobre el componente ténico de la respuesta contractil
producida por Ach, y tienen mucho mencs efecto inhibitorio

sobre la respuesta fasica (MITCHELSON y ZIEGLER, 1984).

Asi, se puede resumir por tanto que:

- El estimulo del receptor muscarinico por la Ach
provoca, generalmente, una respuesta contractil.

- Existen dos tipos de receptores muscarinicos,
unos excitatorios (postsinapticos) y otros inhibitorios (pre
sindpticos) y la Ach exdgena actfla sobre los postsinapticos
(excepto si estan blogueados).

- La aparicidén de la respuesta muscarinica sufre
un tiempo de latencia caracteristico.

- La depolarizacidn provocada por la Ach origina
alteraciones en los movimientos transmembrana, sobre todo,

+ ++ - - .
;, Ca ') y del C1 asil como incremen-

de los cationes (Na+, K
to en los niveles de GMPc.

- La respuesta contractil provocada por Ach es
bifasica y se produce por una liberacidn del Ca++ unido a
estructuras intracelulares y por un aumento del pasc del
ca’" extracelular a través de los VOC.

- Los farmacos antagonistas del cat” (Gallopamil

y Nifedipino)} inhiben selectivamente el componente lento

(tdbnico) de la contraccidn inducida por Ach siendo considera



~40-

blemente menos eficaces sobre el componente rapido (fasico).

I.4.3.- CONTRACCION PRODUCIDA POR CLORURO DE POTASIO.

Se ha estudiado la respuesta contractil producida
por soluciones hiperpotésicas en diferentes preparaciones
de miGsculo lisoc: Tenia de cobayo (IMAI y TAKEDA, 1967; ITO
y KURIYAMA, 1974; GABELA, 1978}, mGsculo intestinal (CHENG,
1976), estdmago de rata (SHINO, 1976), miometrio (OSA, 1973;
08A y KURIYAMA, 1975), musculatura circular del estdmago
del cobayo (KURIYAMA et al. 1975,1976) y misculo liso vascu-

lar (LAWSON y CAVERO, 1989).

Estas soluciones provocan en el masculo lisc con-
tracciones gue muestran un pico inicial que decae de manera
lenta hasta volver a un estado estakle a un nivel md@s baijo
(Fig. 5); al pico, se le denomina componente fasico de 1la
contraccidn y al segundo componente mas lento y mantenido,
componente tdnico (IMAI y TAKEDA, 1967; SYSON y HUDDART,
1973; TRIGGLE y TRIGGLE, 1976; BOLTON, 19279). Algunas veces
existe una pequefia inflexidn gue separa el componente fasico

del ténico (BEVAN y WATERSON, 1971; BEVAN et al. 1973).

El tamafio de ambos componentes de la contraccidn
es variable y, entre otros factores, depende de la concentra

cién de K' aplicada (BOLTON, 1979).
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COMPONENTE TONICO

COMPONENTE FASICO

1l gr

FIGURA 5

Respuesta contractil de la preparacidn fibra longitudinal-
plexo mientérico de ileon de cobayo inducida por Cloruro
de Potasio. Obsérvense 1los dos componentes de la contrac-

cidén (fasico y tdnico).
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El componente fasico de la contraccidn provocada
por ClK parece estar relacionado con la capacidad de produ-
cir potenciales de accidn (P.A.) por parte del misculo liso
estudiado (ITO y KURIYAMA, 1974); sin embargo, este mismo
tipo de componente fésico se ha descrito en algunos tipos
de misculo liso que no generan facilmente P.A., por ejemplo
en capsula esplénica (BOSE y INNES, 1975), musculatura tra-
gueal (KIRKPATRICK et al. 1975}, aorta de conejo (BOHR,
1963} y arteria intestinal de perro (WAUGH, 1962); aunque
bien es cierto gque en estos casos, el componente fasico es
s6lo un poco mayor que el tdénico y el tamafio global de 1la

contraccidn es mas pequefio.

Lo mas frecuente en musculos que no producen con
facilidad P.A., es gue el ClK origine un aumento gradual
de la tensidén hasta llegar a un maximo para después recupe-

rar la basal (VAN BREEMEN et al. 1973).

Por otra parte, HURWITZ et al. (1980) discrepan
de lo anteriormente eXpuesto y concluyen, que tanto el compo
nente fidsico como el tdnico de la respuesta contractil origi
nada por ClK son independientes de la existencia o© no de

P.A..

En preparacidn FL-PM de ileon de cobayo, las dife-

rencias de tensidn observables en las contracciones muscula-
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res provocadas por ClX dependen del flujo de entrada de cat?t

al interior celular desde el medio externo {(HURWITZ et al.
1980). Otros autores puntualizan mas esta apreciacidn y su-
gieren que esta preparacidén sumergida en un bafio que conten-
ga una solucidén hiperpotdsica sufrird una depolarizacidn
de membrana mantenida (BURNSTOCK y STRAUB, 1958; HOLMAN,
1958; SPERELAKIS, 1962), como consecuencia de &ésta se produ-
ce una apertura o ensanchamiento de los canales de cat? tipo
VOC situados en la membrana celular con la subsiguiente en-
trada de Ca’' a través de ellos (BOLTON, 1979; LAWSON y CA-
VERO, 1989) y la aparicidn de la contraccidn muscular (SPE-

RELAKIS, 1962; URAKAWA et al. 1970; KURIYAMA et al. 1975).

Parece claro pues, que las soluciones hiperpotdsi-
cas actuan disminuyendo el gradiente de K+, lo que provoca
una depolarizacidn de la membrana celular y la consiguiente
entrada de Ca++ (KURIYAMA, 1963; KURIYAMA et al. 1971).

Ambos componentes de la contraccidn originada por
ClK (fasico y tbnico) son inhibidos potentemente por verapa-
milo (HURWITZ et al. 1980), que se considera un inhibidor
del flujo de ca*t en misculo liso (GOLENHOFEN y LAMMEL, 1972
HAEUSLER, 1972) y cardiacco (KOHLHARDT et al., 1972), y lanta-
no (HURWITZ et al. 1980), que se sabe que es un farmaco que
compite con el cat”t por sus puntos de unidén en la membrana

celular (VAN BREEMEN et al. 1972); mientras que el nifedipi-
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no, farmaco antagonista del Ca++ que actua selectivamente
sobre canales de Ca'' VOC tipo L & lentos (LAWSON y CAVERO,
1989), es un potente inhibidor de la contraccidn tdnica,
y menos intensamente de la fasica, siendo la diferencia sig-

nificativa (GRBOVIC y RADMANOVIC, 1987).

Parece ser gue ambos componentes de la respuesta
contractil inducida por ClK estan mediados por la apertura
de canales de ca' ' tipo VOC pero diferentes (HURWITZ et al.

1980).

Existen diferentes teorias sobre la identificacién

de estos tipos de canales.

GOLENHOFEN (1976) y BOEV et al. (1976) denominaron
a estos tipos de canales VOC:

- Sistema P: Los cuales estarian relacionados con
la produccidn del componente fasico.

~ Sistema T: Los cuales estarian relacionados con

la produccidn del componente tdnico.

COLLIS y SHEPHERD (1979) han sugerido la existen-
cia de dos tipos de canales distintos basandose en las dife-
rencias existentes entre las contracciones producidas por
Cl1K y Ach en vena safena aislada de perro, y aungque ambos
+

- . . . . - +
canales estarlan relacionados con la movilizacion de Ca

extracelular diferirian en el namero y en otros aspectos,



._45_

de tal forma que:

- El canal activado por Ach es independiente de
la depolarizacidn de membrana y presenta una gran sensibili-
dad a isoproterenol y muy poca a verapamilo.

- El canal activado por K" es también independien-
te de la depolarizacidén de membrana, pero es relativamente

sensible al isoproterenol y muy sensible al verapamilo.

Los tipos de canales gque proponen HURWITZ et al.
(1980) no concuerdan con los descritos hasta aqui, y creen
gque son canales gque se abren porgue el x* provoca una depola
rizacién lenta y sostenida de la membrana plasmatica, y ho
es que se diferencien de otros canales operados por otros
agentes excitatorios, sino gue, simplemente no constituyen

una pcoblacidén homogénea.

Por otra parte se ha descrito gque el K™ no afecta
a la salida de Ca’' desde el interior celular (CHUJYO y HO-

LLAND, 1963) o la incrementa (CARPENTER y RUBIW, 1967}.

Ademds las soluciones hiperpotasicas liberan Ach
y NA de sus respectivas terminaciones nerviosas y, al menos,
en algunos tipos de misculo liso, esta liberacidén de trans-
misores contribuye a la formacidn de la respuesta contrictil

(LORENZ y VAN HOUTTE, 1975; SHIBATA et al. 1978).
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En apoyo de esta afirmacidn ANDERSSON vy DJARV
(1978) en estudios realizados en masculo de colon de conejo,
cbservaron que las soluciones hiperpotisicas producen alte-
raciones sobre los niveles de nucledtidos ciclicos provocan-
do un aumentc del GMPc y una disminucidn inicial y pasajera
de los niveles de AMPc, seguida de un incremento de los
mismos; pues bien, al atropinizar la preparacidn, el incre-
mento en 1los niveles de GMPc permanecia constante, pero el
decremento inicial en los valores de AMPc desaparecia, por
lo que pensaron que debilia estar mediado por una liberacidn

de Ach originada por el x*.

Por otra parte, los farmacos colinérgicos han de-
mostrado producir una disminucidn transitoria de AMPc (ANDEB
SSON, 1973), y ademas PATON y ZAR (1968) demostraron que
los iones de K provocaban la liberacidn de Ach en prepara-

cliones de miscule liso intestinal.

En contra de todo esto, se encuentran los resulta-
dos obtenidos por HURWITZ et al. (1980}, los cuales trabajan
do en musculo liso intestinal reprodujeron las respuestas
contractiles provocadas por KT antes y después de atropini-
zar las preparaciones sin obtener modificacidn alguna en
sus resultados, por lo que concluyeron que la liberacidn
de Ach no estid relacionada con la produccidén de la respuesta

P + - . . .
contractil provocada por K en musculo liso intestinal.
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Se puede resumir, por tanto, gque:

- El K" provoca una respuesta contractil en 1la
preparacidén FL-PM de ileon de cobayo en la que se diferen-
cian dos componentes: uno rapido (fasico) y uno lento (tdni-
col.

- La contraccidn originada por el K" estd relacio-
nada con el paso de iones de ca*t a través de los VOC.

- Ambos componentes de la contraccién inducida
por K+ pueden ser inhibidos de forma variable por farmacos
antagonistas del ca’™.

- La Ach, posiblemente, no estd relacionada con

la produccidn de la respuesta contractil originada por K.

I.5. FARMACQOS ANTAGONISTAS DEL CALCIO

I.5.1. DEFINICION

De acuerdo con FLECKENSTEIN (1977), un farmaco
antagonista del ca™t es agquel que inhibe la corriente lenta
de entrada de ca®™ al interior celular de una manera dosis-
dependiente y cuyo efecto debe ser reversible por iones de
Ca++.

Desde el punto de vista farmacoldgico el término
"antagonista del Ca++" puede estar sujeto a debate, puesto

gque, un farmaco antagonista es aquel que inhibe los efectos
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de otro (Atropina vs Ach o Propranolocl vs Isoprenalina).

. . ++ .
El Verapamilo y otros antagonistas del Ca ', sin
o d . ++

embargo, no inhiben el efecto de los iones de Ca , sino
- . . . . ++ -

que mas bien, impiden el paso de los 1ones de Ca a través
de canales especificos situados en las membranas celulares.
Por esta razdn se ha denominado a este grupo heterogéneo

+

de farmacos "bloqueadores de la entrada de ca (VAN HOUTTE

+

Y BOHR, 1981), "blogueadores de los canales lentos de cat
(BOU et al. 1983) o "inhibidores de 1los canales lentos de

ca™™" (NAYLER y POOLE-WILSON, 1981).

Posteriormente VAN ZWIETEN (1985) propuso la si-
+

guiente definicidn: "Los blogueadores de la entrada de cat
son compuestos cuyc mayor efecto es la inhibicidn selectiva
del flujo lento de entrada de catt que atraviesa la membrana
celular por un canal apropiado en condiciones fisloldgicas.
El efecto debe ser reversible por iones de Ca++".

Ciertos derivados del difenilmetilo, de los gue
la flunarizina es el representante mejor conocido poseen
una débil actividad antagonista del Ca++ en condiciones fi-
siolégicas (TRIGGLE y SWAMY, 1983; WAUQUIER, 1982), mientras
que son muy eficaces y potentes inhibidores de la sobrecarga
masiva de Ca ' gue se produce en determinadas situaciones

patoldgicas (isquemia). BORGERS (1985) propone para la fluna
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rizina y farmacos afines la denominacidén de "bloqueadores

de la sobrecarga de Ca++".

La Organizacidén Mundial de la Salud (0.M.S.} sugi-
ri6é al comité de expertos, discutir la definicidén y la clasi
ficacion de los farmacos utilizados para interferir el mane-
jo del cat? por las células de los diferentes tejidos. Di-
cho comité llegd a la conclusidn de que, aunque el término
"antagonistas del Ca++" no es totalmente correcto, por razo-
nes histdricas y, sobre todo, con motivo de simplificar el
tema, debia utilizarse preferentemente esta nomenclatura

a la de "blogueantes de la entrada de Ca++" o "blogqueantes

de los canales de Ca++ u otros similares (VAN HOUTTE, 1987).

Por tanto, la terminologia de "antagonistas del

Ca++ n

es la que se emplea comunmente a lo largo de esta Te~
sis Doctoral; aunque se respetarad la utilizada por cada au-

tor al hacerle referencia.

Existen otras sustancias, no relacionadas en forma
- . ++
alguna con los farmacos antagonistas del Ca (algunos anes-
tésicos locales, quinidina, lidocaina) gue son capaces de
++
actuar sobre el canal lento de Ca a la vez que bloquean
- . + - .
el canal rapilido de Na . Estos farmacos no se denominan an-

tagonistas del Ca++, sino blogqueantes del canal de Na™ { VAN

ZWIETEN, 1985), De 1la misma forma no tiene sentido incluilr
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farmacos como prenilamina, teofilina o morfina entre los
. ++ . . o

antagonistas del Ca ', s6lo porque tienen un débil efecto

antagonista del ca*?t junto a otros efectos preferenciales

mucho mas potentes (BOU et al. 1983).

I.5.2.- CLASIFICACION

Como ya se ha citado anteriormente el grupo farma-

. . ++ -
coldgico de los antagonistas del Ca es sumamente heterogé-
neo. Si ésto ya originaba controversia a la hora de designar
una nomenclatura y definicidn adecuadas, aln mds al intentar
clasificarlos. BAsi existen diferentes clasificaciones en

funcidén del autor que lo proponga.

En esta Tesis Doctoral se citan algunas de las

mas importantes.

KAZDA et al. (1983), sugieren que no existen far-
macos absolutamente especificos, y los antagonistas del ca’t
no son la excepcidn. Sin embargo, FLECKENSTEIN (1981) basan-
dose en la especificidad para inhibir la corriente lenta
de ca’t gue poseen estos farmacos, los clasificd en dos gru-
pos:

GRUPO A: - Se incluyen farmacos especificos y de potente

accidén que inhiben el complejo excitacidn/contrac

cidn dependiente de ca®t hasta un 90% antes de
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. . +
afectar a la corriente rapida de Na .

- Se subdividen en tres grupos:

I.- Farmacos "verapamilo-like": Verapamilo vy
Gallopamil.
. IT.- Farmacos "Nifedipino-like": Nifedipino, Ni-

trendipino, Nisoldipineo, Nimodipino, Nicar-
dipino, etc....

. I1I.- Farmacos "Diltiazen-like": Diltiazen.

- GRUPO B: - Son farmacos menos potentes y especificos que
los del grupo A. Inhiben el complejo excita-
cidn/contraccidn dependiente de cat® en un 50-
60% antes de afectar a la corriente rapida de
Na+.

- Se incluyen: Prenilamina, Perhexelina, Bepridil,

Cinarizina, Flunarizina.

Otra clasificacidn es la propuesta por KAUFMANN
et al. (1982). Se basa en los efectos de los antagonistas
del Ca++ sobre el denominado fendmeno en "escalera" o fend-
meno BOWDIRCH en preparaciones de misculo papilar aislado
de gato. El1 aumento de la amplitud de la contraccidn provo-
cado al aumentar la frecuencia (fenbmeno de "escalera"),
se puede modificar de tres maneras por los antagonistas del

++ . .
Ca en este tipo de preparaciones:

- GRUPO I.- Disminuyen o revierten la relacidn amplitud-fre-
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cuencia.
- Se incluyen: Verapamilo, Diltiazen y Fendiline.

- GRUPO II.- Tienen poco efecto sobre la relacidn amplitud-

frecuencia.
- Se incluyen: Nifedipinc y Prenilamina.

- GRUPO IIX.- Provocan un incremento en la respuesta contrég
til. 8Su efecto inotropc (-) desaparece a altas
frecuencias.

- Se incluyen: Perhexelina y Benciclan.

La caracteristica de tiempo-dependencia y la reversibilidad

de los efectos inhibitorios de 1los farmacos antagonistas

del Ca++ en preparaciones de ciego de c¢obayo, fueron los
fundamentos para la clasificacidn que propuso SPEDDING en

1982:

l.- Dihidropiridinas (DHP): Se unen a algun punto especifi
co del canal.

- Se incluyen Nifedipino, Nimodi
pino, Niscldipino, Nitrendipi-
noc, etc...

2.~ Verapamilo y Diltiazen: - Son farmacos que pueden regu-
lar positiva o negativamente
la unidén de las dihidropiridi-~
nas en su lugar especifico
por un mecanismo alostérico.

. : : . - ++
3.- Difenilpiperacinas: - Son farmacos con una marcada Ca

/
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dependencia.
- Se incluyen: Flunarizina y Cinari-
cina.
GODFRAIND et al. (1986) propusieron la siguiente clasifica-
cidn:

GRUPO I.- Bloqueantes de la entrada de ca’t:

- Subgrupo I-A: Sustancias selectivas para los cana
++ . .
les lentos del Ca en el miocardio

(bloqueadores de los canales lentos):

- Fenilalguilaminas: Verapamilo y
Gallopamil.

- Dihidropiridinas: Nifedipino, Ni-
trendipino, Nisoldipino, Nimo-
dipino, Nicardipino, etc...

- Benzotiacepinas: Diltiazen,

- Subgrupc I-B: Sustancias con accidn no percibida
sobre la corriente lenta de entrada
++ . .
de Ca en el miocardio.
- Difenilpiperacinas: Cinarizina y

Flunarizina.

