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ABREVIATURAS

Á: angstrom
Ach: acetllcolina
ACV: accidente cerebro vascular
Ad: adrenalina
ADP: adenosin difosfato
Aga: agonísta(s) alta
AgCa: agonista(s) del calcIo
AMP,: adenosin monofosfato *Llco
AnCa: antagonista del calcIo
ATP: adenosin trlfosfato
Ce”,,, lón calcio extracelular
Ca”,, : lón calcio Intracelular
CLM: cadena(s) ligera(s) de miosina
OMO: calmodulina
CTP-PA: cludil transterasa para ácIdo fosfatídíco
D: dallons
DE

0¿ dosis efectIva 80
DG: díacilgílcerol
DHP: dihídroplrldínas
DNA: ácido desoxiribonuolelco
EDTA: etilen.dlamlno-IétracetatO
EGTA: etílen-gllcol-( ¡3-arnhoetlléter)tétraacétatO
ESM: error standard de la media
GABA: ácido y hidioxibutírlco

la.: lntrart~rIal
IP: inosltol 1 fosfato
IP1: inosltol 1,4. difosfato
lP~: Inosltol 1,4.5 trlfosfato
IUPAC: Unión Internacional de Química Pura y Aplicada
lv.: intravenosa
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RO: lQlodaltons
1: canal 1 de calcio situado en neurona
L~: canal 1. de calcio situado en músculo
mM: milimolar
mV: villvoltio
mS: mifisiemeris
pM: micromolar
pW: mlcrowatk,
Wc noradrenalina
rJrn: nanometro
OMS: Organización Mundial de la Salud
PA ácido tosfattdico
PI: fostatldflnositol
Pr: fosfalldilinesitol 4-fosfato
PIP,: fostatidlflriosltol 4,5-difosfato
polol: picomolar
pe: plcosiemens
PSD: presión sanguínea diastólica
ROC: Canal(es) operados(s) por receptor o receptor dependiente(s)
TCX: Taicatoxina
TEA letraellian,onio
flX: tetrodctoxina
VOC: Canal(es) operado(s) por voltaje o voltaje dependIente(s)
w•CgTx: w-conotoxina o toxina w-VIA conus geographus,
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II.- DjSTRl~Ucío~ DEL CALCIO EN EL CUERPO HUMANO.

El calcio es un elemento abundante en la naturaleza. Aparece formando parte
apro>dmádamenle del 3,4% de la Itosfera. Es un metal alcalinotérreo, situado en la
tabla periódica en el grupo líA, cuyo ri atómico es 20, y cuya configuración
electrónica es: 1 ~2, 2 s’. 2 p•, 3 s~ Sp’, 4s’. Sus características químicas, Junto con
las de otros elementos también presentes en al cuerpo humano figuran en la Tabla 1,

TAB~l

CARACTERíSTiCAS QUíMICAS DE Los DISTiNTOS

IONES ABUNDANTES EN EL CUERPO HUMANO,

Radio del Eón en .4

Radio metálico o covalente en A

1, ( elocÉrén voltios

1, ( electrón voltios

Energía de red ( voltios

Punte de fusión ( t

Punto de ebullición ( .~)

Ca” Ns’ 1<’ O¡ Mg”

1.97 1.90 2.35 0.99 1.60

0.99 0,95 1.33 1.70 0.65

6.11 5.14 4.34 12.96 7.64

11.87 47.29 31.61 ..- 15.03

-2.07 -2.71 -2.92 -1.39 -2.34

851 98 63.5 -103 651

1437 883 759 -35 1107

= Potencial para la primera ionización

1, = Potencial para la segunda ionización
Tomada de Colton y Wilkinson 1986)
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El potencial de Ionización como se observa en la Tabla 1 no es muy afta para
la r Ionización, por lo que generalmente se presenta en forma de catión dlvalente
Ca”. Este presenta una configuración externa de fi electrones tipo a e’, 3 p. que
tiene una densidad de carga simétricamente esférica, y es muy estable. El potencial
de Ionización depende en realidad de la carga, radio y configuración electrónica, y
es Inverso a la propia estabilidad del catión. El catión dlvalente 0a es cepáz <fe
formar fácIlmente complejos con proteinas que tengan alto contenIdo en giutámloo
y aspártico, siendo este factor determinante de reacciones bIológicas.

Se puede comprobar por las medidas de los radios de los iones realizadas
mediante técnicas de difracción de rayos X, que los Iones Na y Ca” tienen un
radIo muy semejante, por lo que dada la concentración de ambos en el cuerpo
humano no es extraño que sean los principales Iones que se Intercambiaran a
través de la membrana plasmática. Otros Iones como el Ct y el K difunden con más
dificuhad por su tamaño, o bIen como en el caso del Mr’ difunden poco por la
escasa cantidad existente en el organismo.

En el cuerpo humano el calcio se encuentra fundamentalmente formando parte
de los huesos, El huese compacto está formado por alrededor de un 25% en peso

de matriz orgánica y un 75% en peso de sales. Estas sales cristalinas que se
depositan entre la matriz orgánica del hueso, son principalmente sales de calcio y
fosfato, siendo la hidroxlapatlta la sal más importante. Estos cristales cálcicos
presentan formada placa delgada y alargada, de 200 a 400 A de longitud y dolo
a 30 A de anche existiendo entra ellos Iones Mg Ns’, K’, 00~It que no forman
redes cristalinas sino que se encuentran situados en la superficie de los cristales de

hldroxlapatita.
De la fracción total del calcio óseo, hay una pequeña parte del calcio que escita

entre el 04 y 1% ( dependiendo de la edad del sujeto y del tipo de hueso >. que se
encuentra en forma fácilmente IntercambIable con el calcio plasmático. Esto es
debido a que forma sales de más fácil movilización que la hidroxíapatita.

En el plaerna hay unas cifras de calcio de 9.6 ± 0,5 mg%, lo que supone una
concentración aproximada de 2.4 mM.A. El calcio plasmático se encuentra de tres
formas diferentes

1.- El 40% aproximadamente < lo que supone una concentración de 1.0 mM./1.)
está combinado a las proteínas plasmáticas no pudiendo por tente difundir por la
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membrana capilar.
2.- El 50% (1.2 mM.A ) aparece en forma de calcio lónico (Ca”), siendo esta

forma Ionizada la que dlftrnde a través de la membrana capilar.
3.- El 10% restante < 02 mM/E ) no aparece como calcio Ionizado, sino

combinado con otros componentes del piasma en forma de citratos y compuestos
semejantes.

Los datos sobre la distribución del calcio en el cuerpo humano se han tomadO
dé Vallolton 1985 y Guyton 1988.
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1.2.- LA MEMBRANA PLASMAilCA COMO BARRERA
DE INTERCAMBIO DE IONES.

1,2.1.- ESTRUCTURA MOLECULAR

La membrana plasmática forme el Imite entre el Interior de la célula y el medIo
ambiente que la rodas. Está encargada de consetvsr el ambiente interior merced a
sus propiedades de permeabilidad y a su capacidad de transportar Iones y
nutrientes,

La propuesta Inicial de su estructura fue formulada por Danlellí y Davson (1935),
quienes mantuvieron la teoría de la • membrana unitaria”, describiendo la membrana
con un aspecto trilaminar de dobl, capa proteica (una exterior y otra interior), y una
capa intermedia bimolecular de Vpldos. Esta configuración fue descrita por estos
autores al observar que apareden tres bandas como artefacto de las tínciones. Este
aspecto era similar en todas las membranas plasmáticas, aunque la composición en
proteínas y Ipidos difería considerablemente de unas a otras.

Posteriormente como resultado del perfeccIonamiento de los métodos de
investigacIón, se establecieron diversas modificaciones sobre esa estructura. Hoy en
día la estructura de le membrana plamática se encuentra muy definida merced a la
aplicación de las técnicas de difracción de rayos X~ y de congelamiento-fractura,
réplica y microqulmica.

El modelo más aceptado hoy es el fórmulado por Singar y Nlcolson (1972).
Estos autores proponen una membrana de configuración asimétrica, y de espesor
entre 70 y 100.4, que no es permeable a las macromoléculas (FIgura 1).

y
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FIGURA 1.- Representación esquemática según Singer y Nicolson de la estructura

de la membrana. GP, glicoproteina con residuos terminales de ácido síMico (U) hacia
el exterior. PM monocapas de proteína estructurad en la superficie externa e interna.
LL, capa Ilpídica bimolecular en la que se distinguen los grupos polares de glicerol
(OL) hacia el exterior y los grupos apolares de los fosfolipidos (I<fl hacía el interior,

PI, proteínas intrínsecas que atraviesan completamente la membrana y formaran los
canales, PE, proleinas extrínsecas que no atraviesan la membrana y forman los
reoeplores.( Modificación ¿¡el esquema de Bowman y Rand 198.4)
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Nos encontramos por tanto con una bicapa Ilpidica compuesta principalmente
por fostoipidos, glicolipidos y colesterol, orientados de tal manera que los grupos
polares o hidrófilos de las moléculas <gllceroQ se encuentran situados hacía el
exterior, mientras que las cadenas apolares o hidrófobas de ácidos grasos se

encuentran situados hacia el interior. Esta es una disposición general, pero en las
distintas membranas los fosfofpldos contienen ácidos grasos que pueden ser
saturados o Insaturados, Si la proporción de ácidos grasos Insaturados es elevada
se provoca una deformación estructural que tras como consecuencia una disposición
menos ordenada de las colas de los ácidos grasos. Esto hace que la estructura sea
menos rígida, dando ala membrana un caracter más fluido y aumentando por tanto
su permeabilidad.

Por otra parte, otro de Ios compomentes grasos de la membrana es el
colesterol, El colesterol se encuentra en mayor abundancia en la paile Interna de la
membrana y contribuye a dar mayor rigidez a la estructura Inmoviflzando las colas
de los ácidos grasos. Por tanto disminuye la permeabilidad, y contrarresta el
efecto descrito por la abundancia de ácidos grasos Insaturados.

La capa proteica es también doble <una exterIor y otra interior). Muchas de las
proteínas integrantes tienen naturaleza anfipática por estar compuestas de
amimoácldos polares y no polares, tendiendo las partes polares a disponerse hacia
la superficie externa de la membrana (zona da las regiones polares >, y las parles
no polares hacia la zona no polar Interna Bp<dlca, compuesta como se ha descrito
por los ácidos grasos y el colesterol,

Además dc las proteínas de la doble capa, existen otras que atraviesan
completamente la membrana de parte a parte, y que se denominan proteínas
intrínsecas, y otras que penetran en la membrana pero sIn atravesarla y son las
llamadas frote<nss extrinsecas, La misión de las proteínas intrínsecas es le de
formar los poros o canales, mientras que las proteínas extrínsecas forman parte de
Ios receptores.

Más externamente a todo Io descrito, se encuentra una capa que es una
prolongación de glicoilpldos o de gllcoprotefnas, y que presenta como caracterlslica
más relevante la abundancia de ácido siáilco, por lo que se encuentra cargada
negatIvamente y permite la fijación de los múitiples cationes extraceiulsres,

principalmente 0a, Nc’, 1<’. A estas porciones de carbohidratos les corresponden

9



parle de las propiedades antigénicas de las superficies celulares.
De este modo las proteínas que se encuentran en el citoplasma, al no poder

salir al exterior, atraerían hacia el interior moléculas de agua, y la célula estallaría Si

no tese porque exIsten en sí exterior sustancias que equilibran este Juego de
presiones, Entre las sustancias presentes en el exterior celular están los iones que
se encuentran en distIntas concentraciones dentro y fuera de la célula, como Se

puede apreciar en al Tabla II.

CONCENTRACION DE ALGUNOS IONES IMPORTANTES
EN EL INTERIOR Y EXTERIOR CELULAR.

Concentración Concentración
lón extraoeluiar(mM) lntraceiular(mM)
Ca” 2-6 1o~-1O~

Nr iso-iso 6-20
1<’ 3-6 120-143
ci- loo-fc 2-lo
Mg 1-2 10-33

remada de R0egg 1988, con modificaciones

La diferente concentración de Iones entre el exterior celular y el citoplasma, trae
consigo una diferencia de potencial entre la parle externa y la interne de la
membrana, que en algunos casos puede llegar a ser de hasta -85 mV. La parte
externa se encuentra cargada posltkarnente por el exceso de cationes existentes
respecto a le parte Fnterna. Para conservar esta diferencia de potencial eléctrico, la

membrana presenta unas propiedades dieléctricas, que unidas a la facilidad de paso
que tienen las sustancias grasas frente a otro tipo de moléculas, sugieren que la
mayoría de la membrana esta formada por sustancias lipfdicas.

-jo
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122.- PERMEABILIDAD Y TRANSPORTE DE MEMBRANAS

Le descripción matemática de la conducción del impulso eléctrico en la
membrana plasmática está basada en corrientes lónicas de circuito locales. Se
denomínó ‘teorfa del cable”, y fue postulada por HodgkIn y Rushton (19.46) para

describlr las consecuencias del flujo lónleo en la propagación eléctrica
unidimenslonal, que es la más sencilla,

Una vez postulada la ecuación general, la estrategia experimental para aislar los
componentes de las corrientes ónices iodMduales se ha basado en emplear técnicas
cinéticas y farmacológicas. Los Iones se desplazan a través de lasmembranas
pasando por canales que discriminan entre distintos portadores de carga, y así la
permeabIlidad de un canal a varios iones se denomína • selectividad • del canal y
queda reflejada por la siguiente ecuación

II = GI (E mt) - (Em -

II = corriente lónica
Gi(E mt) = conductancia dependiente del voltaje y tiempo
Em = potencial de membrana bajo control experimental
El = potencial de equilibrio de un canal particular

Esta ecuación es una simplificación de la formulada por Hodgklri y Rushíen y
podemos observar en ella que existen una serie de tactores que posibilitan o impiden
el paso de determinadas moléculas o iones a través de la membrana, y que con
caracler más general se resumen en: volumen, carga, liposutbilidad y gradiente de
concentración,

Las moléculas de gran tamaño atraviesan la membrana pci procesos de
pinocitisis o exocitisis, mientras que las moléculas de pequeño tamaAo, dependiendo
de las ecuación vista, así como de los factores descritos, atraviesan la membrana por
tres mecanismos fundamentales que han sido descritos por múltiples autores

* Difusión pasiva
* Difusión facilitada

* Transporte activo

11
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Madisnte un mecanismo da mwslónoasfr¡ penetran con facilidad al Interior de
la célula las moléculas de pequeño tamaño que no son polares. Si la molécula os
pequeña y pelar pero sin carga, puede penetar también por este mecanismo (ej.
agua, urea. gliceroL.>, Las moléculas ionizadas no pueden penetrar por este

mecanismo.
La aa~nk~JjIIja se efectúa por medio de proteínas específicas de la

membrana que pueden actuar corno canales especílicos, o como sistemas
transportadoras. Por este mecanismo se introducen las moléculas o lonas a favor de
un gradiente electroquímico, por lo que la caracterlstica fundamental para que exista
difusión facilitada es que no exista gasto de energrs. Los cuatro iones más
lmportwitss que regulan la aclividad celular ( Ns’, 1<’, CL Ca) tienen diferentes
canales que utilizan este tipo de mecanismo para pasar a través de la membrana,
Estos canales se describirán con detalle más adelante, y tienen fundamentalmente
dos mecanismos de apertura. Así pueden abrírse mediante una despolarización
previa en la membrana. y son los canales operados por voitaje o voltaje
dependientes (VOC), o bien puede abrirse mediante la Interacción de un ligando
a un receptor asociado al canal y son los canales operados por receptor o
receptor dependientes ( ROO >, Los fármacos pueden actuar en el receptor
ocupándolo y presentando una acción agonísta o antagonista, o bien pueden
bloquear el canal propiamente dicho mediante una interacción con una molécula del
canal.

Cuando se realiza un transporte a través de la membrana en contra de un
gradiente, utilzendo proteínas a modo de transportadores y acoplando una fuente
de energfa para su consumo ( en general es la hidrolisis de Al? o adenosin
Irifosfato a ADP o adenosin difosfato), tenemos un IranmQda.s~t&Q.

A ambos lados de la membrana ya sabemos que existen diferentes
concentracicnes de Iones, como quedó refle¡ado en la Tabla II. Como consecuencia
de la apertura de los cenares descritos entran una parte de estos Iones, debiendo
ser posteriormente transportados si exterior para que se restablezca la normalidad
en la distribución ónice en contra de un gradiente de concentraciones, y a veces
de cargas. Este proceso se realiza usualmente mediante el intercambio de un ión con
oto por medio de un sistema enzirnátlco conocido con el nombre de ATPasas O

bombas de iones, que funciona como un sistema de transporte activo.