- +
GRUPO II.- Blogueantes no selectivos de la entrada de cat™,

- Subgrupo II-A: - Sustancias que actuan en los
+4
canales de Ca y en los cana-
+

les rapidos de Na .

- Bepridil.
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-~ Subgrupo II-B: - Sustancias que actuan sobre los
++ .
canales de Ca teniendo otro

lugar primario de accidn.

En la Tabla 1, podemos observar otras clasificacio
nes propuestas por diferentes autores y algunas de las rese-

fladas especificamente en este apartado.

1.5.3.~ ESTRUCTURA QUIMICA

Desde un punto de vista quimico, los farmacos anta

. ++ -
gonistas del Ca forman, como no, un grupo muy heterogéneo;
hasta el punto de que no ha sido posible realizar una clasi-

ficacidn satisfactoria basandose en la estructura quimica.

En la Figura 6, se representa de manera esqguemati-
ca la estructura quimica de algunos farmacos antagonistas

del Ca++.

El Verapamilo y el Gallopamil, estan relacionados,
al menos guimicamente, con los beta-blogueantes, aungue no

poseen una actividad antagonista beta significativa.

El Diltiazen, como derivado benzotiazepinico, mues
tra algln parecido con las benzodiacepinas, aungue éste es

meramente quimico, no farmacoldgico.
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TABLA 1

DISTINTAS CLASIFICACIONES DE LOS ANTAGONISTAS DE Ca

EN LA LITERATURA (Tomadce de Spedding, 1985a)

—
Dihidro- Verapamil Diltiazen Difenil-
piridi- pipera-
nas cinas

Fleckenstein I I I I1
Glossman et al. IAa 1T 111 IB
Rodermkirchen et al. I1 I I III
Murphy et al. I 11 11 11

Spedding I 1T 1T 111
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DIHIDROPIRIDINAS
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NO, - —
MNifedipino CH, CH, I ND,
] Nimodipino (CH,1,CH CH, CH, DCH, I NO,
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/i N l Nicardipino CH, CHy CHpN ING,
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DIFENILPIPERACINAS
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FENILALQUILAMINAS
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CHy0 € CHLCH,CHNCH,CMy O ocH,
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R

Verapamilo:R=H
Galopamil: R =0CH,

BENZOTIAZEPINAS

@

S
OC-CH, Diltiazen

f;l
g
CH2-NICH,;l,

CH

FIGURA 6

Estructura guimica de alguncs de los mds importantes anta-

gonistas del cat?.
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Se ha propuesto una relacidn estructura-actividad
para las dihidropiridinas (MANDEHOLD et al. 1982; RODENKIR-
CHEN et al. 1982), cuya estructura gquimica se representa
en la Figura 7. Otros autores como KAZDA et al. (1983) pien-
san que las diferencias fisico-quimicas entre los antagonis-
tas del Ca++, y especlalmente entre las dihidropiridinas,
son las responsables de su especificidad tisular. El comité
de expertos de la 0.M.S. sugirid gque existe relacidn entre
la estructura y la actividad de estos farmacos, basandose,
tal vez, en gque farmacos pertenecientes al mismo subgrupo
{dihidropiridinas), con estructuras guimicas muy similares
tuvieran efectos tan dispares (agonismo y antagonismo) (VAN

HOUTTE, 1987).

I.5.4.~ MECANISMO DE ACCION DE LAS DIHIDROPIRIDINAS

I.5.4.1.- PUNTO DE UNION DE LAS DIHIDROPIRIDINAS.

Sabemos gue los agonistas y antagonistas del ca’?t

de tipo dihidropiridinico, actidan sobre canales de ca’ "
VOC, y mas especificamente sobre el subtipo L (lento) (NI-
LTIUS et al. 1985; NOWICKI et al. 1985; HIRNING et al. 1988).
También sabemos gue la inactivacidn de los VOC sucede por
dos mecanismos, depolarizaciédn y/o acumulacidén de ca®t en

el extremo citoplasmatico del canal (ECKERT y CAHD, 1984;

GREENBERG et al. 1985b).
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FIGURA 7

Estructura quimica de las dihidropiridinas antagonistas del ca*™ utilizadas en 1la

realizacitn de esta Tesis Doctoral.
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Parece claro que para gque un farmaco produzca su
efecto debe acoplarse en su punto de destino o "punto de
unidén”. Las dihidropiridinas se unen en un punto de la mem-
brana gque estda asociado a los canales del Ca++ tipo VOC
(GLOSSMAN et al. 1982). Esta unidén de las dihidropiridinas
es saturable, tiene alta afinidad (su constante de disocia-
cidn es baja: Kd = 0.1-3 nM) y se puede interferir de manera
competitiva por otras dihidropiridinas, difenilalquilaminas
y los inhibidores de la calmodulina (GLOSSMAN et al. 1982;
MURPHY et al. 1983) y de manera alostérica el Verapamilo
disminuye la intensidad de esta unidn, mientras gque el Dil-

tiazen, la aumenta (GLOSSMAN et al. 1982).

El estudio de estos puntos de unidén de alta afini-
dad se mejord considerablemente con la inclusidn en los tra-
bajos de investigacidn de dihidropiridinas marcadas (|3H|

DHP) .

Asi se encontrd gue el lugar de maxima densidad
(Bmax.) de estos puntos de unidn dependia del ligando utili-
zado (FERRY et al. 1983a) mientras gque en otros estudios,
utilizando diferentes ligandos se hallaron valores de Bmax.
similares (VENTER et al. 1983; JANNIS et al. 1984ab) LEE et

al. 1984; GREENBERG et al. 1985b).

Por otra parte, también se ha descrito un segundo
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punto de unidén de baja afinidad para dihidropiridinas, con-
cretamente I3H|Nitrendipino, en el corazdén (BELLEMAN et al.
1981; VAGHY et al. 1984a; VAGHY et al. 1984b), arterias
(TRIGGLE et al. 1982) vy cultivos de miocitos cardiacos

(MARSH et al. 1983}.

Trabajos mas recientes recogen la existencia de
un punto de unidn para otra dihidropiridina (EBHiNmmdipino)
en glébulo rojo humano con unas caracteristicas muy particu-
lares (relativamente baja afinidad y estereoselectividad
inversa al punto de unidn clésico de las dihidropiridinas)

{STRIESSNIG et al. 1985%a,b).

GREEN et al. (1985) y SCHWARTZ et al. (1985) des-
criben la presencia de puntos de unidén de baja afinidad,
gque al reducirse el potencial de membrana se transforman

en puntos de alta afinidad.

- Localizacidn subcelular de la unidén de las Dihi-

dripiridinas.

El punto de unidén de las dihidropiridinas difiere
en su localizacidn en funcidn del tipo de célula del que
se trate. Asi, en células de misculo liso la localizacidn
de los puntos de unidn especificos para estos farmacos se

encuentran intimamente ligado a la membrana plasmética (GRO-
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VER et al. 1984; GODFRAIND y WIBO, 1985), mientras gque en
células de misculo esquelético, se encuentra en los tabulos

T (FOSSET et al. 1983; BRANDT, 1985).

Por otra parte, estudios realizados mediante auto-~
rradiografia con i3H|Nitrendipino en cerebro de rata, indi-
caron una distribucidén preferencial de los puntos de unidn
en zonas de sinapsis (MURPHY et al. 1982). Estos datos sobre
Sistema Nervioso Central (SNC) han sido corroborados poste-
riormente por otros autores (JANIS y SCRIABINE, 1983; SNYDER
1984; MIDDLEMISS y SPEDDING, 1985) gque adem&s sugieren, que
estos puntos de unidn estdn en, o se encuentran ligados a
canales de Ca . Trabajos realizados por BELLEMAN et al.
{1983) con \3H|Nimodipino atribuyen a estos puntos propieda-
des como saturabilidad, reversibilidad y estereoselectivi-

dad.

M&s reclentemente se ha descrito, que el punto
de unidn de las dihidropiridinas estd relacionado con algln
lugar clave del canal de cat? tipo VOC, probablemente, un

sensor de voltaije (BRUM y RIOS, 1986).

. ++ .
Sin embargo, no todos los canales de Ca tipo

VOC tienen alta afinidad por las dihidropiridinas; ademas

la afinidad de é&stas por sus puntos de unidn varia, en am-

plio margen, en funcidn del estado del canal (TRIGGLE, 1988).
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- Caracteristicas fisico-gquimicas de los puntos

de unidén de las Dihidropiridinas.

El puntc de unidén de las dihidropiridinas es termo
sensible (MARANGOS et al. 1982), de tal forma gue al dismi-
nuir la temperatura de 37¢C a 02C, disminuye la Kd aunque
no se afecta la Bmax. de los mismos (GL(CSSMAN et al. 1985).
Esta termosensibilidad desaparece al tratar dicho fpunto de
unidén con fosfolipidos (GLOSSMNAN et al. 1982; FOSSET et al.

19¢3; BOLGER et al, 1983),

El punto de unidén parece estar constituido por
ur.a glicoproteira {(CURTIS y CATTERALL, 1984}, gue probable-
mente estid engarzada alostericamente a puntos de union para
otras clases ecstructurales de ligandos de canales de cat?

(TRIGCGLE, 1988). Esta i1dee concuerda con el modelc propuesto

por GLOSSMAN et al. (1985) (Figura 8).

La glicoproteina, tiene un PM variable segin su
localizacidn: SNC y masculo esquelético 200.000 (FERRY et
al. 1983b; GOLL et al. 1983; NORMAN et al. 1983}; ilieon
280.000 (VENTER et al. 1983). Al purificarla se han obtenido
tres polipéptidos con diferentes PM: 160.000, 55.000 y 33.000

(CURTIS y CATTERALL, 1984), incluso se han identificado
componentes no polipeptidicos de PM 60.C00 (RENGASAMY et

al. 1985).
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DIHIDROPIRIDINAS

VERAPAMILO DILTIAZEN

FIGURA 8

Modelo de los puntos de unidén para dihidropiridinas, vera-
pamilo y diltiazen en el canal de Ca++, segin GLOSSMAN et
al. (1985). Las flechas simbolizan la interaccién alostéri-
ca positiva (+) o negativa (-) entre subunidades y con el

lugar o lugares de unidn del ca*?.
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GALIZZI et al. {(1986) encontraron gque los puntos
de unidén para dihidropiridinas y los de otros antagonistas
del ca’® se encuentran en una sola cadena polipeptidica de

PM 170.000.

El acoplamiento de las dihidropiridinas en su pun-
to de unién depende de 1la presencia de cationes divalentes,
incluyendo Ca'' (GOULD et al. 1982; TRIGGLE y JANIS, 1984;
GLOSSMAN y FERRY, 1985), lo gue puede sugerir que dicho pun-
to de unidn esté engarzado a un lugar de interaccidn catid-
nica asociada con la funcién del canal (TRIGGLE, 1988). Una
vez que la dihidropiridina se acopla en su punto de unidn
(excepto en el caso del BAY K 8644) induce la fosforilacibn

de una proteina de PM 32.000 constitutiva del mismo (HORNE

et al. 1984).

I.5.4.2.- INTERACCIONES ENTRE DISTINTOS TIPOS DE ANTAGONIS-
TAS DEL Ca++ EN EL. PUNTO DE UNION DE LAS DIHIDROPI

RIDINAS.

- Efecto de las difenilpiperacinas:

Flunaricina y Cinaricina, son farmacos capaces
de desplazar completamente a las dihidropiridinas de su lu-
gar de unidén (HOLCK et al. 1982; BOLGER et al. 1983; LINDNER

et al. 1984), incrementando la disociacidén entre dihidropi-
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ridina y su receptor, tal vez de forma alostérica, como 1o
hace el Verapamileoc (MURPHY et al. 1983; MESSING et al. 1985).
Dicha accidén es mas potente en ileon, que en corazdén o cere-

bro (EHLERT y YAMAMURA, 1984).
- Efecto de las fenilalquilaminas:

Verapamiloc y Gallopamil inhiben la unidén de 1las
dihidropiridinas de manera concentracién-dependiente hasta
un maximo de 30-60% en la mayoria de los estudios realizados
en cerebro, corazén y membrana de misculce liso (FERRY et

al. 1985).
- Efecto del Diltiazen:

Los resultados obtenidos con este farmaco son muy
dispares, probablemente debido a la gran influencia de 1la
temperatura en la accién del D-cis-Diltiazen, aungue, en
general, puede considerarse su interaccidn con el punto de
unidén de las dihidropiridinas, como alostérica positiva (DE
POVER et al. 1983; BOLES et al. 1984; FERRY y GLOSSMAN,

1984) .

- Efecto de las Dihidropiridinas en la unidn de

: ++
otros antagonistas del Ca :

- Fenilalquilaminas (Verapamilo):
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Las dihidropiridinas impiden la unidén del vVerapamilo a
su receptor de manera esteroespecifica y a las mismas con-
centraciones gue precisan para unirse a sus puntos de
unidén en misculo esquelético (GALIZZI et al. 1984; GOLL
et al. 1984) o hipocampo (FERRY et al. 1984).

Por otra parte, hay trabajos que describen que el l3H!Ni—
trendipino no inhibe la unidn del Verapamilo a sus recep-
tor, probablemente, porque el receptor de éste se encuen-
tra localizado en la cara interna de la membrana celular,
y alli las dihidropiridinas, no actuan (GARCIA et al.

1984).

- Diltiazen:
El efecto de las dihidropiridinas es temperatura-dependien
te. Asi en misculo esquelético y a baja temperatura, impi-
den la unidén del D-cis-diltiazen, pero conforme aumenta
la temperatura este efecto se invierte, probablemente por
aumento de la Bmax. para el diltiazen (GLOSSMAN et al.

19835} .

I.5.4.3.- CORRELACION ENTRE ACOPLAMIENTO Y ACTIVIDAD FARMA-

COLOGICA.

- Masculo liso.

Se han realizado muchos trabajos en musculatura
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lisa intestinal, que comparan la afinidad de las dihidropiri
dinas por su punto de unidén con su potencia farmacoldgica
(BOLGER et al. 1982; BOLGER et al. 1983; GODFRAIND y WIBO,

1985).

Existe una correlacidén 1l:1 entre la inhibicidn
de la unidén de |3H|Nitrendipino y la inhibicidn de la res-
puesta mecidnica inducida mediante depolarizacidn con K.
La respuesta provocada por estimulo de los receptores musca=-
rinicos fue menos sensible al efecto inhibitorio de las dihi
dropiridinas, de tal forma que los valores IC50 necesarios
para inhibir el componente tdnico de la contraccidn inducida
por Ach fueron 10 veces mayores que los gue hicieron falta

para inhibir el acoplamiento de las dihidropiridinas a su

punto de unidn (VENTER et al. 1983).

SPEDDING y BERG (1984) han observado que el BAY
K 8644 (dihidropiridina con actividad agonista del Ca++)
no antagoniza el efecto inhibitorio que producen la difenil-
piperacinas en las contracciones inducidas por Ca++ o por
depolarizacidn con K' en misculo liso no vascular y, sin

embargo, si revierte la inhibicidén producida por otras dihi-

dropiridinas (antagonistas del Ca++), Verapamilo o Diltiazen.

Por otra parte, en trabajos realizados en arteria

mesentérica de rata y perro, la Kd de !3H|Nitrendipino, fue
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20 veces menor que la IC de Nitrendipino necesaria para

50
inhibir la contraccidn inducida por x* (WOLLHEIM et al. 1984},
mientras que otros estudics realizados en miometrio de rata
demuestran que la potencia inhibitoria de las dihidropiridi-
nas en las contraccicnes inducidas por KT concuerda con la

afinidad de éstas por su punto de unidn (BATRA, 1985; GROVER

vy OAKES, 1985).

- Misculo cardiaco

El acoplamiento de 1las dihidropiridinas con su
punto de unidén, muestra caracteristicas semejantes en las
preparaciones de membrana de célula cardiaca y en las de

masculo liso (GOULD et al. 1984; SARMIENTO et al. 1983).

Estudios realizados con farmacos similares a Nife-
dipino demostraron gue no existe correlacidn entre afinidad
por el punto de unidén y potencia como agente inotropo (-)

(JANIS et al. 1984b).

- . ++
En general, los farmacos antagonistas del Ca

tienen una potencia similar en misculo cardiaco y en misculo

liso (SCHRAMM et al. 1983a,b}.

- Misculo esguelético

La localizacidén de los puntos de unidén de las dihi
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dropiridinas en los tidbulos T estd relacionada con la con-
centracidn de canales de Ca++ tipo VOC en esta zona (ALMERS
et al. 1981). Algunas opiniones discrepan de ésta y sugileren
gque el nlimero de puntos de unidn es mucho mayor gue el nime-
ro de canales de Ca++ tipo VOC activados en esta zona {GLOSS
MAN et al., 1983a) sin embargo, al igual que sucede en el
masculo cardiaco, hace falta mayor concentracidn de farmaco
para bloquear el paso de Ca++ a través del canal que para
gue se produzca el acoplamiento de la dihidropiridina con

su receptor (ALMERS y McCLESKEY, 1984).

- Tejido nervioso

Los puntos de unidn de alta afinidad para dihidro-
piridinas en el cerebro son muy similares a los descritos

para musculo cardiaco y misculo liso.

Como se citdé anteriormente (I.5.4.1), los puntos
de unidn a nivel cerebral no se circunscriben exclusivamente
a los vasos sanguineos, sugiriéndose una localizacidén sindp-
tica (MURPHY et al. 1982}. MARANGOS et al. (198B2) describe
la distribucidén regional de los puntos de unidn de DHP en
el cerebro, de forma que, hipocampo, nacleo caudado y corte-
za cerebral presentaron una densidad de puntos de unidn de

2 a 5 veces mayor gque hipotdlamo, cerebelo y tronco cerebral.
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La densidad de puntos de unidn para dihidropiridi-
nas y su afinidad es dependiente de la edad en ratones vy
ratas (ERMAN et al. 1983; KAZAZOGLOU et al. 1983; GOVONI
et al. 1985). Por otra parte, sdlo existen evidencias limita
das de que las dihidropiridinas sean eficaces en la regula-
cidén de la entrada de Ca++ en preparacicones neuronales (KWAN

et al. 1985).

MIDDLEMISS vy SPEDDING (1985) sugirieron que el
BAY K 8644 favoreceria gue los canales de cat?t presinédpticos
fueran mas sensibles a los antagonistas del ca®?t organicos,
debido a que produce un aumento en la liberacidn de 5-HT
provocada por K" en cortex cerebral, y este efecto es anta-
gonizado por bajas dosis de antagonistas de catt.