12



Se han descrito los siguientes sistemas de intercambio de Iones ( Florez y col
1986, Rúegg taU):

e) Na/IQ-ATPasS -- Esta bomba tiene una Importancia fundamental en el
potencial de acción en las células nerviosas, y es de vital Importancia en el
movimiento jónico en las células del túbulo renal, del hernatfe, deL músculo
cardlaco,etc. Su número por cada célula es de varios cientos de miles. Por cada
molécula de ATF hidrolizado bombea tres moleculas de Nr hacia el exterior y dos
moléculas de K’ hacia el interIor, por lo que ea una bomba electrógena El enzima
responsable de este transporte activo es por lo tanto la ATP-asa Ne’/K’ que está
formada por dos subunidadas a y ¡3. La a tiene unes 120 1<0 de paso molecular,
mientras que la 0 es una glicoprotelna de 50 1<0. Un potente Inhibidor de esta
AtE-esa es la ouabafna, uno de los muitiples glucósidos de la digital.

b) Cr’-ATPasas -- UtIlizan también el ATE como fuente de energía. Los enzimas
responsables son proteínas AV-asas CaiMg~ dependIentes de las que se han
aislado al menos dos. La mayor de 140 kt) es sensible a la calmoduliria (CMD), que
es una proteína abundante en el citoplasma con cuatro sitios de unión para los iones
Ca. IDos de los sitios están ocupados permanentemente, y la unión a un tercera
y posiblemente a un cuarto lón calcio es lo que modifica la estructu<a de la 01W,
convírtiéndola en un ecthjador de la bomba de calcio, La función y estructura de la
CMO se describirá con más detalle en el apartado 1.4. La extraordinarIa aita afinidad
de le Cat~ATPasa por el calcio hace que extraiga los Iones calcio de la célula a
pesar de la gran diferencia de concentraciones que existe entre el Interior y el
exterior (la concentración es del orden de 103 a 104 veces superior en el exterior).
Probablemente, el transporte de Iones Ca está acoplado a la toma dedos H, por
lo que es neutro desde el punto de vista eléctrico. El número de moléculas
Ca’-ATPasa por célula es más reducido que el de NaIK-ATPaSa (algunos miles
por célula frente a los varios cientos de miles>. Esta bomba está presente en todos
los tipos de célula, por lo que se supone desde el punto de vista evolutivo qué es
muy antigua Existe otra Ca”-ATPSsC en el retículo endoplásmico que es más
pequeña y llene un peso molecular de 941<0. No es sensible a la CMD, sino que
es activada por medio de una fosfarilaclón dependiente del adenosfn monofoslato
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ciclico ( AMPo ). Esta bomba disminuye la concentración de calcio en el
citoplasma, rellenando ros depósItos internos de calcIo que posteriormente servirán
para la liberación del calcio intracelular.

cl intercambio Na’/Oa•t- En algunas membranas celulares, como puede ser el
sarcolema de las células rniocardicas, la bomba de intercambIo Na/K’ genere un
gradiente lónleo que se asocie a un transportador Na’/Ca que es bídireccional y
que lntercarnbla tres moléculas do Ña’ por una de Ca”, siendo por tanto el
resultado eiectsogénico. Así pues, la salida de tres Nr y entrada de dos IV se

acopia con la entrada de los tres Nr y salida de un Cao. No se conoce ningún
fármaco que altere directamente este transportador, aunque la Inhibición de la
ATFasa Na’ftO puede lnflufr directamente sobre él.
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1.2.3.- CANALES IONICOS

Hemos visto que como resultado de las diferentes concentracciones de iones,
estos pueden atravesar las membranas de una forma pasiva mediante una difusión

facilitada.
De entre los sistemas que posibilitan este flujo de iones, los más Importantes

son en realidad los canales de iones. Son especificas en mayor o menor grado para
determinados iones, y están regulados como se ha señalado por cambios de
potenclal de membrana (VOC) o por receptores (ROO) que permiten su apertura
o cierre.

Aunque el punto principal a considerar para esta Tesis es la dinámica del lón
Ca’ por los canales del músculo liso vascular, merece la pena describir al menos
someramente el resto de los principales canales para otros iones, Son importantes
además las Implicaciones tan cercanas que tienen los mecanismos de apertura y
cierre de los distintos tipos de canales, y en el caso de los canales del Ns la
Investigación ha podido profundizar mucho sobre su estructura y mecanismos de
funcionamiento, permitiendo por analogra ir descubriendo o al menos intuyendo los
del resto,

1.2.3.1.- CANAL DE Na

Se han descrito canales de Na’ que son operados por receptor <Na’ ROO), y
cenales de Ns’ que son voltaje dependientes (Nr VOC ~.

Según Ruff (1966) el canal Nr.EQfl esta asociado con el receptor colinérgico
de naturaleza nicotínica, y ha sido perfectamente estudiado en ciertos Invertebrados
marinos como es el “rmye~marmaruum, debido a la riqueza de receptores nicotinícos
que posee, Se trata de una proteína pentemérica de cinco subunidades: a~, t¡3.
y yt & llene 140,4 de largo, por 80 Ada ancho; sobresaliendo unos 70.4 hacia

le parte externa de la membrana y SO A hacia la parte Interna citoplasmática:
habiéndose calculado que tiene un diámetro aproximado entre 3 y 6 A por el
tamaño de las moléculas que lo atraviesan,

Las subunidades aisladas tienen pesos moleculares de 40 kD lacy, 50 <ID la~3.
60 kD la yy 651<0 la5. Mediante técnicas de cionaje de DNA se ha podido saber
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la secuencie exacta de sus subunidades proteicas y las de sus genes codificadores.
tos pesos moleculares de las subunhdades calculados al conocer la secuencie
exacta de los arninoácktoa dttteren algo de tos señalados anteriormente. y así nos
encontramos con que serran de 53649 D para la cx, 56060 0 para iafl, 58063 D
pera lay y 59792 íD para la 5 - las dFfesencias entre lo que predice la secuencia de
aminoácidos y lo que resulta de aislar las subunidades de los tejidos se debe a la
proteolisis que sufren en los procesos de manipulación. Por otra parte, está
demostrado que la secuoncia cte tas subunidedes en cerebro y músculo es muy
parecida, pero no exacta. No son péptidos idénticos, io que nos sugiere la
codificación por genes distintos < Contl.Tronconi y col. 1985 ). Los estudios en
músculo de marnlferos < Takay y ccl 1985 > demuestran que la subunidad Y es
sustItuida por otra subunidad llamada 6 en las zonas de sinapsis, permaneciendo en
el resto de las locatlzaclones tisulares la subunldady, Esta nueva subunidad ¿ llene
un peso molecular de 52566 0.

En la Figura 2 se observan varios esquemas de distintos autores de las cinco
subunidades. Existen también varios esquemas de como se sitúa la cadena
paptidica a través de la membrana piásmatica, que se representan en la Figura 3.
Se pueda comprobar en todos que la porción N-termlnat se encuentra en la parte
externa de la membrana. Loe fármacos pueden Inhibir el canal ocupando este
receptor N-glicosado externe, o bien una vez abierto el canal entrando en el mismo,
y ocupando los múltiples receptores que alt existen (bloqueo del canal). Por último

hay tármacos que utilizan los dos mecanismos para inhibirto.
Para fluff (1968) eL canal ~¿mLY~Qes una gilcoproteina do peso molecular

aproxImadamente 260 1<0. correspondiendo el 29% dei peso a carbohidratos. Está
formado por tres subunidades llamadas o~. ¡3,, ~3,.para distinguirlas de las que
forman el canal Nr RCC. Este canal se Inhibe niuy selectivamente con tetrodotoxina
(TTX~. que es un veneno que se extrae de varios animalas, pero lundamentalmente
dei pez ‘SpSerdks peq4ra? de la familia ‘Tetraaég~¿ de donde toma su nombre

el compuesto. El canal se actka y abre permitiendo la entrada de Ns’ con la
batracolo,dna y veratridina ( Horn y col, 1981). También se puede conseguir su
apertura Iras sucesivas despolartzaclones en la membrana,
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FIGURA 2.- A) Disposición pentagonal y simétrica de las subunidades situadas
perpendicularmente al plano de la membrana, en visión tomada desde la hendidura
sináptica a partir de una Imagen electrónica tridimensional de cristales de moléculas
receptores obtenidas de “‘Thrye& mannomW. (Tomada de Brisaen y Unwln, 1965).

B>Esquema de las cinco subunidades que forman el canal del receptor
colinérgico nicotínico. (Tomado de Florez y col., 1987).

C) Diagrame representando la forma en que rotan las subunídades en
los canales lónicos para su apertura y cierre. (Tomado de Ruff1986).
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FIGURA 3. Olagrama representando tres diferentes esquemas de organización de
la estructura secundaria de la proterna de la subunidada.

A) Hay 7 cadenas, de las que 1 a 4 atraviesan el poro, y las 3 anfipátlcas

(cadenas S-6-fl al atravesar el poro lorman los múltiples receptores que tiene el
mismo,

B) Hay 5 cadenas que atraviesan el poro, siendo la cadena 5 antIpática,
Tanto en este esquema como en el anterior se ha comprobado por medio de
anticuerpos monocionales que el extremo con el O-terminal se encuentra en la parte
Interna de la membrana, y el extremo con el N-terminal en la parte externa.