Este peculiar comportamiento de los antagonistas
del Ca++, se ha tratado de explicar, sugiriendo gque en el
cerebro pueden existir canales de cat? que, bajo determina-
das circunstancias, quedarian enmascarados (MIDDLEMISS vy
SPEDDING, 1985), o por la existencia de varios tipos de cana
les de ca'’ VOC, de los gue sdlo algunos son sensibles a
dihidropiridinas (GODFRAIND et al. 1986) o porgque algunos
canales de Ca++ pierden su actividad en membranas aisladas

{NILTUS et al. 1985).

Lo gque parece claro es que los puntos de unidn
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para DHP en el cerebro deben tener un papel fisioldgico lle-
gandose incluso a especular con la existencia de alguna sus-
tancia endbgena desconocida similar a DHP (RANKUMAR y EL-

FAKAHANY, 1986).

I.5.4.4.- INTERACCION CON CALMODULINA.

La mayorlia de las dihidropiridinas, el Verapamilo

y el Diltiazen, tienen poca afinidad por la Calmodulina
( ITO et al. 1984). Sin embargo, existen coinci-
dencias entre los antagonistas de la Calmodulina y los far-
macos antagonistas del Ca++ gue se podrian explicar por la
existencia de una proteina con capacidad de unirse a estruc-
turas similares a la Calmodulina, gue se encuentra en, O
estd asociada al canal de ca'’ (JOHNSON, 1984; LUCHOWSKI

et al. 1984}.

En general, les antagonistas del ca*t no producen

efectos asociados al antagonismo de la Calmodulina, y es

: . + .

cuestionable si ésta, forma parte del canal de Ca * y si
+

. +
es o0 no un receptor para alguncos antagonistas de Ca (GOD-

FRAIND et al. 1986).

1.5.4.5.~ INTERACCION CON RECEPTORES ALFA-ADRENERGICOS.

En cierto sentido podria entenderse que los antago
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nistas irreversibles alfa~adrenérgicos actuan reproduciendo
los efectos de los antagonistas del Ca++; ya qgue s0n capaces
de inhibir las contracciones provocadas por depolarizacidn
inducida por K" en aorta de conejo {SHIBATA y CARRIER, 1967)
y en tenia coli de cobayo (SHIBATA et al, 1968), lo gque suge
riria gque son capaces de inhibir la depolarizacidn provocada
por entrada de Ca++ extracelular en el misculo liso (SHIBATA

et al. 1968).

La Fenoxibenzamina (antagonista alfa-adrenérgico
irreversible) bloguea irreversiblemente la unidn de i3HlNi-
trendipino con su receptor por disminuir la Kd sin afectar
la Bmax., probablemente por un efecto alostérico (GENGO et

al. 1584).

+

Por otra parte, algunos antagonistas del ca® (Ni-

cardipino y Gallopamil) interactuan con receptores alfal-
adrenérgicos y desplazan a sus ligandos especificos (PLOTER

y ATLAS, 1983).

Estos hechos han llevado a la hipdtesis de que
puede existir algin tipo de interaccidn entre receptores
alfa-adrenérgicos y canales de Ca++, vy se ha planteado la
posibilidad de que ambas estructuras se solapen en la membra
na celular, de tal forma qgue un cambio en la configuracidn

de una afecte a la otra (GODFRAIND et al. 1986).
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I.5.4.6.- OTROS LUGARES DE INTERACCION.

Se han descrito otros lugares de actuacidn de los

. ++ . .
antagonistas del Ca en estudios realizados en membrana
alslada y estructuras intracelulares aisladas; el estudio
de estos lugares de accidn, puede contribuir a tener un me-

jor perfil farmacoldgico de los antagonistas del Ca++.

- Membrana plasmatica.

- Intercambio Na+/Ca++:

Algunas dihidropiridinas, como Nicardipino, inhi-
ben hasta un 60% el intercambio Na+/Ca++ en las vesiculas
endoplasmicas de la célula cardiaca (TAKEO et al. 1985).
Este intercambio es un mecanismo muy importante para la sali
da del Ca'' de las células cardiacas. Es posible que la inhi
bicidén de este mecanismo por Nicardipino, explique por qué
tiene menor efecto inotropo (-) gque Nifedipino, a pesar de
tener mayor afinidad por los canales de Ca++ (BRISTOW et

al. 1984).

- Transporte de ca™? dependiente de ATP:

El Nifedipino estimula el transporte de cat? depen
diente de ATP en la célula cardiaca aproximadamente en 50-
60% en sentido de dentro a fuera (DAVID DU-PILHO et al.

1984). Es posible gue este mecanismo esté relacionado con
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el efecto antihipertensivo del Nifedipino (GODFRAIND et al.
1986). HERSMEYER (1983) sugirid gque el Nitrendipino tenia

efectos similares sobre misculo liso wvascular.

- Na+/K+ ATPasa:

Las dihidropiridinas ejercen diferentes efectos
sobre la Na+/K+ ATPasa; asi, el Nimodipino aumenta su acti-
vidad en membranas aisladas de aorta y en conducto deferen-
te, aungue no lo hace ni en corazdn ni en cerebro (PAN vy
JANIS, 1984). El Nitrendipino posee un efecto menor que Ni-
modipine y Nifedipino. Verapamilo y Diltiazen fueron total-

mente inactivos.

- Nucledtido transportador:

En el apartado I.5.4.1l., se mencicna que existe
un punto de unidn en eritrocito humano para Nimodipino
{STRIESSING et al. 1985a,b); dicho punto de unidn se identi-
ficd como el nuclebtido transportador de adenosina al inte-
rior celular (STRIESSING et al. 1985a). El Nimedipino, inhi-
be con gran potencia y de manera competitiva el transporte
de adenosina al interior celular. Diltiazen y Verapamilo

lo hacen con menos potencia (FORD et al. 1985).

- Reticulo sarcoplismico y mitocondria.

En general, los antagonistas del ca’t pueden in-
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fluir en el secuestro de Ca'~ por las vesiculas del reticulo
sarcoplasmico de misculo cardiaco y esquelético (COLVIN et
al. 1982; WANG et al. 1984); aunque para ello requieren ele-
vadas concentraciones de farmaco, siendo el Diltiazen, el

que se ha mostrado mas potente (HIRATA y INAMITSU, 1983).

I.5.5. CARACTERISTICAS FARMACOCINETICAS Y FARMACODINAMICAS

DE LAS DIHIDROPIRIDINAS.

A pesar de gque las dihidropiridinas son compuestos
con una estructura guimica muy similar, poseen caracteristi-
cas farmacocinéticas y farmaceodindmicas Jdiferentes gue se

detallan a continuacidn.

I.5.5.1.- CARACTERISTICAS FARMACOCINETICAS

Debido al auge gue ha experimentado el uso c¢linico
de los antagonistas del Ca++, y entre ellos de las dihidro-
piridinas, en los Ultimos 10 afios, son muy numerosos los
estudios realizados sobre el comportamiento farmacocinético
de estas sustancias (KLEINBLOESEM et al. 1984; KUHLMAN et
al. 1986; RAMSCH et al. 1986; AHR et al. 1987; MEREDITH et

al. 1988; KROL et al. 1988).

Las dihidropiridinas son compuestos que sufren

un intenso metabolismo hepatico (BAARNHIELM y HANSSON, 1986)
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los metabolitos son inactivos y deshidrogenados (RAMSCH vy
SOMMER, 1983; MEYER et al. 1983a,b; KANH et al. 1984; SCHER-

LING et al. 1987).

La absorcidén de las dihidropiridinas tras su admi-
nistracidén via oral (v.o.) es muy répida cuando se adminis-
tran en solucidn con agua y disolvente orgdnico (polietilen-
glicol, etanol o cremophor) (RAMSCH et al. 1986; AHR et al.

13875 .

Las concentraciones plasmaticas mdximas que alcan-
zan las dihidropiridinas estan en relacidn con la dosis ad-
ministrada, siendo, para dosis similares, el Nifedipino el
que alcanza la concentracidn plasmdtica mayor, y el Nisoldi-

pino la menor (RAMSCH et al. 1986: AHR et al. 1987).

Tras la administracidén oral, la biodisponibilidad
de estos compuestos es, en general, muy baja, probablemente
debido a su intenso primer paso metabdlico hepético (KLEIN-
BLOESEM et al. 1984; RAMSCH et al. 1986; VAN HARTEM et al.

1987} (Tabla 2).

La Figura 9, muestra como actuan los enzimas hepa-
ticos sobre el nlcleo principal de la molécula de las dihi-

dropiridinas.
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TABLA 2

PRINCIPALES PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE NIFEDIPINQO, NIMO-

DIPINO, NITRENDIPINO Y NISOLDIPINO TRAS INFUSION INTRAVENOSA

CONTINUA (excepto *)

et al. 1987}.

(Modificado de Ramsch et al.

1986 y Ahr

PARAMETRO

NIFEDIPINO NIMODIPINO NITRENDIPINO

NISOLDIPINO

ABSORCION¥*

90% 90%

80%

—
90%

BIODISPO-
NIBILIDAD®*

40-60% 5-10%

10-30%

VOLUMEN

DE
DISTRIBU-
CION (1/kg)

VIDA
MEDIA (h)

12,4 + 4,2

UNION A
PROTEINAS
(%)

92-98 98

97-99

99

ACLARA-
MIENTO
(1/h)

0,06 18,7

35,4

11'2

*Administracidn via oral.
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FIGURA 9

Modo de accidn de los enzimas hepdticos en la molécula prin

cipal del nucleo de las DHP.
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Los procedimientos mads utilizados para detectar
farmaco inalterado y/o sus metabolitos son: espectrometria
de masas (HIGUCHI y SHIOBARA, 1978), cromatografia de gases
con deteccidn de captura electrdnica (JAKOBSEN et al. 1979)

y cromatografia liquida de alta presidén (PIETTA et al. 1981).

En las Figuras 10, 11, 12 y 13 se muestran los
metabolitos mé&s importantes de las dihidropiridinas antago-
nistas del Ca++ utilizadas en la realizacidn de este traba-

jo.

En resumen, se puede decir que las dihidropiridi-
nas, sufren los siguientes pasos metabdlicos (MEYER et al.
1982a,b; SCHERLING et al. 1987) (Fig. 9):

1l.- Deshidrogenacidén del sistema 1,4 dihidropiridina.

2.- Hidrolisis de los grupos ésteres.
3.- Hidroxilacidn del grupo metilo.
4.- Conjugacidn con acido glucurdnico (sbélo en bilis).

El Nifedipino, es una molécula con un bajo volumen
de distribucidn tras un bolc de inyeccidn intravenosa (RAMSCH
y SOMMER, 1983; KLEINBLOESEM et al. 1984) que consigue eleva
das concentraciones plasmiticas en relacidén con 1la dosis
(RAMSCH et al. 1986); por otra parte, Nitrendipino, Nimodi-
pino y Nisoldipino, alcanzan bajas concentraciones plasmati-
cas vy tienen un buen volumen de distribucidn (RAMSCH et al.

1986; AHR et al. 1987).
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Ruta metabdlica de NF y sus principales metabolitos.
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Ruta metabdlica principal de NM y sus metabolitos mas importantes.
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El caréacter lipofilico de estas moléculas les con-
fiere una relativa facilidad a la hora de atravesar barreras
orgénicas; especial mencidn requiere la facilidad y rapidez
con las gque el Nimodipino atraviesa la Barrera Hemato-Ence-
fdlica (B.H.E.), debido probablemente, a una mayor lipofilia
que el resto de sus compafieros de grupo (VAN DER KERKHOFF
y DREWES, 1989), lo que hace gue tenga una proyeccidn clinica

diferente que al resto de las dihidropiridinas,

En la Tabla 2, se resumen las principales caracte-
risticas farmacocinéticas de las dihidropiridinas antagonis-
++ Lo . . :
tas del Ca utilizadas en la realizacidn de esta Tesis Doc-

toral.

En orina humana no se detectan dihidropiridinas
en forma activa, o si se detectan, es en cantidades despre-
ciables (MEYER et al. 1983a,b; RAMSCH et al. 1986; AHR et al.
1987; SCHERLING et al. 1987). La cantidad de farmaco, © me-
jor, de sus metabolitos que aparecen en orina, varia para
cada dihidropiridina; asi la eliminacidén urinaria de Nisol-
dipinc ¢ sus metabolitos se realiza en un 70% (SCHERLING
et al. 1987; AHR y KUHLMAN, 1988), el Nifedipino en un 50%
(KLEINBLOESEM et al. 1984), el Nitrendipino en un 30% (KANN

et al. 1984) y el Nimodipino en 15% (BUEHNER y RAMSCH, 1984).

La eliminacidén de farmaco en forma activa © sus
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metabolitos por heces o bilis, salvo para el Nisoldipino,

es mayor gue la urinaria en todos los casos.

I.5.5.2.- CARACTERISTICAS FARMACODINAMICAS.

Este aspecto ya se ha expuesto, aungue de manera
general en el apartado I.5.4.. No obstante, debido a que
existen ciertas diferencias en el comportamiento farmacodi-
nadmico de estos compuestos, se afiadir@n algunos matices de

importancia.

El ca'' es un catién divalente gue interviene en
multitud de procesos celulares vitales, aungue, tal vez,
uno de sus papeles mas importantes se produce en las células
musculares (cardiacas, lisas vasculares, lisas no vascula-
res). Las dihidropiridinas se unen a lugares de alta afini-
dad en éstos y otros tejidos para ejercer su accidn antago-

nista del Ca++

(FLECKENSTEIN, 1977; BELLEMAN et al. 1981;
EHLERT et al. 1982). Sin embargo la relacidn entre la unidn
de las dihidropiridinas al canal y el blogueo de éstos, aln

no estd claro.

En tejidos comoc corazdn y cerebro, no se conocen
bien los efectos de las bajas concentraciones de dihidropi-
ridinas en la funcidn fisiolbgica, aungque se sabe que existen

zonas con gran densidad de lugares de unidn de alta afinidad
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{JANIS y SCRIABINE, 1983; MILLER y FREEDMAN, 1984).

Por otra parte se sabe que la cantidad de dihidro-
piridina necesaria para bloquear el canal es de 100 a 1000
veces mayor gue la que hace falta para que se produzca el
acoplamiento del compuesto a su punto de unidn (KASS, 1982;
LEE y TSIEN, 1983)., :Es que la unidn a los lugares de alta
afinidad y el bloqueo del canal no estan relacionados? (BEAN

1984).

La eficacia clinica de las dihidropiridinas con
actividad antagonista del Ca++ (sobre todo Nifedipino, Nimo-
dipino y Nitrendipino)} se basa en gque inhiben selectivamente
las contracciones del miGsculo liso (vascular} sin afectar
de forma apreciable la capacidad contréactil del misculo car-
dlaco (BEAN et al. 1987), a pesar de que en ambos tipos mus-
culares existen gran densidad de lugares de alta afinidad

++ - _
y los canales de Ca son de caracteristicas similares.

La explicacidn, podria ser, que las dihidropiridi-
nas (sobre todo Nifedipino y Nitrendipino), sdlo actuan a

. . ++
concentraciones bajas sobre canales de Ca

voC tipo L (len-
tos) que parecen presentar diferentes subtipos en funcidn
del tejido donde se encuentren (BEAN et al. 1987). Los cana-
les de cat’ tipo T, también serian sensibles a la accidn

de las dihidropiridinas, pero a concentraciones de farmaco

mucho méds elevadas (BEAN et al. 1987).
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Por otra parte, ya se ha descrito en esta Tesis
Doctoral, gque el canal de Ca++ puede encontrarse en tres
estados diferentes: Reposco (R), Activado (A) e Inactivado
{I) {SANGUINETTI y KASS, 1984) y algunos autores han demos-
trado que el estado en el gue se encuentre el canal depende
del potencial (voltaje) de membrana celular (BEAN et al.
1987; KASS et al. 1987), de tal forma que el canal se en-

cuentra en estado (I} cuando la célula se encuentra depola-

rizada (KASS et al. 1987}).

La hipdtesis del receptor modulado (HILLE, 1977;
HONDEGHEM y KATZUNG, 1977), propuesta para explicar el blo-
gueo de los canales de Na™ por los anestésicos locales, su-
giere que los farmacos que bloguean la conduccidn de un ca-
nal determinado actuan sobre diferentes estados del canal,

los cuales son voltaje-dependientes.

Apoyandose en esta hipbtesis se ha propuesto gue
las dihidropiridinas tienen una especial afinidad por 1los
canales de Ca'' tipo VOC-L en estado (I) (BEAN et al. 1987;
KASS et al. 1987). El que en el mGsculo liso vascular en
reposo, una gran fraccidén de los canales se encuentre en
estado (I) (susceptibles de una gran potencia de bloqueo},
mientras que en tejido cardiaco se encuentren en estado (R)
(baja afinidad para el acoplamiento con dihidropiridinas),

podria explicar por gué con 1las dihidropiridinas predomina
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el efecto vascular sobre el cardiaco (BEAN et al. 1987).

Otra explicacidn, puede ser, que las dihidropiri-
dinas tardan un tiempo (varios minutes) en unirse al canal.
En el ciclc de los canales de Ca++ en el mUsculo cardiaco,
el tiempo que Se encuentra el canal en estado (I} es de 200-
600 mseg. por lo gque las dihidropiridinas no tienen tiempo

material de unirse a &1 (BEAN et al. 1987).

Esta carencia de efecto directo sobre tejido car-
diaco y potente efecto vascular, hace que las dihidropiridi-
nas (sobre tode Nifedipino, Nitrendipinc y Nisoldipino) se
utilicen preferentemente en el tratamiento de Hipertensiodn
arterial, Angina de pecho, Infarto de miocardio, Insuficien-
cia Cardiaca y Alteraciones Vasculares Periféricas (Fendmeno

de RAYNAUD) entre otros.

El Nimodipino, tiene acciones preferentemente ce-
rebro-vasculares (KAZDA y TOWART, 1982) asi como heurc y
psicofarmaceoldégicas (HOFFMEISTER et al. 1982). Como no exis-
ten puntos de unidn exclusivos para Nimodipino en cerebro,
sino gque también existen para otros antagonistas del Ca++,
incluso no dihidropiridinicos (FERRY et al. 1984), la expli-
cacién para su efecto a nivel del SNC viene dada porque el

Nimecdipino atraviesa la B.H.E. c¢on mucha mayor facilidad

que sus compafieros de grupo farmacoldgico, debido a que es,
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con mucho, la molécula mas lipcfilica (VAN DER KERCKHOFF

y DREWES, 1989).

Al ejercer su accidén fundamentalmente, pero no
exclusivamente sobre sistema vasculo-cerebral y también neu-
ronal, el Nimodipino se indica fundamentalmente en procesos
neuroldgicos que cursen con isquemia y/o hipoxia (sobre todo
Hemorragia Subaracnoidea), Migrafias y también en algunas
enfermedades cardiacas (tratamiento de apoyo en la resucita-

cidn tras Fibrilacidn Ventricular).