C) En este los 210 amInoácidos Iniciales están en el exterior, junto al

extremo N-termlnal y la cadena 4 que es la O-terminal también es externa. Las
cadenas 1-2-3 se extienden a través del poro, yta cadena 5 que es antIpática se
situs sri el citoplasma.
(Tomada de Rutt, 1988).

~C0OH
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1.2.32.- CANAL DE K’

La estructura del canal de 1<’ se conoce menos, y para Rutf (1986) este canal
se puede regular por una serle de mecanismos entre Ios que figuran cambios de
potencial de membrana (activándose el canal por despolarizaciones entro -60 mV y
-40 m’~, o acciones directas sobre el receptor propio del canal, o accIones de
mensajeros intracelulares, También podría activarse por cambios en la concentración
de otros Iones y hay canales de K’ que son Ca”-dependlentes, y otros que son
Na- dependientes.

La secuencie de selectMded en músculo de rana para este tipo de canal es:
K’~Rb’~Cs’~.Na~iJ: y basándose en el tamaAo de los Iones que lo atraviesan
se ha postulado que el canal tiene un diámetro enúre te y 3.3 A. y una longitud de
70 A (Rutf 1966>. El transporte iónlco de este cancí se inhibe espscfllcaznente por
tetraetílamonio (TEA), y también por Zn’ y 4 amhiopirldinas. En el caso del Ion K
como su concentración Intracelular es mayor que la extxaceluiar (como se e~peci5có
en la Tabla II), existen canales pasivos de K’ que extraen a favor de un gradiente
los iones hacía el exterior. Esto sucede en células en reposo, y contribuye a

mantener el potencial de membrana y la polarización de la célula.
La apertura del canal de 1<’ voltaje dependiente (ISU¿QQ) se efectúa con cierto

retraso respecto a la apertura de los canales Nr VOC, contribuyendo la salida
masiva de iones K a la repolarlzación celular - AM la conductancia del }< en
músculo esquéletico de mamíferos oscila entre 6 y 23 mS/cm2, siendo desde luego

más lenta que la del N~ que oscila entre 10 y 35 pS/cm’ ( Ajmers y col 1984). Los
canales da K’ no se inactivan de Inmediato, permaneciendo abiertos todo el tiempo
que la membrana está despolarizada Este retraso del cierre de los canales de 1<’
es además el responsable de que exista un corto período de tiempo de
hiperpolarlzación en la membrana. Existe otro canal del 1<’, llamado canal de K
precoz que se activa y se inactive tan rápido como el del Na’,

1,2.3.3.- CANAL DE CL

La entrada de CL si Interior de la célula se realiza a favor de un gradiente de
concentración, En la Tabla II se señaló ya que su concentración era mayor en el
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espacio extracelular y produce en el interior celular un aumento mayor de cargas
negativas, La entrada se efectua por tanto en contra del gradiente eléctrico y
ocasiona hiperpolarizaclón. La conductancia de este canal escila entre 0.2 mS/cm~
a 2 mS/cm~ según la especie animal, produclendose la apertura del canal con
potenciales de membrana entre -ea mv y -120 mv.

La secuencia de permeabilidad para este tipo de canal es or >Er>NO¿i-, y el
canal se bloquea por ácidos carboxticos aromáticos, de manera que si se trata la
membrana con 5pM de ácido antracénico se produce un cambio en la secuencia
de permeabilidad jónica, resultando ahora Inversa de la anterIor. Esto demuestra que
el tratamiento al que se Ita sometido altere la estructura del canal ( Rufí 1986>.

Muchos de los procesos de inhibición que hay en las células, se deben a la
entrada de 01 al interior del citoplasma. El canal del Dr tiene varias subunidades
poteicas, cada una de las cuales tiene receptores para determinados ligandos,

sIendo al más conocido el receptor del ácídov-hidroxibutirico ( GABA). El GASA
al interaccionar con el receptor del canal provoca cambios alostéricos de la
estructura, abriendo el canal y penetrando Iones or.

12.3,4. CANAL DE Ca”

La consideración de Los canales del Ca” será fundamental en esta Tesis
Doctoral, siendo posiblemente los canales que más se están estudiando en la

actuatidad.
En le Figura 4 se representa un esquema de un canal del Ca”, y la Figura 5

mrnstra los distintos estados en que se puede encontrar el canal.
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Filtro de
Selectividad es

FiGURA 4.- Representación esquemática de un canal de calcio. El canal se
representa como un poro que contiene en su interior una zona cargada

negativamente (2), que actúa como ‘filtro selectivo’ y distingue los diferentes cationes,
El sensor de voltaje (3) permite la apertura y cierre del canal dependiendo del voltaje,
Las compuertas del canal (4), determinan el caracter abierto o cerrado del canal. Las
zonas cargadas negativamente sobre la superficie de la membrana externa (1) e
interna (5), captan particularmente cationes divalentes, modulando el potencial

transmembrana detectado por los sensores de voltaje. Una zona de receptor (6) esta
adyacente al canaL (Tomada de Flaim y Zeus, 1982).
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FIGUW~ 5- Representación de un esquema clolico mostrando las transiciones del

canal de Ca” entre el estado de teposo ~R)el estado ablño (O> y el calado
Inactivedo <1), Los estados normales trguran sin asterisco, mientras que los estados
en que existe unión e urifá<maco tienen asterisco, Las constantes de ritmo que
gobiernan estas transiciones pueden ser dependientes del voltaje.
(Tomadas de: <A) Schwartz, 1987: <a> Trlggle y Janis, 1984),
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Hemos visto que el estimulo que hace penetrar el Ca al Interior de la célula
puede ser de dos tipos: una onda despolarizante que se propaga a lo largo de la
membrana y que activarla el canal QCfl¿QQ o bien la activación de un receptor
por un igando ( aún en el caso de te~dos despolarizados ) que activaría el canal

Q¡n..BQQ AM pues tenemos el canal Ca~ VOCy el canal QjtLBQQ que reciben
más usualmente la denominación de canales VOC y ROO respectivamente, usándose
esta simplificación en la presente Tesis -

Para estudiar los procesos de activación de los canales jónicos se han Ideado
una serie de técnicas que nos permiten medir el paso de corrientes ónice, es decir

de cargas, a través de la membrana. En definitiva lo que medimos es el paso de
corriente eléctrica, La técnica más usada en el montante actual es la del ‘patcti
ciamp’ o parche de membrana que consiste en la colocación de una micropipeta en
la superficie de la membrana. introduciéndola dentro de la misma al romperla De
este modo, se puede estudiar en el trozo que queda en su Interior los cansies
lónicos. SI lo que hay son canales de K estos se bloquearan con Os, mientras que
sí son canales de Na se bloquearan con UY, y por último si se quiere comprobar
que se mide corriente de Ca, esta se puede bloquear con La’ o con
antagonistas del calcio.

El canal BQ~ se ha definido peor que el canat VOO, Pueden existir en la
membrana receptores en los que interaccionan distintos trasmisores., provocando esta
interacción la apertura de canales de Ns’ ó da IV, con lo que e su vez se ocaslos
una despolarización cosi que permite la apertura del canal VOC próximo si receptor.
Existirfan otros receptores en los que el estimulo de sus Ilgandos pone en marcha
las alteracIones bioquímicas correspondientes a la vía de los fosfolnosltldos dando
como producto final inositol trifosfato (IP.). El IP, • corno se describirá más adelante,
provoca aumento de Ca en el citoplasma a expensas de depósitos intracelulares,
y es también capaz de abrir los canales ROO para la entrada de Ca~ extracek>lar
(Ca.) (Triggle 19fi7~,

El canal YQQ se ha estudiado más intensamente que .l ROO cococléndose por

tanto mejor su estructura Se trata de una gkicoprotefna con unos receptores que
han sido perfectamente caracterizados por técnicas de radlollgandos. AM en estos
canales distintos autores han caracterizado el receptor peral -4 dihidropkldlnes (1-4
DHP) usando nitrendípina trillada y nimodipina trillada ( Gloasmen y col. 1902,

p
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Edgar y col. 1963, Glossman y Ferry 1965 ). También se he caracterizado el
receptor para fenilalquilamlnas usando verapemil tritiado y desmetoxiverapamí
trillado ( Ferry y coL 1984 ); y el receptor para benzotiazopinas usando
d-cis-diltiazem trillado ( Schoemaker y Lagar 1965). De todos ellos el receptor mejor
estudlado es el de 1-4 DHP y en este caso el canal está formado por una

giucoprotalna de un peso molecular de aproxJmadamenta 210 lcD, con tres
subunidades de pesos moleculares 130 - 142 lcD, 50 kD y 33 lcD respectivamente

Reuter y col 1965). En realidad el peso molecular de la proteína puede variar
según las distintas preparaciones siendo en íleon de cobaya 278 lcD (Ventar y col.
1983), en cerebro de cobaya 185 lcD < Ferry y coL 1963 a ) y en músculo
esquelético de cobaya 115-178 lcD ( Ferry y col 1983 b, o

A partir de las membranas purificadas también se ha determinado la densIdad
da receptores para 1-4 DHP( Triggle y Janis 1987), exIstiendo variación entra
distintas preparaciones : en túbulo T de músculo esquelético es superior a 65
pmci.Img; en sarcolema cardíaco varía entre 1-2 pmoi/mg: en múscuic liso no
vascular es 0.8 pmot/mg; en membrana sínéptica es 0.8 pmol./mg: y en músculo liso
vascular es 0.2 pmoL/mg.