I.6.~- FARMACOS AGONISTAS DEL Ca++

SCHRAM et al. (1983b) describieron gque pequeias
variaciones llevadas a cabo en la molécula de Nifedipino
originan otra dihidropiridina con efecto diametralmente o-
puesto al de los antagonistas del cat?t (Fig. 14), tanto
sobre misculo cardiaco (efecto inotrdpico (+)) como sobre
misculo liso (contraccidn muscular). Estos efectos son inhi-
bidos competitivamente por Nifedipino (SCHRAM et al. 1983b,

KULLAK et al. 1987; BOURSON et al. 1989).

Uno de los compuestos mas representatives de estos
farmacos agonistas del ca’™t es el metil-1l,4-dihidro-2,6-dime
til-3-nitro-4-(2-trifluorometilfenil)-piridina-5-carboxilato

(BAY K 8644) (Fig. 14).
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I.6.1.- BAY K 8644

I.6.1.1.~ ESTRUCTURA QUIMICA

El BAY K 8644 es un farmaco agonista de los canales
++ . . . .
de Ca gue se obtilene tras la sustitucidn en el anillo aro-

matico de la molécula de Nifedipino de un grupo CF. por uno

3

NG, y de un NO, en posicidén 3 del anillo de las dihidropiri-

2 2
dinas, en vez del grupo ester del Nifedipino (Fig. 14). Sdlo
esta Ultima modificacidn parece ser esencial para conferir

. . +4 - -
la propiedad agonista del Ca a esta nueva molécula asi

formada (GODFRAIND et al. 1986).

El BAY K 8644, presenta un carbono asimétrico en
posicidén 4 del anilleo de las dihidropiridinas (Fig. 14),
lo que implica la existencia de 2 enantidmeros. El enantid-
mero (+) ha demostrado tener efectos antagonistas del cat?t
similares cualitativamente, a los de Nifedipino o Nimodipi-
no (SCHRAMM et al. 1985) mientras gque el enantidmero (-)
es un agonista del ca’? con efectos farmacoldgicos en miscu-
lo vascular y cardiaco gue son cualitativamente comparables

pero cuantitativamente mas potentes que la mezcla racémica

{SCHRAMM et al. 1985; FRANCKOWIAK et al. 1985).
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FIGURA 14

Estructura quimica del BAY K 8644. Comparacidén con la es-
tructura quimica de NF. Las flechas indican 1los radicales
que varian en la molécula de BAY K 8644. * = Carbono asimé-

trico.
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I.6.1.2.- EFECTOS DEL BAY K 8644

El BAY K 8644 fue descrito en principio como un
fArmaco vasoconstrictor y con actividad inotropa (+) (SCHRAM
et al. 1983a,b), pero posteriormente se ha demostrado que
también tiene actividad sobre otros tipos celulares; asi
BROWN et al. (1984) describieron gque el BAY K 8644 incremen-
ta la corriente de Ca’’ en las neuronas hipocampales; NOWY-
CKY et al. (1985), utilizando la técnica de "patch clamp"”
en ralz ganglionar dorsal del pollo, observaron que este
firmaco incrementaba la corriente de entrada de Ca'@ a tra-
vés de los canales de tipo L, aunque este efecto no se produ

cia en los canales tipo T o N.

CENA et al. (1985) estudiaron los efectos del BAY
K 8644 en conducto deferente de rata pretratado con |3H[N A
viendo que no aumentaba la corriente de Ca++ provocada por
Tiramina, pero siI lo hacia con la corriente de ca*?t origina-
da por la depolarizacidn inducida por K o por estimulo eléc
trico; por otra parte, estos mismos autores sugieren gque
el BAY K 8644 actua a nivel de canales de Ca++ presinapticos

modulados por receptores alfa.,-adrenérgicos.

2

También se han descrito los efectos del BAY K 8644
sobre células de otras estructuras orgéanicas, como médula

adrenal (CENA et al. 1983); células yuxtaglomerulares (MAY



_93..

y PEART, 1985); péncreas (MALAISSE-LAGAE et al. 1984; MALAIS
SE et al. 1985) y corteza cerebral (MIDDLEMISS y SPEDDING,

1985).

Ademéds de este amplio bagage experimental realiza-
do "in vitre", también hay estudios en los que se han obte-
nido alteraciones comportamentales en animales de experimen-

tacidén a los que se administrd BAY K 8644 "in vivo".

Al administrar BAY K 8644 a ratones por via intra-
peritoneal (i.p.) los efectos comportamentales fundamentales
fueron: ataxia, hipoactividad psicomotora, convulsiones y
ereccidn de la cola (BOLGER et al. 1985), PETERSEN {1986)
refiere un sindrome "seudo espistico" que aparecia en ratas

tras la administracidn i.p. de BAY K 8644.

BOURSON et al. (1889) en trabajos realizados en
rata, utilizando dos vias de administracidn diferentes: i.p.
e intra-cerebro-ventricular (i.c.v.}) y diferentes dosis de
farmaco describieron que el BAY K 8644 administrado i.p.
a dosis entre 0,5-4 mg/kg provocaba un incremento en la pre-
sidén arterial, disminucidn de la actividad locomotora y de
la actividad refleja, contractura muscular y cambios postu-
rales, entre otros efectos; mientras gue 1la administracidn
i.c.v. a dosis entre 5 y 20 ng/kg provocaba la aparicibn

de cambios posturales y de hipoactividad motora. Ademas los
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mismos autores estudiaron paralelamente las concentraciones
de monoaminas en corteza cerebral y nilicleo estriadeo de las
ratas previamente tratadas con BAY K 8644 observando funda-
mentalmente un incremento significativo de las concentracio
nes de Ac. Homovanillico y de Ac. 3,4 dihidroxifenilacético

(DOPAC) .

Los resultados referidos por BOURSON y su egquipo
coincidian, o reafirmaban, resultados similares obtenidos
por otros autores (SCHRAMMet al. 1983a,b; BOLGER et al.

1985; ILDEFONSE et al. 1985; PETERSEN, 1986).

La administracidén de BAY K 8644, prolonga, por
otra parte, el tiempo de latencia en el test de analgesia
realizado en la cola de rata (BERGE et al. 1988; BOURSON
et al. 1989), aungue estos resultados se han explicadec por

su efecto vasoconstrictor.

Trabajos realizados por HOFFMEISTER y TETTENBORN
{1986) describen la existencia de un doble efecto (efecto
bifidsico) dosis-dependiente del BAY K 8644, de tal forma
gque la administracidn de este fArmaco a ratones a dosis
de 100 pg/kg i.v. potencia la accidn del fentanilo (agonis-
ta m), mientras que dosis mds bajas {(1-10 pg/kg) disminuian

estos efectos.
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Asimismo describen que la administracidén de BAY
K 8644 0,1-100 ug/kg i.v. no produce alteraciones en el
umbral de percepcidn de dolor en la rata; sin embargo, do-
dis de 1 y 10 mg/kg v.o. provoca un alargamiento en el tiem
po de latencia al realizar el test de la placa caliente

en ratones.

+

Se sabe que los efectos agonistas del catt del

BAY K 8644 son dosis-dependientes, siendo mas evidentes

0-9-10'7 mol/1) y van disminuyendo al aumen

a dosis baijas (1
tar la dosis (HOFFMEISTER vy TETTENBORN, 1986). Por otra
parte, se han descrito efectos antagonistas en preparacionés
aisladas de corazdn, a elevadas concentraciones, caracteri-

zadas por efecto inotropo (-) (VAGHY et al. 1984a,b; SCHRAM

et al. 1985).

I.6.1.3.- MECANISMO DE ACCION DEL BAY K 8644.

Parece claro que €l BAY K 8644 actua a dos niveles
bien diferenciados: periférico y central (BOURSON et al.

1989).

Actla en el mismo lugar gque actuan las otras dihi
dropiridinas (canales de ca’’ tipo VOC) (GLOSSMAN et al.
1983b; SARMIENTO et al. 1984bk)y compite con ellas por el

punto de unién (BELLEMAN, 1984; SARMIENTO et al. 1984o; DONO
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SO y HUIDOBRO,1986;KULLAK et al. 1987). Esto explicaria por
gué el BAY K 8644 antagoniza los efectos producidos por
el Nifedipino (SPEDRDING y BERG, 1984; KULLAK et al. 1987},
antagoniza con menos potencia la accidn del Verapamilo y
Diltiazen (SPEDDING y BERG, 1984; SPEDDING, 1985 ya gue
estos fdrmacos no actuan en el mismo lugar que las dihidro-
piridinas, pero lo regulan de manera alostérica, positiva-
mente (Diltiazen) (DE POVER et al. 1982; FERRY y GLOSSMAN,
1982; YAMAMURA et al. 1982} o negativamente (Verapamilo)
(BELLEMAN et al. 1983; GQULD et al. 1983; MURPHY et al.
1983) y no tiene ningln efecto sobre la accidn de las dife-

nilpiperacinas {SPEDDING y BERG, 1984).

En resumen, se puede conclulr que:

- E1 BAY K 8644 es una sustancia gque favorece el paso de
ca’ a1l interior celular a través de los canales lentos
de ca’’,

- Que tiene dog tipos de efectos (central y periféricol.

- Que actua en el mismo lugar de unidn que las dihidropiri-
dinas, con las que interacciona de manera competitiva.

- Que tiene interaccidn de tipo no competitivo con Verapami
lo vy Diltiazen.

- No tiene ningan tipo de interaccidn con los antagonistas
del ca’™ de la familia de 1las difenilpiperacinas.

- Tiene un efecto bifdsico (agonista-antagonista} que pare-

ce ser dependiente de la dosis y de la forma guimica uti-

lizada.
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IT. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es estudiar y compa-

rar el mecanismo de accidén de cinco dihidropiridinas (Nife-

dipino, Nisoldipino, Nitrendipino, Nimodipino y BAY K 8644).

Utilizamos para ello:
La preparacidn fibra longitudinal-plexo mientérico de
ilecn de cobayo, valorando las modificaciones que estos
farmacos produjeron en la respuesta contractil de esta
preparacidn inducida por diferentes tipos de estimulo

{estimulo eléctrico, Ach o ClK).

Diferentes estructuras de Sistema Nervioso Central
{5.N.C.) de rata, evaluando las variaciones en los nive-
les de Serotonina y Noradrenalina y el metabolito de

la Serotonina, Ac. 5-hidroxi-indolacético.

Estudio "in vivo" de las modificaciones provocadas por estos
farmacos sobre algunos parametros del comportamiento de

la rata.
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ITI. MATERIAL ¥ METODOS

IITI.1l.- PREPARACION DE LA SQOLUCION XREBS.

Para la realizacidn de los experimentos se
utilizado solucidn de Krebs, segan las modificaciones

HENSELEIT (KREBS y HENSELEIT, 1932).

ha

de

La solucidén de Krebs se prepard del siguiente

modo:

Se toma un matraz aforado de 1000 c.c. de capaci-

dad y se vierten en él:

2 g de glucosa

- 2 g de bicarbonato

84 c.c. de sclucidn madre

Agua destilada hasta enrasar 1000 c.c.

Se agita hasta obtener una solucidn homogénea

gque gueda asi constituida:

Concentracidén mM

- S0diQ =————mrmmrmmmm e 143.3
- PotasSin ——=mrwmm e e 5.9
- Calcio == m e 5 9
- Magnesio --------—————--—r-eo—— 1.2
— ClOrQ =——rmcmmmm e — 128.3
- Fosfato —-———————mmemme - 2.2
- Bicarbonato —---——remmmmmm e 24.9
- Sulfato ~————— e 1.2

- GlucoSa ————=mmme e 11.0
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Asimismo, también se utilizd para la realizacidn
de algunas series de experimentos solucién de Krebs hiper-
cdlcica; ésta se consiguidé agregando 2.70 ml de Cloruro
de Calcio valcrado al 10% para obtener una concentracidn

final de calcio de 5.4 mM.

I1IT.2.- PREPARACION FIBRA LONGITUDINAL-PLEXO MIENTERICO

DE ILEON DE COBAYO.

ITT.2.1.~ AISLAMIENTO DE LA PREPARACION FIBRA LONGITUDINAL-
PLEXO MIENTERICO.
Se utilizaron cobayos de ambos sexos,con un peso
comprendido entre 250-300 g, gue han permanecido en ayunas

durante un pericdc de 24 h previo a su sacrificio.

Se sacrifican mediante un golpe en 1la cabeza vy
posterior seccidn del paquete vasculo-nervioso del cuello

y columna vertebral.

Se accede a la masa intestinal por diseccidn de
la piel y de la musculatura de la pared anterior del abdo-
men. Se indentifica el ileon y se extrae un segmento de
una logitud aproximada de 30 cm., despreciandose los 10
cm. més distales (unién ileo-cecal) por poseer una gran
cantidad de receptores alfa-adrenérgicos excitadores (MUNRO

1953).
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La porcidn de ileon asi obtenida se conserva en
un vaso de precipitados que contiene solucidn Krebs a tempe
ratura ambiente. Se toman cortes de aproximadamente 5 cm.
de longitud de 1los Qque se separa el mesenterio mediante
diseccidn con tijera. A partir de estos segmentos intesti-
nales se consigue la preparacidn FL-PM, seqgin la modifica-
cidn de la técnica descrita por AMBACHE en 1954, para ais-

lar fibras longitudinales del ileon de conejo.

Mediante una pipeta fina se intuba uno de dichos
segmentos fijandolo con un hilo por uno de sus extremos.
Posteriormente se practican dos cortes superficiales, uno
transversal, prdoximo al extremo atado, y otro longitudinal,
a lo largo de la linea de unidén del mesenterio. Ambos cor-
tes realizados sirven para seccionar la capa de fibras mus-
culares longitudinales dejando indemnes las fibras muscula-

res circulares.

Para separar los bordes se utiliza una torunda
de algoddn empapada en solucldn Krebs y se levanta el borde
del corte transversal, lo suficiente como para poder atar
un hilo en el extremo de la fibra y poder traccionar para

separar la fibra completa (Fig. 15).

Aproximadamente a 2,5~3 cm. del hilo de traccidn,
se ata un segundo hilo despreciando el resto de la fibra

despegada. Nos queda asi, una porcién de aproximadamente
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a/

FIGURA 15

Fases del aislamiento de las fibras longitudinales-Plexo de
duerbach de ileon de cobayo.

a) Intestino intubado.

b) Corte longitudinal y transversal.

c) Separacidén de las fibras por traccidn.
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2,5 cm. de longitud de preparacidn FL-PM fijada a ambos

extremos por sendos hilos.

Es imprescindible mantener la preparacién humede-

cida con solucidn Krebs durante todo el proceso.

IITI.2.2.- MONTAJE DE LA PREPARACION FIBRA LONGITUDINAL-PLEXO

MIENTERICO.

Para el montaje de la preparacidn se ha utilizado
un bafioc de Oorganos en el gue se instala una copa con capa-
cidad para 40 ml. gue se llena de solucidn Krebs, se burbu-
jea con gas carbdgeno {95% 02 y 5% CO,) y se mantiene a

la temperatura constante de 349 C.

Para la estimulacidén eléctrica de la preparacidn
se utilizan dos electrodos de platino en forma de anillo.
Las tiras de la preparacidn se fijan por un extremoc al ani-
llo inferior y se pasan por el interior del anillo superior
fijando el extremo libre a un transductor isométrico. A

continuacidén se confiere a la preparacién la tensidén de

1 g.

Para estimular la preparacidn se emplea un estimu
lador GRASS SD-9, que libera ondas cuadradas de las siguien
tes caracteristicas: voltaje supramaximal, frecuencia de

0,3 Hz. y duracidén de 2 milisegundos.
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Las contracciones se registran en un poligrafo
OMNISCRIBE serie D 5000 de dos canales a través de un trans

ductor isométrico {(Fig. 16).

I11.3.- DETERMINACION DE MONOAMINAS EN SISTEMA 'NERVIOSO CEN-
TRAL DE RATA

I¥1.3.1.- AISLAMIENTO Y EXTRACCION DE LAS ESTRUCTURAS.

Se utilizaron ratas SPRAGUE-DAWLEY de ambos sexos
entre 200-300 g. de peso. Se sacrificaron mediante decapita
cidn extrayéndose las siguientes estructuras pertenecientes

al S.N.C.:

- Estructuras intracraneales:
Se practica craneotomia y se extrae la masa encefélica
en blogue,disecando con plnza roma:
- Bulbo
- Mesencéfalo

- Corteza Cerebral

Hipocampo.

- Estructura extracraneal:
Se practica seccidén de la columna vertebral a nivel lum-
bo-sacro. Se visualiza canal medular. Se canula con aguja
roma y se inyecta suero fisioldgico a presidn en sentido
caudo-craneal hasta consequir la herniacidén de la médula

espinal por el otro extremo de la columna vertebral
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(unidén cérvico-dorsal).

IT¥.3.2.- MANIPULACION DE LAS ESTRUCTURAS DEL SISTEMA NER-

VIOSO CENTRAL DE RATA.

Una vez extraidas las estructuras procedentes
del S.N.C. de rata, tanto las intracraneales como la médula
fueron congeladas a -802 C en un congelador REVCDO, mante-
niéndose en este estado hasta el momento de ser pesadas

en una balanza de precisidn METTLER H 64.

Posteriormente las estructuras se depositan en
un tubo de polietileno donde se agregan 4 volamenes de aci-
do percldérico 0,4 M y metabisulfito sédico 0,1% procedién-
dose a continuacidén a su homogeneizacién mediante un homo-

geneizador de émbolo HEIDOLPH.

Una vez homogeneizadas, las estructuras se trans-
vasan a tubos de policarbonato que se centrifugan en unha
centrifugadora CENTRIKON T-2080 a 43000 x g, durante 25
minutos y a temperatura constante de 42 C. Después se toman
alicuotas de 20 pl del sobrenadante, gque son inyectadas
en un cromatografo liquido de alta presidn (HPLC) con detec
tor electrogquimico donde, se cuantifica el contenido de
neurotransmisores gue exXisten en la muestra, Se cuantifica-

ron Noradrenalina, Serotonina vy el metabolito principal
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de la Serotonina (Ac. 5-Hidroxi-indol-acético).

El HPLC estd constituido por:
- Inyector WATERS
- Bomba WATERS 510
- Columna WATERS RESOLVE C18
- Detector electroquimico WATERS 460

- Integrador-registrador WATERS 745

Las condiciones de la separacidén cromatografica
fueron comunes a todos ellos: Flujo 1 ml/min, diferencia
de potencial entre electrodo de referencia y el de trabajo

de 0.79 V. e intensidad de corriente de 20 nA.

La fase mdvil estaba formada por un tampdn fosfa-
to/citrato y metanol. Se modificaron los tiempos de reten-
cién de los compuestos, mediante la variacidn de porcentaje
de metanol, pequefias variaciones de pH y adicidén de acido

l-octanosulfénico.

Las fases mdoviles utilizadas fueron:
- Para deteccidn de Serotonina y Ac. 5-Hidroxi-indol-acéti-
co:
- Fosfato disbdico 0,1 M
- Acido citrico 0,1 M
- Metanol 10 v/V

- pH 4



-107-

- Para deteccién de Noradrenalina:

- Fosfato disddico 0,

1M

- Acido citrico 0,1 M

- Metanol 10 V/V

- Ac. 1 Octanosulfénico 1,8 mM

~ pH 4

II1.4.- FARMACOS UTILIZADOQS

- Acetilcolina (Sigma).

- Cloruro Potasico {Merck).

Y

- Nitrendipino.
- Nisoldipino.
- Nimodipino.

- Nifedipino.

- BAY-K 8644

} (Quimica Farmacéutica Bayer)

ITITI.4.1.- DILUCION DE LOS FARMACOS.

Se prepararon scluciones madre para almacenar

de cada uno de los

caracteristicas:

farmacos utilizados con las siguientes

- Acetilcolina: Solucidén madre 10_4 M en agua bidestilada.

Almacenamiento refrigerado.

- Cloruro Potasico: Solucidn madre 1 M en agua bidestilada.

Almacenamiento refrigerado.
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- Nitrendipino, Nisoldipino, Nimodipino, Nifedipino y BAY-K
8644: Solucidn madre 10_2 en etancl, y las sucesivas
disoluciones en agua bidestilada.

Almacenamiento refrigerado.

Se comprobd que el etancl a las concentraciones
finales administradas en el bafic no producia ningin tipo
de alteracidn en la motilidad de 1las preparaciocnes FL-PM
de ileon de cobayo. En el caso de la administracidn de far-
macos "in vivo" (Nitrendipino, Nisoldipineo, Nimeodipino,
Nifedipino y BAY-K 8644) las soluciones fueron preparadas
en el momento de inyectarlas, teniendo el vehiculo utiliza-
do para la inyeccidédn la siguiente composicidén y proporcio-
nes:

- Etanol 15%

- Propilenglicol 15%

- Agua bidestilada 70%

Cuando se utilizaron farmacos sensibles a la luz,
como ocurre con las dihidropiridinas, éstos fueron protegi-
des de la misma, trabajando, en este caso, con luz proce-
dente de lampara de sodio con una longitud de onda superior

a 450 nm.

Se comprobd que el disolvente utilizado en las
soluciones de dihidropiridinas no producia alteracidn algu-

na en el comportamiento de los animales tratados ni en la
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deteccidn de aminas en las estructuras del S.N.C. de la

rata.

ITT.5.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADQS

Los resultados expresan la media + el error estan

dard de la media (E.S.M.).

La significacidn estadistica de 1los resultados
se calculd mediante los siguientes tests:
- t de BStudent en preparaciones FL-PM de ileon de cobayos.
- Andlisis de varianza seguido del test de DUNCAN en estruc-

turas de SNC de rata.

Consideramos significativa la de diferencia para

valores de p < 0,065,

IIT.6.- METODOLOGIA GENERAL

II1.6.1.- PREPARACION FIBRA LONGITUDINAL-PLEXO MIENTERICO DE
ILEON DE COBAYO.

II1.6.1.1.- Contracciones inducidas por estimulo eléctrico.

Se estudidé en esta preparacidn, la capacidad de
obtener una respuesta contrictil mediante estimulacidn eléc

trica.
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Las condiciones de estimulacidén fueron, voltaije
supramaximal, frecuencia de 0,3 Hz. y duracidén 2 milisegun

dos.

Previamente a 1la aplicacidén del estimulo las pre-
paraciones se dejaron relajar durante un tiempo de 15-20
minutos; el tiempo de estimulacidn fue de 120 minutos, com-
probando que la intensidad de la contraccidén provocada por
el estimulo eléctrico era estable a lo largo de este perio-

do de tiempo.

I1I1.6.1.2.- Contraccidn provocada por Acetilcolina

exdgena.

Se estudiaron las respuestas obtenidas en estas
preparaciones tras la administracidon de Ach a la dosis nece
saria para alcanzar en el baflo de drganos una concentracidn
constante de 1 uM; se deshecharon todas las preparaciones

cuya respuesta contractil fue menor de 1/2 g.

Una vez administrado el farmaco el tiempo de con-
tacto de éste con la preparacidn fue de 2 minutos retiran-
dose el mismo en todos leos casos mediante lavado con solu-
cidn Krebs. Esta operacidn se repitid cada 15 minutos hasta
comprobar gque la respuesta contractil era estable y homogé-

nea.



-111-

Previamente a la administracidn del farmaco las
preparaciones se dejaron relajar durante un tiempo de 15-20

minutos.

La altura de la contraccién se midié en el momen-
to de la maxima fuerza para la parte fasica (rapida) y en

la zona mas estable para la tdnica (lenta).

I11.6.1.3.~- Contraccidén provocada por Cloruro de Potasio,

Se estudiaron 1las respuestas obtenidas en esta
preparacién tras la administracién de ClK a la dosis nece-
saria para alcanzar una concentracidn constante en el bafo
de O6rganos de 50 mM; se deshecharon todas las preparaciones

cuya respuesta contractil fue menor de 1/2 qg.

Una vez administrado el farmaco el tiempo de con-
tacto de éste con la preparacidén fue de 2 minutos, retiran-
dose el mismo, en todos los casos mediante lavado con solu-
cidén Krebs. Esta operacidn se repitid cada 15 minutos hasta
comprobar que la respuesta contractil era estable y homogé-

nea.

Previamente a la administracidn del farmaco, las
preparaciones se dejaron relajar durante un tiempo de 15-20

minutos.
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IL.a altura de la contraccidédn se midid en el momen-
to de méxima fuerza para la parte fasica (réapida) y en la

zona mas estable para la ténica (lenta).

IIT.6.1.4.- Efecto de las dihidropiridinas estudiadas sobre
la respuesta contractil inducida por estimulo

eléctrico.

Se comenzaron los experimentos realizande curvas
dosis-respuesta para todos los farmacos utilizados pertene-
clentes al grupo de las dihidropiridinas utilizando las
siguientes concentracicones (nM) en bafio:

- Nifedipino: 25, 50, 100, 200.

- Nimodipino: 25, 50, 100, 200.

- Nitrendipino: 25, 50, 100, 200.

- Nisoldipino: 10, 20, 40, B8O0.

- BAY-K 8644: 70, 150, 300, 600, 800, 1000, 1200

y 1500.

Previamente a la administracién de la primera
dosis, las preparaciones se dejaron relajar durante un tiem
po de 15-20 minutos. Las dosis de cada farmaco se adminis-
traron de manera acumulativa, permaneciendo la concentracidn

constante en el bafic de drganos un tiempo de 15 minutos.

Los experimentos se midieron en todos los casos



-113-

en el momento de maximo efecto {(méximo incremento o méxima

inhibicidén) para cada dosis de cada farmaco.

Esta fase preliminar se realizd con el fin de
utilizar posteriormente la dosis de farmaco mas cercana

a la que producia el 50% del efecto maximo.

Todas las curvas dosis-respuesta se realizaron
utilizando como liguido nutricio solucidn Krebs normocélci-

ca (Ca+§,7 mM) .

I11.6.1.5.- Efecto de las dihidropiridinas estudiadas sobre

la respuesta contractil inducida por Acetilcolina.

Se estudiaron los efectos producidos por las dihi
dropiridinas sobre la contraccidn provocada por Ach en la
preparacidén FL-PM de ileon de cobayo a las siguientes con-
centraciones (nM) en bafio que oscilaron para los diferentes
farmacos utilizados:

- Nifedipino: 25 - 200.

- Nimodipino: 25 = 200.

- Nitrendipino: 25 - 200.

- Nisoldipino: 10 - 80.

- BAY-K 8644: 70 - 1500,

Se administrd Ach en la forma descrita en el apar

tado III.6.l1.2. hasta conseguir una respuesta contractil
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homogénea y estable; una vez en este punto, y después de
lavar la preparacidén con solucidn Krebs, se agregd al barfio
de O6rganos la dosis correspondiente del farmaco en estudio,
manteniéndose ésta en contacto con la preparacidén durante
15 minutos, tras los que, y sin lavado previo, se afiadid

una ultima dosis de Ach.

El estudic de los efectos de las dihidropiridinas
sobre la contraccidén provocada por Ach exdgena se realizd
en dos grupos, uno utilizando solucidn Krebs normocalcica

(Ca++ 2.7 mM) y otro utilizando solucidn Krebs hipercalcica

(ca’ 5.4 mM).

II1.6.1.6.- Efecto de las dihidropiridinas estudiadas sobre
la respuesta contractil inducida por Cloruro Po-
tasico.

Se estudiaron los efectos provocados por las dihi
dropiridinas sobre la contraccidn producida por ClK en 1la
preparacidn FL-PM de ileon de cobayo a las siguientes con-
centraciones (nM) en bafio que oscilaron para los diferentes

farmacos utilizados:

Nifedipino: 25 - 200.
- Nimodipino: 25 - 200.
- Nitrendipino: 25 - 200.
- Nisoldipino: 10 - 80.

- BAY-K 8644: 70 - 1500.
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Se administrd ClK en la forma descrita en el apar
tado 1II11.6.1.3. hasta conseguir una respuesta contractil
homogénea y estable; una vez en este punto, y después de
lavar la preparacidén con solucidn Krebs, se agregd al bafio
de 6rganos la dosis correspondiente del farmaco en estudio,
manteniéndose ésta en contacto con la preparacidn durante
un tiempo de 15 minutos, tras el que, y sin lavado previo,

se anadid la Gltima dosis de C1lK.

El estudio de los efectos de las dihidropiridinas
sobre la contraccidn provocada por ClK se realizd en dos

s .= - ++
grupos uno utilizando solucién Krebs normocalcica (Ca

2,7 mM) vy otro utilizando solucidn Krebs hipercélcica (Ca++

5,4 mM).

ITI.6.2.- ESTRUCTURAS PROCEDENTES DEL SISTEMA NERVIOSO CEN-
TRAL DE RATA.

I1I.6.2.1.- Ratas control.

Se utilizaron ratas SPRAGUE-DAWLEY de ambos sexos
entre 200-300 g. de peso de las que se extrajeron, segin
la técnica descrita, las estructuras intracraneales y la

médula espinal.

Se cuantificaron los niveles de Serotonina, Nora-
drenalina y Ac, b-Hidroxi-indolacético en cada una de las

estructuras exXtraidas.
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IITI.6.2.2.- Ratas tratadas con dihidropiridinas.

Se utilizaron ratas SPRAGUE-DAWLEY de ambos sexos
entre 200-300 g. de peso, a las gue se les administrd el

farmaco mediante inyeccidn intraperitoneal (i.p.).

Todos los farmacos utilizados fueron perte-
necientes al grupo de 1las dihidropiridinas, y las dosis

utilizadas para cada uno de ellos, las siguientes:

Nifedipino: 10 mg/kg.

Nimodipinc: 10 mg/kg.

Nitrendipino: 10 mg/kg

- Nisoldipino: 5 nmg/kg.

BAY-K 8644: 0,2 mng/kg y 2 mg/kg.

Una vez inyectado el farmaco, el animal era ais-
lado en un caijdn acondicionado a tal efecto, con unas medi-
das de 50 x 25 x 25 cm y 15 minutos después de la inyeccidn
comenzaba una observacidn minuciosa de su comportamiento
{actividad exploradora, tono muscular, aparicidén de movi-
mientos estereotipados, etc..) durante 45 minutos. Acabada
ésta,el animal era sacrificado mediante decapitacidn, extra
yéndosele las estructuras intracraneales y la médula espi-
nal, cuantificandeose los niveles de Serotonina, Noradrena-

lina y Ac. 5-Hidroxiindolacético.
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IVv. RESULTADOS

IV.1.- EXPERIENCIAS REALIZADAS EN PREPARACION FIBRA LONGI-

TUDINAL-PLEXQO MIENTERICO DE ILEON DE COBAYOQ.

IV.1.1- EFECTO DE LAS DIHIDROPIRIDINAS ANTAGONISTAS
DEL Ca”' Y DEL BAY K 8644 SOBRE LA CONTRACCION INDU

CIDA POR ESTIMULC ELECTRICO.

- Solucidn Krebs normocélcica.

Las DHP antagonistas del ca’™ a concentraciones
entre 25-200 nM, para Nifedipino (NF), Nimodipino (NM) vy
Nitrendipino (NT), vy entre 10-80 nM para Niscldipino {(NS),
produjeron una inhibicién dosis-dependiente de la respuesta

contrdctil inducida por E.E. (Fig. 17).

Aungue no se observaron diferencias estadistica-

mente significativas, la inhibicidn producida por NS fue

- . ++
mas marcada que la del resto de DHP antagonistas del Ca

investigadas.

La DHP con propiedad agonista del Ca++, BAY K
8644 a concentraciones entre 70-600 nM, provocd un incremen
to en la respuesta contractil de estas preparaciones que
se relaciond con la dosis de manera inversamente proporcio-

nal. La dosis mas alta investigada (600 nM), no sb6lo no
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FIGURA 17

Inhibicién de 1la respuesta contractil de la preparacidn
FL-PM de 1ileon de cobayo provocada por E.E. en presencia
de NF, NM, NT vy NS.

En el eje de las ordenadas se representa el % de inhibicién
de la respuesta contrdctil méxima. En el eje de abscisas
se representa la concentracién utilizada de cada farmaco.
Cada punto representa la media (+ ESM) de al menos siete
preparaciones dilferentes. o
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incrementd la intensidad de la respuesta contrictil provo-
cada por E.E., sino que su efecto era debilmente inhibito-
rio. El maximo incremento se consiguid con la mas baja de

las dosis utilizadas (70 nM). (Fig. 18).

~ Sclucidn Krebs hipercdlcica.

Las DHP antagonistas del ca*t wr (50 nM); NM (50
nM}; NT (100 nM) y NS (40 nM), se mostraron significativa-
mente menos eficaces para inhibir la respuesta contractil

+

inducida por E.E. en presencia de Ca+ 5,4 mM, gue en solu-

V. - . ++
¢16n Krebs normocalcica (Ca 2,7 mM).

NM demostrd tener una potencia inhibitoria signi=~

ficativamente menor que el resto, cuando se trabajd en solu
. o . o ++ . )

cidén Krebs hipercalcica (Ca 5,4 mM}. No existieron dife-

rencias estadisticamente significativas entre las DHP res-

tantes (NF, NT, NS) (Fig. 19).

El BAY K 8644, a concentraciones entre 70-1500
nM, produjo un incremento de la respuesta contractil provo-
cada por E.E., que fue més marcada a la concentracidén 300
nM, observindose una disminucidn de dicho incremento a la

dosis més alta utilizada (1500 nM). (Fig. 18).
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FIGURA 18

Variacidn en la respuesta contractil de la preparacidén FL=-
PM de ileon de cobayo provocada por E.E. incubada en solu-

. s ++
cidn Krebs normocilcica (Ca

2,7 mM) e hipercalcica (ca*?
5,4 mM}), y en presencia de BAY K 8644.

En el eje de ordenadas se representa el % de incremento
de la respuesta contractil méxima. En el eje de abscisas
se representa la concentracidén de farmaco utilizada. Cada
punto representa la media + ESM de al menos siete prepara-
ciones diferentes.

*p ¢ 0,05; **p 0,01,
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EFECTO DE DHP PARA DIFERENTE [Ca++]
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FIGURA 19

Comparacidon del efecto inhibitorio provocade por NF (50
nM), NM (50 nM), NT (100 nM) y NS (40 nM), sobre la respues
ta contractil provocada por E.E. en la preparacién FL-PM
de ileon de cobayo incubadas en solucidn Krebs normocalcica
(Ca++ 2,7 mM) e hipercilcica (Ca++ 5,4 mM). En el eje de
ordenadas se representa el % de inhibicidn de la respuesta
contrdctil. Cada valor representa la media + ESM de al me-
nos siete preparaciones diferentes.

**p < 6,01; ***p<0,001.
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IV.1.2.- EFECTO DE LAS DIHIDROPIRIDINAS ANTAGONSITAS DEL Ca '
Y DEL BAY K 8644 SOBRE LA CONTRACCION INDUCIDA POR

ACETILCOLINA.

- Solucidn Krebs Normocdlcica.

* Componente Fasico.

Las DHP antagonistas del ca™t a concentraciones
entre 25-200 nM para NF, NM, NT y entre 10-80 nM para NS5,
produjeron una inhibicidn dosis-dependiente del componente
fasico de la respuesta contridctil inducida por Ach (1 uM).
No se observaron diferencias estadisticamente significati-
vas en el efecto maximo producideo por NF, NM, NT y NS, aun-
gue NS fue mas potente que el del resto de las DHP investi-

gadas (Fig. 20}.

El BAY K 8644 demostrd® tener efecto diferente
en funcidén de la concentracidn utilizada; asi a la concen-
tracidén de 70 nM, provocd un incremento del componente fasi
co de la respuesta contractil inducida por Ach, mientras
gue la concentracidén mayor (600 nM), produjo, por el contra
rio, una inhibicdén moderada del mismo (Fig. 21).

* Componente Ténico.

Las DHP antagonistas del ca*t

NEF (50 nM), NM (50
nM), NT (100 nM) y NS (40 nM), produjeron una inhibicidn

del 100% sobre el componente tdnico de la respuesta contréc
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FIGURA 20

Efecto de NF, NM, NT y NS sobre el componente fasico de
la respuesta contrdctil inducida por Ach (1 uM) en la pre-
paracidn FL-PM de ileon de cobayo. En el eje de ordenadas
se representa el % de inhibicién de la respuesta contractil
maxima. En el eje de abscisas, las concentraciones
del farmaco utilizado. Cada punto representa la media +

EsM de al menos siete preparaciones diferentes.
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BAY K 8644
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FIGURA 21

Efectc provocado por el BAY K 8644 a las concentraciones de
70 y 600 nM sobre el componente féasico de la respuesta con-
tradctil provocada por Ach (1 uM), en preparacidn FL-PM de
ileon de cobayo incubada en solucidn KREBS normocalcica (Ca++
2,7 mM). En el eje de ordenadas se representa el % de incre-
mento de la respuesta contractil. Cada valor representa 1la
media + ESM de al menos siete preparaciones diferentes.

**¥p ¢ 0,01.
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til provocada por Ach.

El BAY X 8644 utilizado a concentraciones de 70
nM y 600 nM, produjo inhibicidén del componente ténico de
la contraccidn. Esta fue mas marcada (-58% + 4.98) a la

concentracidén maxima utilizada (600 nM}.