La secuancia da permeablídad del canal del calcio para los distintos lonas varía
también según la especie, de forma que en preparaciones de cobaya es

>1 Cd>C&Sr>aa,.ktg ( Lansmann y col. 1906 ), mientras que en músculo
-esquéistico de regia es Ba>Sr>Ca>Mn>wg< Rutf 1966 ). Este mismo autor
basándose en el tamaño de los coas que atraviesan el canal de calcio ( el lón
mayor que atraviesa es el catión tetranietllamonIo ), postula que el diámetro
aproshado del mismo sede 8k La vida medie ‘in vivos de cada canal de Ca es
de aprotadam~ 40 horas ( Trlggle y ccl 1966).

Los Iones Ni”, Co’ y La” actuan bloqueando el canal del calcio, De todos
aloe el más potente y de acción más duradera es el Le”’ < Síanfleid PR. 1986, Rufl
1966), El mecanismo para el bloqueo se pensó en un principio que consistía en
una reducido de la cocenúacíóg, local del calcio ( Mulier y Frinkeistein 1974).
Estos lenes podían también actuar cqmplt¡endo por un mismo punto del canal
(HagIwaga y col 1974). MAs tarde se dló más hmportancla a una posible acción
reguladora ejercida e través de sIties externes del canal < Kostyuk y col. 1983).

Se ha podido observar también que las alteraciones en las corrientes de calcio
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eran distitas según el tipo de célula, por Io que se dedujo que existan distintos tipos
de canales Ca VOC. Hasta la fecha se han podido demostrar tres subtipos de

canales ( L,N,T). si bien la exIstencIa de uno da ellos, el llamado canal N, esta en
discusión. En la Tabla III ( pág. 27) se muestra un resuman de las características de
cada uno de estos subtipos de canal,

* ELnn,LI. debe su nombre a la expresión Long- lastlng (larga duración>,

o también ~LargeB~ conductance~ (conductancia duradera al Be”) (Novqcky
y col. 1965>. Se ha aislado en corazón, múscuLo hoy neuronas. En su estudio con
la técnica del parche de membrana, se ve que es muy sensible a la diución del
componente citosónco tras sucesivos lavados, defosfortándose y por tanto mac-
tivándose en dos o tres minutos. Para evitar esto se Introduce en la micropipata
una disolución que aparte de los componentes normales contenga tres moléculas da
ATP, junto a su unidad catalltlca protein klrtasa A y EGTA.

Dtversos autores <Tanabe y coL 1987, Calterall 1908, Shearman y coL 1989),
señalan que el canal L en el músculo esquelético está compuesto da cinco
polipéptidos: a,,as,¡3,y.5: teniendo el polipéptido a, un peso molecular de 165-
1751<0, y siendo su función análoga al polipéptido a, del canal del Na’, ya que es
el que posee el receptor para la apertura del canaL Los pesos moleculares de los
restantes polipéptidos son para estos mismos autores de 143-170 1<0 para ala,, 54
kD para el (3, 30 Kd para el y y 27 1<0 para el A.

* El ..anLI debe su nombre a la expresión Transierit’ (tránsito) , o también
‘hlny Ba~ conductance’ (minúscula conductancia al Ba~> (No%%~/clw y coL 1985). Se
sisió primeramente en células da ganglios de rau dorsal, Tiene una estructura sImilar
al canal L, pero con mínimas alteraciones en la secuencie de aminoácidos de la
subunidsda, (Shearmam 1969).

• El ..nnaLN. inidlisimente significaba ~I4oL No 1’, aunque actualmente debe
su nomenclatura ala localización Neuronat < Yaary y col. 1967, Spadding 1967).
habiéndose aislado en sinapsis de nervios terminales.

Los distintos tipos de canales tienen un comportamiento diferente como
respuesta a las diversas toxinas con que se puedan tratar , lo cual skve pare su
diferencIación. De la serpiente austraflana Teipan (carteen s .scutelLnr), se extrae

la neurotoxina Talcatoxina (TCX T de Ts~an, O de calcio y X de toxina), que
tiene la propiedad de bloquear el canal L en el músculo cardiaco de formas
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reversible y específica, pero no el canal T ( Brown y coL 1987 >. La w-CgTx o
w-conotoxina o toxina del caracol cauage~~ed, es un páptido caracterizado por
O~iveray col(1984), quién la lamó wMAcawge~~,S~tr t~rt. Este péptidobloqtraa

los canales 1. y N pero no los T. Además los candeaL que bloques son los
situados en neuronas ( 1, >, y no Ios situados en músculo ( 1., > por lo que se

deduce que extete una heterogenleidad en los canales L, existiendo posiblemente
varios subtipos ( MUlar ¶987 >.
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TAB~ III

CARACTERíSTICAS DE LOS SUBTIPOS DE CANALES Oa” VOC

©
20-25 pS

- lO mV

+ 20 mv

lentaincompieta

lábil

I OSP 28392

( 1-4 DHP

w-Cg Tx (en neu-
Antagonistas J rones paro no en
orgánicos ) célula muscular)

Fenllalqullamhu.5
k Benzotlazepinas

ód (20 pM)

©
7-6 pS

-60 mV

- lo mv

rápidacompieta

estable

w-Cg tx
(débflmente)

Od>200 pM
Antagonistas Nl (0,1 mM>
inorgánicos ¡,~ (poca sensibilidad)

Construida con datos tomados de Mccieskey y col.
Wagner y col. 1987, Shearman y col. 1969 )

13 PS

rápida

Ba>Ca’

w-Cg Tx

Cd (2OpM)

1966, Hofmann y col. 1967,

Conductancia

Activación

Pico

Inactivación

Permeabilidad

Estabilidad

Agonista
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1.3.- AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DEL CALCIO

El término antagonista del calcio ( AnCa) fue Introducido simultaneamante por
dos autores al final de la década de los 60. Godfraind ( Godfraind y Kaba 1969 a,
b) introdujo este concepto trabajando en músculo liso vascular, y Fleckensteln

Fleolcanstein y ccl. 1967, 1969 ) lo hizo trabajando en músculo cardíaco. Este
último autor estableció que para que un fármaco pueda ser considerado como AnCa,
debía reunir al menos estas dos propiedades:

Inhibiría corriente lenta del caicio de forme dosis dependiente.
Oua esta inhibición pueda ser revertida al administrar un exceso de calcio.

Sin embargo etimológicamente el término AnCa no era el más preciso para los
fármacos que cumplan estos requesitos, y a lo largo da la década de los 70 se
introducen otras denominaciones como la de “bloqueantes da la entrada del calcio”
o “bloqueantes del canal del calcio;etc, No obstante, el término Anca habla
quedado acuñado, siendo el de uso más corriente. Por este motivo la OMS en 1985
forma un comité de expertos (farmacólogos, cardiólogos y neurólogos ) presidido
por Paoietti a., y recomienda el empleo del término AnCa sobre el resto de las
expresiones < Vanheulte y Paolettl 1987, Peoleltí y Govoní 1987 ).

Los Anca no forman un grupo homogéneo de fármacos. De igual forma que ha
existido una fuerte controversia sobre como se debían denominar, existen múltiples
clasificaciones de estos compuestos basadas en la diversidad de su estructura
química, su potencla y su mecanismo de acción, tanto desde el punto da vista
farmacológico como clínico. En esta Tesis se expone la clasificación de Godfraind
(Godfralnd y col. 1986, Godfraind 1907), por ser a nuestro parecer la más compieta
(Tabla IV). Esta clasificación Incluye un amplio grupo de fármacos bajo el epígrafe
‘moduladores de los canales del calcio’, dentro de los cuales no sólo se Incluyen los

AnCa, sino fármacos con actividad de agonistas del calcio (AgCa), así como otros
fármacos que bloquean la utilización del calcio actuando a nivel IntracelularSín
embargo, como simpíficaclón de esta clasificación se puede utilizar por sentido
práctico la propuesta por Spedding (Speddlng y Cavare 1984), que agrupa a los
compuestos según su liposolublildad en tres grupos ( Tabla V ).
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TABLA rv

MODULADORES DE LOS MOVIMIENTOS DEL CALCIO

® INHiBIDORES: ANTAGONISTAS DEL CALCIO

1.- AGENTES QUE ACTIJAN A NIVEL DE LA MEMBRANA PLASMATICX

lA- Bloqueartes de la eflala de 0a

GRUPO 1: Bloqueartes selectivos de ertrada de Ca
SuEGRUPO Pc Bloqueartes selectivos del canal arto da Ca” en miocArdio:

FerdalquIan~hias: verapanil, galopanil(D 600); y en kTtestlgaclón: ai-fpam~
dssnieroxherapaml(D 888>, «nopazal, failpanl(AQ-A-39), ronlpant

Ohdroplridk-ias: rfedljMa, rScardl~Ma, tdlpk.a, nlrnod~kia, n~oidlpkia.
rtrend~~lna, ryceldhia; y en htestlgaclón: aadccflph~a, azod~Éia, dazoelpina
(Py 106-068), felod~lna, flord4ilrie. FR 7534, FR 34235, lod~”bia, lsrod~.lna,
mesudipina, rS(l)vad$ia, o,ddlphia. PN 200-110, rIodipfr~a.

Benzotb.zepkias: dtlazem: y en kT~estlgficlén: fostedi(KB-944).

SuSGRuPO 1.8: Agertes sin acción dotectable en of canal lerto de Ca” del

miocArdio:

Drenipiperazinas: ckwtzlr.a y íknaulzh,a.
GRUPO II: Bioqueartas NO selectivos de ertrada de Ca’”

SUEGRUPO líA: Agertes que ectuan a almiar concentración en el canal del
Ca’” y en .1 canal rápido de NC

Bencyclane, bepldrl. caroverina, etafegnia. fendta, IdcttazLria, pW,exllna.
preniarnina, SKF 525-A, tsrodt,a, tleparnL

SUEGRUPO 11.8: Agedes que kleracclonan con canal del Ca” tar~sndo dro sItio
da acción p¿tc~ai:

lnck~a una enipla variedad, dude egertes que actuan en el canal del Na
(anestésicos locales, fer~oh,a>; en receptores de catacoiomh-ias (bonextramina,
tergotia, iercxtemanik-m, fenotlazinas, plmozka. propanoloL WB- 4101,
deflgsdoa de yel*nbh-ia); en receptores opiáceos operan~da, ~erarnlda):en
fosfodlsaterasas de rrcicieaidoe dotes (sznrlnona, cromoglicato, papaverina):
barbItúrIcos; clprofiep<adk-ia: hido<nsachla: resarpkia

1.8.- lrttldorss del 1-tercamblo sodio-calcio: Derivados de an,lorlds,
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2~ AGEN1tS QuE ACTIJMJ DENiFO DE LA CELULA.

2.,k- Actúan en rotulo sarcoplásm~: Dartrolene, TMB-8.

1aB.- Actúan en mkocondria: Rttert rof~
aC.- M-tagooistas de Caknodullna~

Penol leznas: trflaoparazlma. ciorpromazlna
Derivados del naftaleno: W7

Anestésicos locales: dhca¿na
Artagonlstas de dopaniLr~a: pfinozlde, haloperidol

Caki,idazo&rn (R 24571)

® FACILITADO RES

t.- AGENTES QUE ACTUAN A NIVEL DE LA MEMBRANA PLASNtA110A~

Agonistas del calcio:
Dl-tdropbidnax~ EA’? 1< 8844, CG? 28392, YO 170

2,- AG~t41fl QUS ACTUAH SN RETiCULO SA~COPLASMICO.

lnoflol 1.4,5- t,Noslato (lP,~,

GarsIne.

3.- IONOFOROS.

A 23187, lomlclrt

(Tomada da Godíralid, ie67~
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CLASIFIOACION DE LOS PRINCIPALES ANTAGONISTAS DEL CALCIO

GRUPO 1,- Dlhldroplrldinas
- Nifedipina
- Nimodipina
- Nitrendipína
- Nicardipína

GRUPO 2-
- Verapamil
- Galopamul
- Diltlazem

GRUPO 3.- Difentaiquilaminas
- Cinarizina
- Flunarizina
- Fendilina
- Trlfiuoroperazina
- Pimozide

Los grupos se clasIfican por la llposoIublíidad de los compuestos, de menor ( Grupo
3) a mayor ( Grupo 1>.

<Tomada de Spedding y Cavero, 1984
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En esta Tesis se han utilizado dos dliildropiridlnas moduladoras de los
movimientos del Ca’ e nivel de la membrana plasmática: (Nitedipiria y BAY 1<9044).
y un compuesto que actúa como inhibidor del Ca” intracelular a nivel dat retículo

sarcopiásmico (TMB-8>. En la Figwa 6 se pueden ver las fórmulas estructurales de
estos compuestos. Los tres figuran en la clasIfIcación de Godtraincl <Tabla IV, págs.

29 y 3~1.
la aifedipN < 1 ,4-lfllhidro.2.8.dlnetfl-4-(2.nltrofeniQpkidmna-3,5-dlcarbOxliato

dln,etlio),tue sintetizada por los Laboratorios Bayer en 1969 con el nombre Inicial de
EA’? A 1040, y caracterizada como potente AnCa por Flecicensteln y coL (1970>.
No posee ningún carbono aslrnttrlco, siendo por tanto un compuesto quiraL

El BAC? K 3844 ( 1 ,4.Dihidro~Z&dimetll.3-nNro-4-(2-trlfiuormeUtfeni~plridir1a
-5-carbo,dlato metilo ) fue sintetIzado al azar por los Laboratorios Bayer cuando

probaban derivados Ituorados de la nifedipina, y fue caracterizado como AgCa ya
que promueve la entrada de esta lón por canales VOC, estimulando la contracción
lónica vascular y aumentando la fuerza de la contracción cardiaca ( Schramm y coL
t983 ay b, Scbramm y col. $985>. Posee al carbono 4 asimétrico, y por tanto tiene
dos enantJ&neros: uno dextrógiro < + ) y otro levógiro ( - ), o -w y “5’
respectivamente según la nomenclatura IUPAD.

SI se observa la estructura tridImensIonal de la nitedipína y el HAY 1< 8644 $81

y como se representan en la Figura 7, se comprueban las escasas diferencias que
manttenen ambas moléculas.

Ea general, las DHP que poseen carbono asimétrico, es más potente la
configuración levógira ( - ) que la dextrógira ( + ). En el caso del EA’? K 6644 el
compuesto $ (.> se muestra como AgCa mIentras que el FI ( +) so muestra como
AnCa ( Franclcowlalc y col. 1985, Toward y Sctiramm 1985, $chramm y coL 1986,
Vaglxyy OoLtOS7),

El TMB-e ( 6-<N,N-dietUamlno)ootll-3,4,&trlmetoxibenzoato ), fue sintetizado y

caracterizado por Walagodl y Chlou (1974 a, b), al hacer reaccionar el dietilamino
octanol con el 3,4,5- trknetoxibencl clorhIdrato; de acuardo con el método descrito
por Bastry y Lasalo ( 1958 ), Pertenece a una saris de derivados trimetoxlbenloato
estudiados por sus propiedades relajantes musculares, Estos compuestos parecen
interterir con el proceso contráctil, actuando en un paso subsiguiente e la activación
en la membrana, que serfa común pera la contracción Inducida por agentes
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espacificos y no espectticos. Dentro da los derivados trlmetoxlbanzoato, se lis

demostrado que cuando la longitud dala cadena elquilica Intermedie aumenta, resulta
mayor la potencia de los compuestos, ircementandose los efectos bloqueantes de
la contracción inducida en músculo tse por una amplie variedad de agentes
contracturantes. El compuesto TMB-8 resulta uno de los derivados más extensamente
investigados por sus efectos relajantes musculares, y se caracteriza como un Inhibidor
de la movilización del caicio desde los depósitos intracelulares en el músculo
esquelético y en el músculo liso ( Malagodí y Chlcu 1974 a y b, Chiou y Malagodí
1975 ). En músculo esquelético Inhibe la Iberaclén de calcio desde el refIculo
sarcoplásmlco, bloqueando en forma competitiva el efecto de cafeína. En músculo lIso
aunque su mecanismo de acción no se ha clarificado completamente, probablemente
interlerirta tambien con la utIlización de calcio Intracelular. El TMB-8 figura como
antagonista del calcio intracelular en la clasificación da Godlralnd (Tabla IV), y se ha
propuesto como un instrumento útt de estudio en los mecanismos de contracción-
relajación muscular.
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FiGURA 6.- Estructura química de la nifedipina, BA’? K 8644 con sus dos

enantiómerOs R<+) y 8<.), y TMB-B.
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FIGURA 7.- Representación tridimensional da la molécula de nifedipina ( > y
8<-)9AY K 05.44 < ) determinadas por técnicas de dilracclóri de rayos X.
N ~ átomo de nitrógeno, F = átomo de flúor.
(Tomada de Schramm y col,, 1986),
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Los AnCa tienen una gran selectividad tisular, Esta propiedad hace que un
fármaco actúe sobre un determinado tejido, permtlendo que se reduzcan los efectos
secundarios indeseables sobre otros tejidos, y marcando unas expectativas de usos
terapeútlcos muy amplios y varlados como se describirá en párrafos posteriores, Esta
selectIvidad tisuiar de los AnCa es dosls.dependlents de forma que si se aumenta
la concenuaclón puede no ser tan evidente y afectar a otros tejidos.