- Solucidn Krebs hipercilcica.,

* Componente Fasico.

Las DHP antagonistas del Ca++ NF (50 nM}); NM (50

nM); NT (100 nM) y NS (40 nM), produjeron inhibicidn del
componente fasico de la respuesta contractil inducida por
Ach (1 uM), menos marcada en preparaciones incubadas y mon-
tadas en solucidn Krebs hipercalcica (Ca++ 5,4 mM), que
la que se observa en preparaciones incubadas y montadas
en solucidn Krebs normocalcica (Ca++ 2,7 mM) (Tabla 3).

La diferencia fue estadisticamente significativa para NM

y NT.

El BAY K 8644 utilizado a concentraciones entre
70 nM y 600 nM, produjo, en ambos casos, un incremento del
compcnente fasico de la respuesta contrictil inducida por
Ach (1 uM). El1 incremento obtenido fue mas marcade a la
concentracidén 70 nM que con la de 600 nM; aunque la dife-
rencia entre ambas no fue estadisticamente significativa.

(Fig. 22).
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TABLA 3

Efecto provocado por NF, NM, NT y NS sobre el componente
fasico de la contraccidén inducida por Ach (1 pM) en

la preparacidn FL-PM de ileon de cobayo incubada en solucién

++ ++

KREBS normocdlcica (Ca 2,7 mM) o hipercalcica (Ca 5,4
mM) .
FARMACO ++ COMPONENTE FASICO DE LA
Y [ca™ "] CONTRACCION. % DE
DOSIS INHTBICION
NF 50 nM 2,7 mM 71 + 7,3
5,4 mM 60 + 5,3
2,7 mM 75 + 4,9
NM 50 nM
5,4 mM 53 + 6.3*
2,7 mM 79 + 5,3
NT 100 nM
5,4 mM 38 + 1,7%**
2,7 mM 67 + 4,3
NS 40 nM
5,4 mM 70 + 3,8

Cada valor representa la media + ESM de al menos 7 prepara-
ciones diferentes.

*p ¢ 0,05; ***p ¢ 0,001.
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BAY K 8644
Ach CONTRACCION FASICA (Ca++ 5,4 mM)
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FIGURA 22

Efecto provocadoe por BAY K 8644 a las concentraciones de
70 y 600 nM sobre el componente fasico de la respuesta con-
tractil inducida por Ach (1 uM), en preparacidn FL-PM de
ileon de cobayo incubada en solucidn XREBS hipercéalcica
(Ca++ 5,4 mM). En el eje de ordenadas se representa el %
de incremento de la respuesta contractil. Cada valor repre-
senta la media + ESM de al menos siete preparaciones dife-

rentes.
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El BAY X 8644 incrementd de manera mas eficaz
el componente fasico de la contraccidn, cuando las prepara-
ciones fueron incubadas y montadas en solucidn Krebs hiper-

++

calcica (Ca 5,4 mM), que cuando lo fueron en solucidbn

Krebs normocalcica (cat? 2,7 mM) (Figs. 21 y 22).

* Componente Tdénico.

Las DHP antagonistas del Ca++ NF (50 nM); NM (50

nM); NT (100 nM) y NS (40 nM), produjeron inhibicidn del

componente ténico de la contraccidn inducida por Ach. Dicha

inhibicién fue menos marcada que la obtenida cuando las

preparaciones se incubaron y montaron en solucidn XKrebs
++

normocalcica (Ca 2,7 mM) {(inhibicidn del 100%).

(Fig. 23).

El BAY K 8644 se utilizd a las concentraciones
entre 70 nM y 1500 nM, registrandose, con la concentracién
mds baja un incremento del componente tdnico de la respues-
ta contréctil (49% + 15,7). La concentracidn mayor (1500
nM), produce, por el contrario, un incremento pocc marcado

de dicho componente (5% + 10,8).



NORMOCALCICO (Ca'’ 2,7 mM) HIPERCALCICO (cCat

+

5,4 mM)

FIGURA 23

Efecto de NF (50 nM), NM (50 nM), NT (100 nM) y NS (40 nM)
sobre la respuesta contractil inducida por Ach (1 uM) en
preparacién FL-PM de ileon de cobayo incubadas en solucidn

KREBS normo e hipercilcica (2.7 mM y 5.4 mM).
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IV.1.3.- EFECTO DE LAS DIHIDROPIRIDINAS ANTAGONISTAS DEL
ca’? Y DEL BAY K 8644 SOBRE LA CONTRACCION INDUCI-
DA POR CLORURO DE POTASIO.

- 8Solucidén Krebs Normocalcica

* Componente Fasico.

Las DHP antagonistas del Ca++ a concentraciones
entre 25-200 nM para NF, NM y NT y entre 10-80 nM para NS,
produjeron una inhibicidén dosis-dependiente del componente
fasico de la respuesta contractil inducida por ClK (50 mM).
({Fig. 24). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el efecto maximo, aunque NS demostrd ser

la més potente.

La inhibicién producida por las DHP antagonistas
++ . = :
del Ca fue menor cuando la contraccidn se indujo con ClK

(50 mM), que cuando se indujo con Ach (1 pM). (Fig. 25).

El BAY K 8644 utilizado a concentraciones de 70
nM y 600 nM, produjo un incremento del componente fasico
de la contraccidén inducida por ClK. Dicho incremento fue
mayor para la concentracidn maxima wutilizada (600 nM),
aunque la diferencia entre ambas no fue estadisticamente

significativa (Fig. 26).
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FIGURA 24

Inhibicidn del componente fasico de la respuesta contractil
inducida por ClK (50 mM) en la preparacidon FL-PM de ileon
de cobayo en presencia de NF, NM, NT y NS. En el eje de
ordenadas se representa el % de inhibicién de la respuesta
maxima. En el eje de abscisas se representa la concentra-
cién de farmaco utilizada. Cada punto representa la
media + ESM de al menos siete preparaciones diferentes.
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FIGURA 25

Comparacidén entre la inhibicidén del componente fasico de
la respuesta contractil inducida por ClK (50mM), v el indu
cido por Ach (1 uM), en presencia de NF, NM, NT y NS. En
el eje de ordenadas se representa el % de inhibicidn de
la respuesta contractil maxima. En el de abscisas la con-
centracidn de farmaco utilizada. Cada punto representa la
media + ESM de al menos siete preparaciones diferentes.

*n £ 0,05; **p¢0,01.
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BAY K 8644
CIK CONTRACCION FASICA (Ca++ 2,7 mM)
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FIGURA 26

Efecto del BAY K 8644 a las concentraciones de 70 y 600
nM, sobre el componente f&sico de la respuesta contractil
inducida por ClK (50 mM) en la preparacidn FL-PM de ileon
de cobayo, incubada en solucién KREBS normocalcica (Ca++
2,7 mM). En el eje de ordenadas se representa el % de incre
mento de la respuesta contractil. Cada valor representa

la media + ESM de al menos siete preparaciones diferentes.
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* Componente Ténico.

Las DHP antagonistas del ca™ nr (50 nM); NM (50

nM); NT (100 nM) y NS (40 nM), produjeron una inhibicidn
del componente toénico de la respuesta contrictil provocada

por ClK (50 mM) del 100%.

El BAY K 8644, utilizado a 1la concentracidn de
70 nM, produjo un incremento del componente tdénico de la
contraccidén (35% + 16.5). A la concentracidén de 600 nM;
se observd un efecto moderadamente inhibitorio ( 15% + 6.8).
La diferencia entre ambos fue estadisticamente significati-

va, p< 0,05,

- Solucidn Krebs Hipercdlcica

* Componente Fasico.

Las DHP antagconistas del Ca++ NF (50 nM); NM (50
nM); NT (100 nM} y NS (40 nM), produjeron una inhibicidn
del componente fasico de la respuesta contrictil inducida
por ClK (50 mM}). Esta inhibicidén fue menos marcada que la
observada en preparaciones incubadas y montadas en solucidn
Krebs normocalcica (Ca++ 2,7 mM). Encontrandose diferencias

estadisticamente significativas para el efecto producido

por NS y NF. (Tabla 4).
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TABLA 4

Efecto provocado por NF, NM, NT y NS sobre el componente
fasico de la contraccidén inducida por ClK (50 mM) en la

preparacidn FL-PM de ileon de cobayo incubada en solucidn

KREBS normocalcica (Ca++ 2,7 mM) o hipercalcica (Ca++ 5,4
mM) .
FARMACO ++ COMPONENTE FASICO DE LA
Y [ca™ ] CONTRACCION. % DE
DOSIS INHIBICION
2,7 nM 72,5 + 6
NF 50 nM
5,4 nM 42 + 7,3%%
2,7 nM 46,3 + 6,3
NM 50 nM
5,4 nM 43 + 7,4
2,7 nM 52r8i6:9
NT 100 nM
5,4 nM 37,4 + 7
2,7 nM 64;3 i 5;5
NS 40 nM
5,4 nM 39,5 + 3,1%*%

Cada valor representa la media + ESM de al menos 7 prepra-

raciones diferentes. **p < 0,01.
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El BAY K 8644, empleado a las concentraciones
de 70 nM y 1500 nM produjo un incremento en el componente
féasico de la respuesta contractil inducida por ClK (50 mM).
Este incremento fue mayor (32% + 7,6) para la concentracidn
maxima empleada (1500 nM), siendo la diferencia entre ambas

estadisticamente significativa. (Fig. 27).

Este efecto del BAY K 8644, fue similar al obte-
nido cuando las preparaciones se incubaron y montaron en

+

solucién Krebs normocadlcica (Cat 2,7 mM). (Figs. 26 y 27).

* Componente Ténico.

Las DHP antagonistas del ca*t wF (50 nM); NM (50

nM); NT (100 nM) y NS (40 nM), produjeron una inhibicidn
del 100% en el componente tdénico de la contraccidn inducida
por ClK (50 mM). Este efecto fue similar al obtenido cuando
las preparaciones se incubaron y montaron en solucidn Krebs
normocalcica (Ca++ 2,7 mM).

El BAY K 8644 utilizado a la concentracidn de
70 nM produjo una inhibicidén del componente ténico de la
respuesta contractil (8% + 5,8), que fue mas marcada que
la que se obtuvo con la dosis mayor, 1500 nM, (3% + 11}.
La diferencia entre ambas no fue estadisticamente signifi-

cativa.
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FIGURA 27

Efecto del BAY K 8644 a las concentraciones de 70 y 1500
nM sobre el componente fasico de 1la respuesta contractil
inducida por ClK (50 mM) en preparaciones FL-PM de ileon
de cobayo incubadas en solucidn KREBS hipercalcica (ca™™"
5,4 mM). En el eje de ordenadas se representa el % de incre
mento de la respuesta contractil. Cada valor corresponde
a la media + ESM de al menos siete preparaciones diferentes.

*p < 0.05.
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IV.2. EFECTO DE LAS DIHIDROPIRIDINAS ANTAGONISTAS DEL Ca '

Y DEL BAY K 8644 ADMINISTRADAS "IN VIVO" EN RATA CONTROL

IV.2.1.- EFECTOS EN EL COMPORTAMIENTO DE LA RATA.

Las DHP antagonistas del ca’t NF, NT (10 mg/kg)
y NS (5 mg/kg) administradas via i.p., no produjeron varia-
¢idn significativa alguna en el comportamiento de la rata

con respecto al control.

NM (10 mg/kg}, administrada por la misma via,
incrementd los movimientos estereotipados de aseo. (Tabla

5}.

El BAY K 8644 se administrd via i.p. en dos do-
sis diferentes, 0,2 mg/kg y 2 mg/kg. La dosis baja, origi-
né la aparicién de ereccidn de la cola de la rata {"straub
tail"). La dosis mayor utilizada, origind la aparicidn de
los siguientes sintomas: Arqueamiento del lomo, extensidn

de 1los miembros y ereccidén de la cola {("straub tail").

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla
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TABLA

Efecto de las DHP antagonistas del ca*?

administrados

Cada animal fue observado durante 45 min.,

"in wvivo",

y del BAY K 8644,

sobre el comportamiento de la rata.

siendo utiliza-

dos al menos 6 animales para cada dosis de farmaco.

PARAMETROQOS

FARMACOS ASEO ARQUEAMIENTO | ERECCION; EXTENSION| RASCADO

(mg/kq) DEL LOMOC DE LA DE

9/%9 COLA MIEMBROS

NF 10 0 0 0 ¢ 0

NM 10 T 0 0 0 0

NT 10 0 0 0 0 0

NS 5 0 0 0 0 0
BAY K 8644

0,2 0 0 T 0 0
BAY K 8644

5 0 11T Tt 17 0
0 = 0 a 5 repeticiones, 1 = 5 a 10 repeticiones, 17 = 10

a 20 repeticiones,

TTT = mads de 20 repeticiones.
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IV.2.2.~- EFECTOS SOBRE LOS NIVELES DE MONOAMINAS.

La DHP antagconistas del Ca++, se administraron
en todos los casos via i.p. a la dosis de 10 mg/kg para
NF, NM y NT y 5 mg/kg para NS. El BAY K 8644 también se
administrd en todos los casos via i.p., utilizandose dos

dosis 0,2 mg/kg y 2 mg/kg.
Iv.2.2.1.- MESENCEFALO.

-~ Serotonina.

Se valoraron los niveles de 5-HT, Ac. 5~hidroxi-
indol-acético (5-HIAA) y el cociente 5-HIAA/5-HT como un

indice del recambio de 5-HT.

. ++ . :
Las DHP antageonistas del Ca , no produjeron nin-
guna variacion estadisticamente significativa en los nive-

les de 5-HT (Fig. 28-A).

El BAY K 8644 tampoco produjo alteraciones signi-
ficativas a ninguna de las dos dosis administradas (Figqg.

2B-a).

. +
T.as DHP antagonistas del cat , NF, NS y NT produ-
jeron un incremento estadisticamente significativo en los

niveles de 5-HIAA (Fig. 28-B).
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FIGURA 238

Variacidn (%) respecto a control (0) en los niveles de 5-HT
(a); 5-HIAA (b) y en el recambio de 5-HT (5-HIAA/5-HT) (c),

en mesencéfalo de rata tras la administracién i.p. de NF, NM,
NT (10 mg/kg), NS (5 mg/kg) y BAY K 8644 (0,2 y 2 mg/kg).

Los valores representan la media + E.S.M. de al menos 7 ratas.
*p { 0.05. Valores control de 5-HT: 1253 + 70,9 ng/g y 5-HIAA:
536 + 24,7 ng/g. n
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El BAY K 8644 origindé un incremento de los nive-
les de 5-HIAA estadisticamente significativo a las dos do-

sis administradas (Fig. 28-B).

Las DHP antagonistas del ca*”t y el BAY K 8644
(0,2 y 2 mg/kg) produjeron un incremento significativo en
el recambio de S5-HT, que fué mas marcado en el caso de BAY

K 8644 y NF (Fig. 28-C).

- Noradrenalina.

Las DHP antagonistas del cat?t y BAY K 8644 a la
dosis de 2 mg/kg no produjeron alteraciones significativas
en los niveles de NA. 8in embargo, BAY K 8644 a la dosis
de 0,2 mg/kg disminuyd significativamente dichos niveles

(Tabla 6).

Iv.2.2.2.- BULBO.

~ Serotonina.

Se valoraron los niveles de 5-HT, 5-HIAA y el

cociente 5-HIAA/S5-HT como un Iindice de recambio de 5-HT.

NM incrementd significativamente los niveles de
5-HT. El1 restoc de las DHP antagonistas del ca™ no produje-

ron ninguna alteracidn significativa (Fig. 29-A).
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TABLA 6

MESENCEFALO

NA % VARIACION

NF 10 mg/kg -~ 2+ 0,07 (8)
NM 10 mg/kg 5+ 0,35 (7)
NT 10 mg/kg - 12+ 0,74 (7)
NS 5 mg/kg - 10 + 0,28 (7)

BAY K 8644 _ .
0,2 mg/kg 24 + 1,88* (8)

BAY K 8644
2 mg/kg

Los valores representan la media de al menos seis ratas
+ E.S.M. y se expresan en % de variacidén con respecto al
valor contreol. *p < 0.05. ( ) = nimero de ratas.

Valor control: 878 + 68,9 ng/g (8).
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BAY K 8644 (0,2 mg/kg) no

origind efecto signifi-
cativo en los niveles de 5-HT,.

Por el contrario,

la dosis
de 2 mg/kg incrementd los valores de 5-HT. Dicho incremento

fue mas marcado que el originado por NM (Fig. 29-A).

NM, NT y BAY K 8644 a la dosis de 2 mg/kg produie
ron un incremento de los valeres de 5-HIAA. NF, NS y BAY

K 8644 a la dosis de 0,2 mg/kg carecieron de efecto signifi
cativo {Fig. 29-B).

NF y NT 1incrementaron el cociente 5-HIAA/5-HT.

El BAY K 8644 también produjo un aumento significative del

cociente 5-HIAA/5-HT a las dos dosis utilizadas (Fig. 2%-C).

NM y NS no produjeron variacidn

significativa
(Fig. 29-C).

~ Noradrenalina,

NM, NT y BAY K 8644 (2 mg/kg) incrementaron signi

ficativamente los niveles de NA (Tabla 7).

NF, NS y BAY K 8644

(0,2 mg/kg) no produjeron

variaciones significativas.
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FIGURA 29

Variacidén (%) respecto a control (0) de los niveles de 5-HT
{a), S5-HIAA (b) y en el recambioc de 5-HT (5-HIAA/5-HT) (c)
en bulbo de rata, tras la administracidén i.p. de NF, NM, NT
(10 mg/kg), NS (5 mg/kg) y BAY K 8644 (0,2 y 2 mg/kg). Los
valores representan la medilia + E.S.M. de al menos 7 ratas.
*p< 0.05. Valores control de 5-HT: 845 + 49,9 ng/g y 5-HIAA:
315 + 17,1 ng/g. -
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TABLA 7

BULBO

NA % VARIACION
NF 10 mg/kg 25 + 1,50 (7)
NM 10 mg/kg 60 + 7,60% (7)
NT 10 mg/kg 68 + 8,49* (7}
NS 5 mg/kg I 44 + 4,45 (7} |
o §g$g34 —20 + 1,34 (7)

Los valores representan la media de al menos siete ratas
+ E.S.M. y se expresan en % de variacidn con respecto al
valor control. *p ¢ 0.05. ( ) = namero de datos.

Valor control: 842 + 56,5 ng/g (7).
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IV.2.2.3.- HIPOCAMPO.

- Serotonina.

Se valoraron 1os niveles de 5-HT, 5-HIAA y el

cociente 5-HIAA/5-HT comc un indice de recambio de 5-HT.