En generej, las OH? actuan selectivamente sobra los vasos sanguíneos

produciendo vasodilatación. sin afectar al miocardio nl aMerar la función del músculo
esqusietico. La nifedípína tiene un efecto sobre miocardio a las dosis terapeútlcas,
que es más bien producto de una taquicardia refleja por la vasodílataclón que
produce, que una consecuencia de un efecto directo. Dentro do las DHP, algunas
producen una vas.odilatación no selectiva en todos los lechos vasculares, como es
el caso de la rilledipina y nltxend~lna, mientras que otras son selectivas de
determinados lechos vasculares como la nisoldipina que actus sobre vasos
sanguíneos coronarios, ola nimodipina que actus sobre vasos cerebrales (Godfraind
y coL 1967 a y b, Gelrnere 1967).

Otros dos AnCa mw utlízados en la cínica como son el verapamilo y el
diitIazem, muestran una seiectMdad equipotenta para miocardio, tejido da conducción
auriculoventrlcula, y vasos sanguíneos.

Las DHP son fármacos insolubles en agua y que por tanto no se ionizan, tiendo
la Nia de acceso que usan para llegar al receptor especifico del canal doble: a través
de la luz de] canal y par medio de su disolución en los Mpldos da la membrana
<Kolcubun y Reuler 1984). Además de esto, las DHP se fijan con ata afinidad en
tejidos parcIalmente despolarizados, y como el potencial de reposo transmembrana
del músculo liso vascular es de -so mV a diferencia de los -90 mV del músculo

cardiaco, se Isoflita la fijación en aquel y no en este ( Ceuvin y col. 198.4 ).. El
verapamilo y el diftIazem se ionizan y aceden a su receptor a través de la luz del
canal cuando este se encuentra abierto. n,ostrandose incapaces de atravesar la
membrana. Se lavorece su fijación en tejidos que tienen despoisrlzaelones
repetltlvas, como es al tejido de conducción cardiaco y el miocardio ( Bolton y col.
‘sen-

Desde el punto de vista de la Investigación se distinguen cinco niveles sobre los
que actuan los AnCa, pudiendo nosotros mediante distintas técnicas medir los
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afectos cualitativos que producen estos fármacos. Es la llamada cascada
tarmscoterapeútlca que se expone en la Tabla ~1<Godfraind 19fi7).

flASOAOA FARMACO TFRAPatJl1CA DE LOS UmfliOAMPiJtOS

Nivel de acción
•nvn,nn,V,nIt~r.

Efecto

1.- Molecular

II.- Celular

lii- Tejido (in vitro>

iv.- Orgánico (In vivo)

V.- Enfermedad C~nlca

Afinidad por canal 0e

Cambios de flujo de Ce, potenciales de acción

Efecto Inotrópleo y cronotrópko negativo,
relajación de músculo ho

Ajteraolones hemodinámicas <ECO,

tensión arterial..,>

Efecto antianginoso y antihipertensivo
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CVnicamente los AnCa tienen unes aptcaclones sobre una serie de procesos
patológicos, cwo resumen describiremos someramente a continuación ( Tamargo
1906, MaleJo y García 1907, Taniargo y Delgado 1987, Nayler 1988):

• Isquemie de miocardio: Los Anca tienen una serle da efectos sobre la célula
cardiaca que lea hace ser usados en el Infarto de miocardio. Se tienen pruebas de]
papel protector que ejercen los AnCa, siempre que el compuesto se haya Introducido
antes del episodio isquémlco, y el paciente no tenga la función ventricular izquierda
severamente comprometIda. Este efecto beneficioso se debe fundamentalmente al
ahorro de anegla que producen los AnCa, junto con el efecto vasodilatador coronario,
la inhibición de la agregación plaquetarla, el enientecimiento da la entrada de 0a
y la atenuación del exceso de noradrenatna que se produce en estos cuadros,

* Angina de pecho Los AnCa constItuyen un tratamiento eficaz en el angor
pectoris, independientemente de que se trate una angIna de Prlnzmaíal, de esfuerzo
o bien Inestable. El mecanismo por el que resultan beneficiosos en estos cuadros es
múltiple, y están Implicados tanto la reducción del tono vasomotor y prevención del
espasmo arterial coronario, la reducolón de la carga de trabajo cardiaco y la
inhibición de la agregación plaquetarla, e incluso en tratamientos a largo plazo el
enlentecimiento de la aterogénesls,

* Arr¡tmlas: Los AnCa tienen un efecto beneficioso fundamentaimente sobre dos
tipos de arritmias taquicardlas supraventriculeres y las arritmias provocadas por la
isquemia y reperluslón, Las taquicardIas supraventriculares (taquicardia, fibrilación
y flutter aurlcularet, ), son controladas por los AnCa ( con la excepción de las
dlhidroplridlnas), debido a la depresión que ejercen sobre la actividad eléctrica del
nodo sinusal, y ej enlentacimiento de la conducción del nodo auriculovontrlcuiar.
Sobre las arritmias provocadas por la isquemia y reperfusión, todos los AnCa tienen
un electo beneficioso, Su mecanismo de acción es indirecto, como consecuencia
de la capacidad ahorradora de energía que tienen estos compuestos, que permite
que funcione con normalidad la bomba NaVK• y por tanto que no se acumule
exceso de I< en el exterior favoreciendo la exoheblildad eléctrIca, Además, al

impedir la entrada en exceso de 0a, Impide el estado arrltmogénico que 55
producirla al activar la salida de 1<’ y acodar la duración del potencial de acción.

* Isquenila cerebral: Los AnCa que atraviesan la barrera hematoencefálíca y que

actuan preferentamenle sobre los vasos sanguíneos cerebrales ( el prototipo es la
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nlmodipina), son útiles en el tratamiento de los ACV ( accidente cerebro vascular),
particularmente si se administran en las fases inIciales del cuadro. Ef mecanismo de
acción es por la vasodilataclón cerebral que producen, lo cual mejora el suministro
de sustratos que llegan a la zona, y favora la eliminación de nietabolltos tóxicos,
agentes espasmogénicos y exceso da l-1 que se produce, acelerando la
recuperación metabólica. Además, el bloqueo del Ca previene st vasospasmo
secundario.

* Hipertensión: Los AnCa se utilizan como uno de los más potentes fármacos

que se dispone en la actualidad para reducir la morbi-n,ortalldad producida por la
hipertensión arterial. Ef efecto normelizador de la tensión que tIenen los Anca, lo
realizan sin alterar nl los Npldos nl la glucosa del plasme, sin retener Nr ni agu~
sin alterar el sistema renína-anglotensirta, nl causar retención de ácido úrico. Además,
ejerce un efecto protector sobre vasos sanguíneos, dIsminuyendo la velocidad de
desarroto de 1. hipertrofie cardíaca. Estas propiedades cWrileas desailas están
actualmente demostradas y fuera de duda, dejan sin embargo un mecanismo de
acción menos claro, Posiblemente el papel hipotensor se deba e la combinación
de varios mecanismos como son la reducción del flujo de iones Ca’ a través de
canales tipo 1, así corno a dlarnkiuk la respuesta vasoconatuictora de la angbtenuina
II, y a te atenuación de las respuestas a los estímulos por adrenorreceptores a, y

a..
• Insuficiencia cardíaca congestiva: Los AnCa dentados da las dItiidroplrldlnas

son los más indicados en estos cuadros. El mecanismo de accIón se debe a que
la vasodilatación produce una dismInución de las resistencias vasculares periféricas.
dismInuyendo la sobrecarga y mejorando la función ventricular. Su uso debe ser
acompal¶ado de una cuidadosa monitodzac]ón de la tensión arterIal para evitar
estados de hlpoparfvelón.

* Miocardiopatía hipertrófica; El Verapamil es el AnCa de elección. Su eficacia

reside en su capacidad de mejorar la relajación diastólica, mantener la perfusión
coronarla y posiblemente por deprimir la contratilided,

En la Tabla ~1tse muestra un resumen de las aplicación.. ofInicas de los AnCa
besado en una clasificacIón de la OMS ( Peoleltí y Govortí 1967, VantIOutté y Peoletil
1967).
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TABLA vii

APLICACIONES CLíNICAS DE LOS ANTAGONISTAS DEL CALCIO PROPUESTAS POR
EL COMITE OMS

NIVEL DE PRUEBA 1 ENFERMEDAD USO NIVEL DE
PREFERENTE (A) uso(o)

BuENo/

Cardiovascular

Angina de emiliano I,II,Ifl,V +4-.