Las DHP antagonistas del ca’”t y el BAY K 8644
a las dosis dosis empleadas, no produjeron ninguna altera=-
cién estadisticamente significativa sobre los niveles de

5-HT (Fig. 30-A).

. ++ .
Las DHP antagonistas del Ca incrementaron los
niveles de 5-HIAA, siendo dicho incremento més marcado en

el caso de NT (Fig. 30-B).

El BAY K 8644 también produjo un incremento en

los niveles de 5-HIAA a las dosis administradas (Fig. 30-B).

NF, NT, NS y BAY K 8644 a la dosis de 2 mg/kg
incrementaron el cociente 5-HIAA/5-HT de manera estadisti-
camente significativa. Este efecto fue mas marcado con BAY

K 8644 y con NF (Fig. 30-C).

NM y BAY K 8644 a la dosis de 0,2 mg/kg no altera

ron significativamente el cociente 5-HIAA/5-HT (Fig. 30-C).
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FIGURA 30

Variacidn (%) respecto a control (0) en los niveles de 5-HT
(a), 5-HIAA (b) y en el recambio de 5-HT (5-BIAA/S-HT) (c),

en hipocampo de rata, tras la administracidén i.p. de NF, NM,
NT (10 mg/kg), NS (5 mg/kg) y BAY K 8644 (0,2 y 2 mg/kg).

Los valores representan la media + E.S.M. de al menos 7 ratas.
*p¢ 0.05. Valores control de 5-HT: 408 + 31,7 ng/g y 5-HIAA:
199 + 15,5 ng/g.
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~ Noradrenalina.

Ni las DHP antagonistas del ca™ ni las dos dosis

de BAY K 8644 produjeron alteracidn significativa en los

niveles de NA (Tabla 8).

IV.2.2.4.- CORTEZA CEREBRAL.

~ Serotonina,

Se valoraron los niveles de 5-HT, 5-HIAA y el

cociente 5-HIAA/5-HT como un Iindice del recambio de 5-HT.

Las DHP antagonistas del Ca++ preduiercon una dis-

minucidn estadisticamente significativa en los niveles de

5-HT (Fig. 31-A).

El BAY K 8644 no produijo alteraciones significa

tivas a ninguna de las dos dosis empleadas (Fig. 31-A).

L.as DHP antagonistas del cat? y BAY K 8644 (0,2

mg/kg) no produjeron modificacidén significativa en los

valores de 5-HIAA. BAY K 8644 (2 mg/kg) incrementd signifi-

cativamente dichos valores (Fig. 31-B).

NF, NT, NS y BAY K 8644 (2 mg/kg) produjeron un

aumento significativo en el cociente 5-HIAA/S5-HT, siendo
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TABLA 8
HIPOCAMPO
NA % VARIACION
NF 10 mg/kg -1+ 0,12 (8)
NM 10 mg/kg 20 + 1,51 (7)
NT 10 mg/kg 21 + 1,30 (8)
| NS 5 mg/kg 15 + 1,75 (7)
o zgiﬁg4 6 + 0,41 (8)
BgYmg/ﬁ§44 -6 + 0,67 (7)

Los valores representan la media de al menos siete ratas
+ E.S.M. y se expresan en % de variacidn con respecto al

valor control. { )} = numero de datos.

valor control: 518 + 35,9 ng/g (8).
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mas pronunciade en el caso de BAY K 8644 y NF. NM y BAY
K 8644 (0,2 mg/kg) no modificaron el cociente 5-HIAA/5-HT

({Fig. 31-C).

- Noradrenalina.

Ni las DHP antagonistas del Ca++, ni las dos do-
sis de BAY K 8644 utilizadas originaron alteracidn signifi-

cativa en los niveles de NA {(Tabla 9).

Iv.2.2.5.- MEDULA ESPINAL.

- Serotonina.

Se valoraron los niveles de 5-HT, G5-HIAA y el

cociente 5-HIAA/5-HT como un indice del recambio de 5-HT.

NT y NS elevaron significativamente los niveles
de 5-HT. NF, NM y BAY K 8644 no modificaron significativa-

mente dichos niveles (Fig. 32-A).

NT y NS incrementaron significativamente los nive
les de 5-HIAA. NF, NM y BAY K 8644 no produjeron alteracidn

significativa (Fig. 32-B).

NF y BAY K 8644 a la dosis de 0,2 mg/kg incremen-
taron significativamente el cociente 5-HIAA/5-HT. EL resto
de farmacos empleados no produjeron alteracidn significati-

va (Fig. 32-C).
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(0) en los niveles de 5-HT

(a), H-BIAA (b) vy en el recambio de 5-HT (5~-HIAA/S5-HT) (¢},

en la corteza
de NF, NM, NT
2 mg/kg). Los

mencs 7 ratas.
ng/qg y 5-HIAA:

cerebral de rata,

tras la administracidn i.p.

(10 mg/kg), NS (5 mg/kg) y BAY K 8644 (0,2 y
valores representan la media + E.S.M. de ail

*p< 0.05. Valores
205 + 20,6 ng/g.

control de 5-HT: 517 + 45,2
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TABLA 9

CORTEZA CEREBRAL

NA % VARIACION
NF 10 mg/kg 0 (8)
NF 10 mg/kg - 6+ 0,35 (7)
NT 10 mg/kg -~ 9 + 0,08 (8)
NS 5 mg/kg 6 + 0,51 (8}
g?g §g§£;4 -8+ 0,53 (7)
gA$g§k3644 -12 + 1,30 (7)

Los valores representan la media de al menos
+ E.S.M. y se expresan en % de variacién con
valor contreol. ( ) = numero de datos.

Valor control: 1024 + 68,1 ng/g (7).

siete ratas

respecto al
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FIGURA 32

Variacidn (%) respecto a control {(0) en los niveles de 5-HT
{a}), 5-HIAA (b) vy en el recambio de 5-HT (5-HIAA/5-HT) (c),

en médula espinal de rata, tras la administracién i.p. de NF,
NM, NT (10 mg/kg), NS (5 mg/kg) y BAY K 8644 (0,2 y 2 mg/kg).
Los valores representan la media + E.S.M. de al mencs 7 ratas.
*p< 0.05. valores control de 5-HT: 987 + 76,6 ng/g y 5-HIAA:
167 + 10,9 ng/g.
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- Noradrenalina.

NS incrementd significativamente los niveles de
NA. El resto de farmacos empleados no alterd significativa-

mente dichos niveles (Tabla 10).
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TABLA 10

MEDULA ESPINAL

NA % VARIACION
NF 10 mg/kg - 3+ 0,26 (8)
NM 10 mg/kg 22 + 2,69 (7)
NT 10 mg/kg 14 + 1,46 (7)
NS 5 mg/kg 28 + 2,65% (7)
mrrss | eioe o
B§Ym§/§g44 17 + 1,46 (7)

L.os valores representan la media de al menos siete ratas
+ E.S.M. y se expresan en 3% de variacién con respecto al
valor control. *p ( 0.05. ( ) = nimero de datos.

Valor control: 1503 + 114,2 ng/g (8).
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V. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

1.~ Las dihidropiridinas antagonistas del Ca++,

Nifedipino, Nimodipino, Nitrendipino y Nisoldipino, ejercen
un efecto inhibidor dosis-dependiente sobre la contraccidn
inducida por estimulo eléctrico, Ach (1 uaM) y ClK (50 mM)

en preparaciones FL-PM de ileon de cobayo.

Dicho efecto es menos acusado cuando las prepara-
. . . . . o s ++
ciones son incubadas en scolucidon KREBS hipercalcica (Ca

5,4 mM).

En todos los casos, el Nisoldipino demostrd ser

la dihidropiridina con mayor potencia.

2.- Las dihidropiridinas antagonistas del cat?
ejercen un efecto inhibidor del 100% sobre el componente
ténico de la respuesta contractil inducida por Ach (1 uM)

y ClIK (50 mM).

Dicha inhibicidn fue menos marcada al incubar

. e . cn ++
las preparaciones en solucién KREBS hipercalcica (Ca 5,4
mM) en el caso de las contracciones inducidas por Ach, no

habiendo encontrado diferencias significativas en el caso

de contracciones inducidas por ClK.
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3.- E1 BAY K 8644 ejerce los siguientes efectos

sobre contracciones inducidas por:

Estimulo eléctrico: Incremento de la respuesta contractil
inversamente proporcional a la dosis utilizada en prepara
ciones incubadas en solucidn KREBS normocdlcica (Ca'’
2,7 mM). En solucidn KREBS hipercalcica (Ca++ 5,4 mM)

la curva dosis-respuesta se desplaza a la derecha.

Ach (1 pM):
* Fasico: Incremento inversamente proporcional a la dosis
en preparaciones incubadas en solucidn KREBS normo e hi-

percalcica (Ca++ 2,7y 5,4 mM).

* Tdnico: Inhibicibn dosis-dependiente en preparaciones
. . P ++
incubadas en solucidn KREBS normocalcica (Ca 2,7 mM);
mientras que en preparaciones incubadas en solucidn KREBS
. P . ++ . .
hipercélcica (Ca 5,4 wM), provoca wun incrementc 1lnver-

samente proporcional a la dosis.

ClK (50 mM):

* Fasico: Incremento dosis~dependiente en preparaciones
incubadas en solucidn KREBS normo e hipercalcica (ca’ ™
2,7 vy 5,4 mM).

* Tdnico: Inhibicidn inversamente proporcional a la dosis

utilizada en preparacicnes incubkadas en solucidn KRERBS

normo e hipercalcica (Ca++ 2,7 vy 5,4 mM).
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4,- Las dihidropiridinas antagonistas del cat?
Nifedipino, Nimodipino y Nitrendipino (10 mg/kg} y BAY K
8644 (0,2 mg/kg}, no producen alteracién sobre el comporta-

miento de las ratas.

Nisoldipino (5 mg/kg) produce un incremento poco
acusado de los movimientos estereotipados, mientras gue
el BAY K 8644 (2 mg/kg) provoca un sindrome seudoespastico,
caracterizado por argueamiento del lomo, ereccibén de la

cola y extensién de 1los miembros.

5.- Los farmacos estudiados modificaron, en mayor
medida, los niveles de 5-HIAA gue los de 5~HT en todas las
estructuras estudiadas en S.N.C. de rata, excepto en corte-

za cerebral.

6.- Los farmacos estudiados incrementaron el re-

cambio de 5-HT de la siguiente manera:

- Nifedipino: En todas las estructuras estudiadas.

~ Nitrendipino y BAY K 8644 (2 mg/kg}: En todas las estruc-
turas estudiadas excepto en Médula Espinal.

~ Nisoldipino: En Mesencéfalo, Hipocampo y Corteza Cerebral.

- BAY K 8644 (0,2 mg/kg): En Mesencéfalo, Bulbo y Médula
Espinal.

-~ Nimodipinc: En Mesencéfalo.
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7.- Los niveles de NA aumentaron en Bulbo tras
la administracidén de Nitrendipino, Nimodipino y BAY K 864
(2 mg/kg}, y en MEdula tras la administracién de NS. BAY

K 8644 (0.2 mg/kg) disminuyd® dichos niveles en Mesencéfalo.
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VI. DISCUSION

- Dihidropiridinas en la preparacidén Fibra Longitudianl-Ple-
X0 Mientérico en ileon de cobayo.

Los resultados obtenidos en este trabajo, mues-
tran gue las DHP antagonistas del Ca++ NF, NM, NT y NS pro-
vocan una inhibicidn dosis-dependiente de la respuesta con-
tractil inducida por E.E. vy del componente fasico de dicha
respuesta inducida por Ach (1 uM) y ClK (50 mM) en prepara-
ciones FL-PM de ileon de cobayo incubadas en solucidn KREBS
normocalcica (Ca++ 2,7 mM}. La inhibicidn fue mAs marcada
al provocar la contraccidén con Ach gue con ClK. El compo-
nente +tOnico de la respuesta contractil, sufrid® en ambos
casos una inhibicidén del 100%. Dichos efectos inhibitorios
fueron menos acusados en preparaciones similares incubadas
en solucidn KREBS hipercalcica (Ca++ 5,4 mM}. Estos resul-
tados estan basicamente de acuerdo con otros descritos pre-

. . +
viamente para NF y otros antagonistas del Ca+ (INGENITO,

1985; GRBOVIC y RADMANOVIC, 1987; MARTIN et al. 1988).

La contraccién del misculo liso no vascular depen
de fundamentalmente de 1os niveles de Ca++ libre en el in-
terior celular (VAN BREEMEN et al. 1980). A su vez, la con-
centracién de Ca'' libre intracitoplasmatico esté& regulada,
por una parte por la concentracién de Ca++ existente en

los depbsitos intracelulares, que en el caso del misculo
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liso se encuentran localizados, preferentemente, en la cara
interna de la membrana citoplasmatica; y por otra de la
cantidad de Ca++ extracelular que es capaz de atravesar
la membrana de la cé&lula a través de dos tipos de canales:
los VOC y los ROC (BOLTON, 1979). Las DHP (agonistas y anta
gonistas del Ca++) actlan fundamentalmente sobre canales

-+

de ca®t voc tipo L (lentos) (NILIUS et al. 1985; NOWICKI

et al. 1985: HIRNING et al, 1988),.

. ++ o ..
El origen del Ca utilizado para la contraccidn
de la fibra lisa no vascular varia en funcidén del estimulo

que provogue la contraccidn. Asi:

El E.E. produce una depolarizacidén de la membrana
celular que origina la apertura de los canales de cat?t tipo
vOoC, favoreciendo la entrada de Ca++ al interior de la cé-
lula. Ademds, en la preparacién FL-PM de ileon de cobayo,
se favorece la liberacibén de Ach enddgena, proviniente en
su mayoria (95%), de las neuronas localizadas en el plexo
mientérico (PATON et al. 1971; KILBINGER y NAFZINGER, 1985;
SHINOZUKA et al. 1985). Dicha liberacidén de Ach, se ve dis-
minuida al incubar las preparaciones en un medio libre de

Ca++ (PATON et al. 1971), por lo gque se puede pensar gque

la liberacidén de Ach enddbgena depende de la entrada de cat?

a través de los canales de Ca++ tipo VOC.
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Nuestros resultados se muestran de acuerdo con
estas 1deas y sugleren que el efecto inhibitorio gue produ-
cen las DHP antagonistas del ca*t en 1las contracciones in-
ducidas por E.E. podria obedecer al bloguec en la entrada
de ca™ a través de los VOC en la fibra muscular {inhibi-
cién directa de la contraccidén) y en la terminacidén nervio-

sa {inhibicidn de la liberacidn de Ach).

Reforzando este criterio, se encuentra el hecho
de que al incrementar la concentracidn de Ca++ de 2,7 mM
a 5,4 mM, este efecto inhibitorio, fue significativamente

menos marcado.

La Ach provoca contraccidn de la preparacidén FL-
PM de 1ileon de cobayo, por interactuar con los receptores
muscarinicos postsindpticos (PATON et al. 1971; LLINAS,
1982), ésto provoca un lncremento de la conductancia total
de la membrana celular (KURIYAMA et al. 1967; HUKUHARA vy
FUKUDA, 1968; BOLTON, 1972) y alteraciones en el trasiego
normal del Ca++ y otros iones a través de la misma, obser-
vandose un incremento de la entrada de Ca++ por los canales
tipo VOC (BOLTON, 1979%; MITCHELSON vy ZIEGGLER, 1984; GRBO-

VIC y RADMANOVIC, 1987).

Por otra parte, la activacidn de los receptores

muscarinicos postsindpticos por Ach, favorece la liberacidn
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++ .
del Ca gue se encuentra almacenado en la c¢ara interna

de la membrana celular (SUGI y DAIMON, 1977; BOLTON, 1979}.

Ya se ha resefiado a lo largo de este trabajo,
que la respuesta contractil inducida por Ach es biféasica,
diferenciandose, por tanto, dos componentes, uno rapido
(fasico), ligado fundamentalmente a la liberacidn de Ca++
ubicado en los depbsitos intracelulares y uno lento (tdni-
co), relacionado con la entrada de Ca+'+ a través de los
canales de Ca'' tipo VOC (CHANG y TRIGGLE, 1973; TRIGGLE
y TRIGGLE, 1976; DANIEL et al. 1979). Esta diferencia en
la fuente de Ca'? utilizada para la produccidn de los dos
componentes de la respuesta contractil inducida por Ach,
puede explicar por qué las DHP antagonistas del ca®™ inni-
ben con mayor eficacia el componente tbnico de la con-
traccidén (relacionado con canales de cat?t tipo VOC) [(MIT-
CHELSON y ZTEGGLER, 1984) y por qué dicho efecto es menos

, - ++
marcado al incrementar la concentracidn de Ca extracelu-

lar.

En preparacidén FL-PM de ileon de cobayo, la res-
puesta contractil provocada por ClK depende del flujo de
entrada de Ca'' al interior celular (HURWITZ et al. 1980)
gue se produce a expensas de la apertura de los canales

de ca®t tipo vOC (BOLTON, 1979; LAWSON y CAVERO, 1989).

La contraccidn originada por ClK, al igual gque

sucede con la provocada por Ach, es bifésica y también se
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describe un componente rapido (fasico) y uno lento y mante-
nido (tdnico), ambos componentes de la respuesta contractil
estan mediados por la apertura de canales de ca®tt tipo VOC
diferentes (HURWITZ et al. 1980), de tal forma que los que
estan relacionados con la produccidén del componente féasico
constituirian el denominado sistema P y los relacionados
con el componente tdnico constituiriIan el sistema T (GOLEN-

HOFEN, 1976; BOEV et al. 1976).

hungue todos estos datos 1inducen a pensar gue
debe existir una mayor sensibilidad al efecto inhibitorio
provocado por las DHP antagonistas del ca’™ sobre el compo-
nente fasico de la respuesta contractil inducida por ClK
gque en la inducida por Ach, nuestros resultados parecen
demostrar que el componente fasico de la respuesta contrac-
til inducida por Ach es mé&s sensible al efecto inhibitorio
de las DHP antagonistas del ca®t gque su homb&logo inducido
por ClK, si bien es cierto, gue sblo existieron diferencias
estadisticamente significativas para algunas de las DHP

estudiadas y a determinadas concentraciones.

La explicacidn para este resultado "paraddjico",
se nos escapa, sin embargo, podria estar relacionado con:
a) la existencia de una poblacidn de canales de ca*’ tipo
VOC heterogénea, como ya apuntaban GOLENHOFEN (1976), BOEV
et al. (1976), COLLIS y SHEPHERD (1979) y HURWITZ et al.

(1980), b) con la distribucidn irregular de los puntos de
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unidn para DHP (FERRY et al. 1983a)y c) con el estado ciné-
tico del canal que podria interferir el acoplamiento DHP/

Punto de unidn {(TRIGGLE, 1988).

La inhibicidén completa del componente ténico de
la contraccién inducida por ClK, parece ser debida, funda-
mentalmente, al blogueo del pasc del ca’ a través de los
VOC gque producen las DHP antagonistas del Ca++. El1 gque di-
cho efecto inhibitorio se mantenga cuantitativamente cons-
tante incluso al incrementar la concentracidn de Ca++ ex-
tracelular de 2,7 mM a 5,4 mM, puede atribuirse a que la
contraccidn inducida por ClK depende del cat” extracelular,
sin que hayan descrito aumentos en la liberacidn del catt
intracelular existente en los depdsitos, y del tipo de ca-
nal utilizado por el Ca++ para pasar al interior celular.
La diferencia de sensibilidad entre el componente fésico

y el tdnico, se podria explicar por este mismo hechoc (GRBO-

VIC y RADMANOVIC, 1987).

El BAY K 8644 es una DHP gque tiene su punto de
accidén en el mismoc lugar gque el resto de sus compafieros
de grupo farmacoldgico (GLOSSMAN et al. 1983b; SARMIENTO
et al. 1984b) incluso compite con ellos para consegulr aco-
plarse (BELLEMAN, 1984; SARMIENTO et al. 1984p; DONOSO y HUI
DOBRO, 1986; KULLAK et al. 1987), pero difiere en su efecto

farmacolbgico, ya gue, a determinadas concentraciones, favo
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rece el paso de ca™ a1 interior celular a través de los
canales de Ca++ tipo VOC-L, pero al incrementar las mismas,
se produce un cambio en su farmacodinémica comportéandose
como un antagonista del ca®”.

Esto ha sido demostrado en preparaciones aisladas
de masculo cardiaco, en las gue concentraciones elevadas
de BAY K 8644 ( ¢ 10-7MJ originaron efectos propios de un
antagonista del ca’’ {inotropismoc (-)), mientras que a con-
centraciones menores (10_9M) se comportd como un agonista

++

de los canales de Ca (VAGHY et al. 1984a; THOMAS et al.

1984; SCHRAMM et al. 1985}.

Los resultados que hemos obtenido en la prepara-
cién FL-PM de ileon de cobayo, confirman que el BAYK 8644
tiene un comportamiento diferente en funcidén de la dosis.
En preparaciones estimuladas eléctricamente produce un in-
cremento de la respuesta contractil relacionado con la do-
sis de manera inversamente proporcional, asi las dosis mas
altas nc sbdlo no incrementan la respuesta contractil, sino
que producen una inhibicidén de la misma. Si incrementamos
la concentracidén de Ca++ extracelular (2,7 mM a 5,4 mM),
conseguimos un desplazamiento de la curva dosis-respuesta
hacia la derecha; es decir, debemos incrementar la concen-
tracién de BAY K B644 para ver la aparicidn de su efecto

antagonista. Este resultado es paralelo al obtenido con
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las DHP antagonistas del Ca++, en las gue ya observamos
una disminucidn de su efecto inhibidor al incrementar la
concentracidén de Ca++ extracelular. Este hecho, nos reafir-
ma en la idea de que el BAY K8644 a las concentraciones
mids altas utilizadas en este trabajo (600 - 1500 nM), blo-
quea parcialmente el paso del ca™t a través de los canales

de cat® tipo voc-i.

El BAY K 8644, gquimicamente es un andlogo de el
NF, pero presenta un Aatomo de carbono en posicién 4 que
es asimétrico, por lo que se describe la existencia de dos
enantidmeros, uno (+), el BAY R 4407 y uno (-) el BAY R
5417. El primero ha demostrado tener una actividad antago-
nista del Ca'  cualitativamente comparable a la de NF o
NM (SCHRAMM et al. 1985). El enantidmero (-) es un agonista
del Ca”’ con efectos farmacoldgicos, al menos, sobre miscu-
lo liso vascular y mGsculo cardiaco cualitativamente compa-
rable, pero cuantitativamente mas potente que los de la
mezcla racémica utilizada habitualmente (SCHRAMM et al.
1985; FRANCKOWIAK et al. 1985). Esto, podria explicar, par-
cialmente al menos, el comportamiento divalente del BAY

K 8644.

Los efectos sobre los componentes fasico y ténico
de la respuesta contractil inducida por Ach (1 uM) y sobre

el componente ténico de la respuesta contractil inducida
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por ClX (50 mM) concuerdan con lo expuesto hasta aqui, de
tal forma que el BAYK 8644 siempre demostrd tener actividad
antagonista del ca’™™ a 1a concentracidn mis alta utilizada
(600 nM), la cual fue menos marcada al incrementar la con-
centracidn de Ca++ extracelular (Ca++ 5,4 mM).

Por el contrario, el efecto gue produce sobre
el componente fasico de la respuesta contractil inducida
por ClK (50 mM) muestra una mayor actividad agonista al
incrementar la concentracidn del farmaco, efecto gque se
mantiene al aumentar la concentracidn de ca™t extracelular
(ca™ 5,4 mm).

Tal vez, este comportamiento del BAYK 8644 podria
ser explicado en base a la existencia de una poblacidn he-
terogénea de canales VOC (GOLENHOFEN, 1976; BOEV et al.
1976; COLLIS y SHEPHERD, 1979; HURWITZ et al. 1980). Ade-
més sabemos que el canal se puede encontrar en estados ciné
ticos diferentes (R, A, I) (SANGUINETTI y KASS, 1984), gque
el estado en el que se encuentre depende, entre otras cosas
del potencial de membrana celular (BEAN et al. 1987) y que
nosotros podemos induclr variaciones en dicho potencial
al depolarizar la preparacidn con ClK, provocando alteracio

nes en la afinidad farmaco-receptor.

Por otra parte, trabajos realizades con DHP anta-
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gonistas del ca™t parecen demostrar la existencia de dife-
rentes tipos de canales de Ca++ tipo VOC-L (BEAN et al.
1987). Las DHP tendrian capacidad de actuacidn sobre estos
canales a bajas concentraciones, pudiendo actuar sobre cana
les VOC-T a concentraciones mas elevadas (BEAN et al. 1987)
lo que podria justificar el efecto dosis-dependiente del
BAY K 8644, al existir la posibilidad de que pueda actuar

sobre otro tipo de canal VOC.

En contra de todao este se encuentran las observa-
ciones realizadas por NOWICKY et al. (1985} en las que se
sugiere gque el BAYK 8644 incrementa la corriente de ca®t

a través de los canales tipo VOC-L, dicho efecto no lo apre

cian en canales tipo T o N.

(ueda pues la discusidn abierta en este punto,
siéndonos dificil asegurar las razones de este irregular

comportamiento del BAY K 8644.
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- Dihidropridinas. Alteraciones sobre comportamiento.

Nuestro resultados demuestran, dque en los parame-
tros observados, las DHP antagonistas del Ca++, en general,
no producen alteracidn significativa del comportamiento
a las concentraciones utilizadas y administradas por via
i.p. en ratas controles.

Estos datos concuerdan c¢on los c¢cbtenidos por
otros autores en ratones (GREBB, 1986:; XAVALIERS, 1987;
CONTRERAS et al. 1988} aunque, al utilizar dosis superiores
a las usadas por nosotros (hasta 5 veces superiores) descri
ben una disminucidén de la motilidad e inclusoc muerte del
animal para algunas DHP antagonistas del cat? (MM, N8)

(GREBB, 1986;.

Existe abundante bibliografia sobre el efecto
de las DHP antagonistas del ca*t administradas "in vivo"
en animales tratados previa o posteriormente a su adminis-
tracién, con farmacos come morfina (OHNISHI et al. 1988;
CONTRERAS et al. 1988); BAY K 8644 (BOLGER et al. 1985),
Iminodipropionitrilo (CADET et al. 1988), Anfetaminas
{GREBB, 1986), y, en general, sustancias gque pueden produ-
cir "per se" alteraciones en el normal comportamiento del
animal de experimentacidén, generalmente, debidas a modifica
ciones en el trasiego de ca’t y en la liberacidn de monoa-

minas (CADET et al. 1988).
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Dichas alteraciones si pueden ser revertidas o
modificadas por las DHP antagonistas del catt (BENEDEK vy
SZIKSZAY, 1984; OHNISHI et al. 1988), y por tanto, en cier-
to sentido, se puede hablar de gue las DHP antagonistas
del Ca++ varian el comportamiento animal, pero generalmente

partiendo de un estado gue se puede considerar como no fi-

sicldgico.

Esto, probablemente, sugiere gque el efecto de
las DHP antagonistas del Ca++, se pone de manifiesto en

condiciones patoldgicas, o mejor dicho, no fisioldgicas.

Los resultados obtenidos con el BAY K 8644 (0,2
mg/kg y 2 mg/kg) se pueden resumir en que sb6lo la dosis
de 2 mg/kg produce un incremento marcado en la repeticiodn
de los parametros: Argueamiento del 1lome, Ereccidén de 1la
cola y Extensidn de los miembros, es decir, todos fendmenos

relacionados con un aumento del tono muscular.

Esto coincide con otros resultados hallados en
la bibliografia (BOLGER et al. 1985; PETERSEN, 1986; BOUR-
SON et al. 1989) en los que se describe la existencia de
un sindrome '"pseudoespistico" en la rata tras la adminis-
tracidn de BAY K 8644 i.p.. Estos efectos son revertidos
por NF y probablemente sean debidos a la activacidn de los

++ .
canales de Ca localizados en el cerebro y a las consecuen
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cias que ello conlleva sobre los mecanismos presindpticos
que controlan la liberacidn de neurotransmisores (BOURSON

et al. 1986).

E1l BAY K 8644 provoca una disminucidn de la acti-
vidad psicomotora, aumento de la Presidn Arterial, y prolon
gacidn del tiempo de latencia en el test de analgesia reali
zado en la cola de rata (BERGE et al. 1988; BOURSON et al.
1989), aungue este Gltimo efecto se ha explicado por su
accidén vasoconstrictora periférica (BOURSON et al. 1986}).
Por otra parte, sblo la hipomotilidad y la aparicidn de
los cambios posturales se reproducen tras la administracidn
de BAY K 8644 (5-20 pg/kg) via i.c.v., lo gue sugiere gue
el resto de efectos observados estarian mediados periférica

mente (BOURSON et al. 1989).



~174-

- Dihidropiridinas. Alteraciones en los niveles de monoaminas.

Nuestro resultados demuestran gque las DHP agonis-
. ++ S m i
tas y antagonistas del Ca incrementan la neurctransmisién

serotoninérgica en S.N.C. de rata.

Las DHP antagonistas del Ca++ NF, NM, NT vy NS
aumentan el recambio de 5-HT en la mayoria de las estructu-
ras de S.N.C. gque hemos estudiado, principalmente por incre
mentar los niveles de su metabolito mas importante (5-HIAA).
Sin embargo, en corteza cerebral, el aumento del recambio
se produce no como consecuencia de una elevacidn de 5~HIAA,

sino debido a una disminucidn de 5-HT.

El BAY K 8644 provoca un incremento en la concen-
tracidn de 5-HIAA dosis-dependiente, pero no altera signi-
ficativamente las concentraciocones de 5-HT. Esto sugiere
que el BAY K8644 aumenta el recambio de 5-HT Y
concuerda con la idea, de que el BAY K 8644, comoe agonista
del Ca++, incrementa la depolarizacidn dependiente de la
entrada de Ca++ al interior celular y la liberacidén de 5-HT
en preparaciones de corteza cerebral (MIDDLEMISS y SPEDDING
1985). Sin embargo, el hecho de gue las DHP antagonistas

del Ca++

también aumenten el metabolisme de 5-HT, indica
que el efecto que produce BAY K8644, no es atribuible exclu

. : . . L .
sivamente a la activacidn de canales de Ca tipo VOC, sino
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que posiblemente es atribuible, ademds, a un mecanismo ines

pecifico.

Por otra parte, a las desis utilizadas no hemos
encontrado una respuesta bifasica similar a la descrita por
HOFFMEISTER y TETTENBORN (1986). Estos autores describieron
gque el BAY K 8644 a bajas dosis (1-10 ug/kg) disminuye el
efecto antinociceptivo del fentanilo, mientras gue a dosis
mas elevadas (100 pg/kg) lo potencia. Estos efectos, eran
descritos tras la administracidn del BAY K 8644 via i.v.,
mientras que en nuestro trabajo lo hemos administrado via
i.p., y esta descrito, que el perfil de actividad del BAY
K 8644 cambia en funcidén de la via de administracidn (BOUR-

SON et al. 1989).

El efecto provocado por las DHP agonista y anta-
gonistas del Ca++, no fue evidente sblo en las regiones
del cerebro con mayor densidad de canales de Ca++ tipo VOC
(Hipocampo y Corteza Cerebral) (GOULD et al. 1985), sino
también en Médula y Mesencéfalo, que son regiones cerebra-
les con baja © muy baja densidad de puntos de unidén para
DHP. Esto, podria ser debido, a que las DHP antagonistas
del ca't interactuan con diferentes tipos de receptor, e
incluso, alguno de sus efectos, probablemente sean induci-

dos por acciones indirectas (GAGGI y GIANNI, 1890).
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Se ha descrito gue el NF potencia los efectos
de la adenosina o© interactiia con un receptor de adenosina
(SWANSON y GREEN, 1986), inhibe el recambio de fosfatidil
inositol ({KENDALL vy NAHORSKI, 1985) o interactia con la
Ca++—ATPasa (DAVID DUPHILO, 1984). Ademas todos los farma-
cos estudiados, a las dosis administradas, producen marca-
dos efectos sobre la funcidn cardiaca y la presidn arterial
(BOURSON et al. 1989). Estos efectos periféricos podrian

también mediar importantes acciones a nivel central.

PILEBLAD y CARLSSON (1987), han observado una
disminucion de la sintesis de 5-Hidroxitriptdfano en siste-
ma limbico tras la administracién de NM y BAY K 8644 en ra-
ton. Este resultado podria indicar un aumento en la hidro-
xilacidén del triptéfano mediada por DHP . En este sentido
seria interesante apuntar que los canales de cat™ voc-L

localizadoes en el soma celular, podrian estar implicados

en la requlacién de mGltiples funciones neuronales.

Utilizando el test descrito por PORSOLT et al.
(1977) para valorar la actividad antidepresiva de un farma-
co, MOGILNICKA et al. (1987) sugieren que NF podria tener
cierta actividad antidepresiva, que tal vez estaria relacio
nada con el aumento en la neurotransmisidn serotoninérgica

que provocan, en general, las DHP antagonistas del ca’tt.
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En resumen, los resultados de nuestro trabajo

muestran que las DHP antagonistas del ca’t (NF, NM, NT y

NS) y agonista del ca’”’

(BAY K 8644) preoducen, en general,
un incrementc del recambio de 5-HT. E1 hecho de gque estos
farmacos afecten a la neurotransmisidn serctoninérgica de
manera similar nos hace pensar que este efecto podria estar

mediado por mecanismos diferentes a la interaccidn con los

canales de Ca++ tipo VOC.

Por otra parte, los resultados gue hemos obtenido
en relacidén con la modificacidn en los niveles de NA provo-
cada por DHP agonistas y antagonistas del Ca++, muestran
que en, practicamente todas las estructuras estudiadas
las DHP antagonistas del ca™™ utilizadas en nuestro traba-
jo, carecen de efectos significativos sobre los valores
de NA, excepto en el caso de Bulbo y Médula Espinal, donde
HM y NT y BAY K 8644 (2 mg/kg) en el primero y NS en la Gl

tima, incrementan los niveles de NA.

Por otra parte, el BAY K 8644 (0,2 mg/kg), se mues
tra ineficaz a la hora de alterar los valores de NA, excep-

to en Mesencéfalo donde los disminuye.

Nuestros datos no concuerdan con 1los obtenidos
por otros equipos de investigacidén, asi GAGGI y GIANNI

(1990), obtuvieron que NF (20 mg/kg) produce una disminu-
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cidén de entre un 16-35% en los niveles de NA en todas las
estructuras cerebrales que estudiaron excepto en hipocampo;
por otra parte, PILEBLAD y CARLSSON (1987} obtienen una
disminucién en la sintesis de DOPA (en estriado y sistema
limbice) y de NA (en hemisferios) tras la administracidn
de NM a ratones albinos; ademds se ha descrito que el BAY
K 8644 origina un incremento de la liberacidén de NA y 5-HT,
entre otras sustancias, en depolarizacicnes inducidas por
K+ ({MIDDLEMISS y SPEDDING, 1985). BOURSON et al. (1989),
utilizando cortes de cerebro, sugirieron que el BAY K 8644
puede incrementar la liberacidin de neurotransmisores indu-

. + . .
cida por K , mientras que los antagonistas del Ca++ care-

ciédn de efecto.

Este comportamiento peculiar de las DHP agonistas
y antagonistas del ca™ se ha tratado de explicar sugirien-
do que en el cerebro, pueden existir canales de Ca++ gue,
bajo determinadas circunstancias, quedarian enmascarados
(MIDDLEMISS y SPEDDING, 1985), ¢ por la existencia de dife-
rentes tipos de canales VOC, de los gue sdlo algunos son
sensibles a DHP o© porgue algunos canales de Ca++ pierden

su actividad en membranas aisladas (NILIUS et al. 1985).

En conclusidn, son demasiados los factores o las
circunstancias gque pueden influir sobre el efecto de las

DHP agonistas y antagonistas del Ca++, y es muy arriesgado
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atribuir dicho efecto a una sola causa, cuando muy probable

mente tenga un origen multifactorial.



CONCLUSIONES
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VII. CONCLUSIONES

l.- En preparacidn FL-PM de ileon de cobayo las DHP antago-
nistas del Ca++, NF, NM, NT y NS bloquean el paso de
este idn a través de los canales de Ca++,probab1emente,
tipo VOC.

2.—- La DHP agonista del Ca++ BAY K 8644 presenta un efecto
biféasico a nivel periférico que parece estar relaciona-

do con los canales de ca’t tipo VOC y con la dosis de

farmaco administrada.

3.- Las DHP antagonistas del Ca++, NF, NM, NT y NS adminis-
tradas "in vivo", no provocan alteraciones en el compor
tamiento de los animales de experimentacidn en condicio
nes fisioldégicas.

4.- La DHP agonista del ca*t Bay K 8644 administrada "in
vivo" provoca alteraciones en el comportamiento del
animal de experimentacidn, en condiciones fisioldgicas,
debido posiblemente a un mecanismo de accidén periférico

y central.

. . ++ .
5.~ Las DHP agonistas y antagonistas del <Ca ocasionan
un aumento de la neurotransmisidén serotoninérgica, aun-
que no hemos podido esclarecer el mecanismo por el gue

se produce,
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