Angina de reposo:
Angina estable 1,11,111
Angina de Prinasetal lib!!! ti-,

Arritmias:
Taquicardia supraventr-icular 1,111 4+4

Flutter y fibrilación auricular 1,111 ++
Hipertensión 1.11,111 ti-,

Neurológico

Profila*is de la nuigralla 11,1V

vAtigo (*) Iv

O REGuLAR!

Miocardiopotia hipertrófica ¡ ti-
Incompetencia valvular/fallo cardiaco Xliii +
‘Jascespasmo cerebral secundario a he—
sorr.~ia subaracnoidea II ++
Cardiomegalta lIbil! 4’
Fenómeno de Raynaud i,fl,fl14v ++

O EN INVESTIOACIoN/

Protección del Infarto de miocArdio:
Reducción del tamaflo del infarto 1,11,111 +

Arritaia ventricular postinfarto !,II.III +
Hipertensión pulmonar primaria < U 1 II
Protección cerebral contra la anoxia
y la isquemia 1,11.1V +
Epilepsia iv +
ACVI 141,1V ++
Isquemia de pierna ív .4-4-
Diseenorrea II +
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(A) 1= ‘¿erapesilo y afines;

511= Diltiazes y afines;

sima y afines.

11= Nifedlpina y afines;

iV= Flunarizina y afineal V= Prenila

(e) Nivel de uso: ni- uso muy común, ++ uso frecuenta, + uso

poco frecuente.

*1 El mecanismo de acción ea desconocido.

Mi También tiene aplicación en otros desordenes pulmonares.

(Tomada de Paoletti y Oonovis, 1987)
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1.4.-IMPORTANCIA DEL ION CALCIO PARA LA CONTRACCION
CELULAR

Sidney P¿cger puso de manifiesto en el sIglo pasado la Importancia que tiene
e] lón Ca” en la Iniciación y mantenImiento de la aclMdad contráctil cardiaca
(1 882~. Comprobó que sólo se podía mantener la contracción muscular de un
corazón de sana aislado, si el medio que baAaba el órgano contenía iones Ca’. A

parlis de esa ted~a se hicieron múltiples investigaciones sobre los fenómenos que
Induce la acúAdad del tón Ca”, Fleckensteln y col sri 1967 sugIeran que el
mecanIsmo de accián inotrópico y cronotrópico negatNo de un nuevo fármaco que
estaban ensayando (verapamí), no era el bloqueo de los receptoresfiadrenergkos
rnlocsrdkos, sino .4 bloqueo de la entrada del lón calcio extracelular ( Ca~> st
interior calar, Impidiendo sal el acoplamiento excItación-contraccIón. Posteriormente
Rougier y col. (1966> ya demostraron la existencia en células cardíacas de un
cansl rápido por el que penetra el Na cuando se despolariza la membrana, y de

un canal lento por donde penetran iones Ca que era el responsable del
mantenImiento de la tase de meseta del potencial de accIón cardíaco. Desde esta
lecha. han sido múltiplas las InvestIgacIones hasta llegar a centrar en st lón 0a4-
gran paste de tas respuestas fisiológIcas celulares, siendo desde luego el fenómeno
contrácil una de las principales respuestas celulares en las que estará implicado.

Hasta aqtt hemos descrito los mecanismos de transporte lónico entre el
compsfllmento extracekilar yel Intracelular como suceso puramente tísico de entrada
ylo salida de iones, paro las consecuencias de setos mecanismos son la activación
en tas células de tos segundos mensajeros que entran en luego como respuestas
a múltiples sámulos ( E4. tárrnacos, toxInas.,.>. Estos segundos mensajeros Muyen
en múltiples y variadas respuestas celulares, siendo precisamente la contracción-
rela4aciórt muscular uno da los principales tenárnenos en los que se encuentran
Implicados. Entre los principales a.gundce mensajeros destaca el propio ion 0a’ y
pera entender el proceso seráfundamental conocer las tranalormaciones biequirnicas
comprendidas en la «a de los losfoinosilldos,

Desde hace más de tres décadas, dNersos autores entre los que destacan
HOkk1YHOkin(t9561indkanlain~pornnciaque tieneeihechodequelaactlvacIón
de receptores muscarínicos colinéyglcos por acellicolina ( Ach > aumente la
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Incorporación de fósforo Inorgánico al ácido losfatfdico ( PA) y el fosfatidil inositel
(PI). Este fenómeno era además bloqueado por el antagonIsta muscarinico atropina,
pero no por antagonlSlSS nlcotnlcos como d-tubocurambta en preparaciones de
cerebro, Estos mismos autores llamaron ‘efecto loefolpido’ a esta fenómeno que ha
sido demostrado posteriormente en múltiples leudos. MI MicheN (1975) recopile una

amplia variedad de ta$dos ( páncreas, adipocitos, tráquea, músculo liso de Beco,
deferente, corazón, parótida, tiroides, hepstoc~to, células adrenalea, leucocitos,
linfocItos,..), en ios que como respuesta a dTversos esffmulos se formaba Pl.

En 1974. Holcln-NaCvCrSOn en pancreas, y dones y Miclial en parótida de rata,
usando Isótopos radlactlvoa de “P, demuestran que el estimulo que reatan los
diversos mediadores provoca te hidrólisis de fosfo~pldoS de la membrana, y más
concretamente la hldrolisla de los fosfatldt Inoalteles, como el fosfatldt Inoshol 4,5
bifosfate ( PIP,) < Figura fi),
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ya están libres tenemos la hidrolisis del loslatidíl Inositol < PI ), y sí la posIcIón 4 está
ocupada por un grupo fosfórico quedando Ubre la 5 tenemos la h¡drollsis del
fostatidt inositol 4 fosfato < PiE’ 1
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Los fosfatidil Inositoles en la Célula aparecen a nivel de la membrana celular y
del citosol ( Berridge 1964, Hokln 1985). El Pl lerma entre ala y 4.9% del total de
fosfoipídos en cerebro de rata y músculo de Ms respectkamente, y el PIP el 1,3 y

0.8% deI total de foslolfpldos en las mismas preparaciones (Abdel-LatlI 1988).
La formación de los losfaIldil Inositolea ( Figura 9, pág. 48) se produc, a parth-

de la O-glucosa GP que puede proporcionar el PA y el D-lnosltol. El PA en presencia
del enzima citidil transfarasa para ácido fosfstfdlco (CTP-PA) proporciona unos
compuestos intermedios, que al unirso al D-lnositol Iorm&i el Pl. Todo este ciclo
ocurre en retículo endopiasrnátlco ( Gould y Col. 1983, PatrIar y Hokln-Neaveron
1984, Ghalaylni y E¡chberg 196$ ), y el Pl es transpo~-tado por una proteína
transportadora de Pl hasta la membrana plasmática, < &omerhartu y coL 1983,
George y Helrtikomp 1985). Alt ocurre su fosfo4sclórt por AIF y do. kInasas
específloas que existen en la membrana formandoso el MP y PIE’, < Downes y Michel
1982, Berrldge 1964). ExIsten dos foslatasas que pueden dar la transformación en
sentido Inverso ( Abdel-Lstif 1906 ), La PI binas. aparece aún en mayor concen-
tración en lisosomas, aparato de Golgí y núcleo, y tiene en resUdad menee con
centración en membrana plasmática (Collin y Web 1963, Jergel y Sundier 1983,
Smith yWelis 1963, Cockroftsy col. 1965). Ls PIE’ Monas ea ha costado en
membrana plasmática existiendo alt mucha concentración, aunque también aparece
en citoplasma y aparato de Golgí <Cockcrofts y col, 1985, Lundberg y coL 1985>.
De todos modos la formación de PU’ y MP, partiendo de Pl tiene lugar fundamen.
talmente en la membrana plasmática. Para Ven Dongen y cot(IS86) la incorporación
de E’ a membrana plasmática de hepatocitos para dar MP y MP• era respectiva-
mente desa lOveces máspor mg.deprote(na ydess a50veonmáspormg.
de proteína, que en cualquiera do las otras fracciones subcelulares. La actMdad de
PI y PIE’ kinasas se estimula por Mg y se Inhibe por Ca”, y el aumentaroca Ea
concentración de PIE’, por un mecanismo de retroallmenlacsón decrece la actMdad
de PIP Iciriasa (Van Rocijen y col, 1985).

El estímulo <fe un receptor en la membrana celular activa una fosfcdlesterasa
0a-dependiente del tipo fosfolilpasa C, y esta hidrelira el Pl ( o sus derivados
loslorilados PIE’ y PIE’, ) para dar dlacllgllcerel ( DG ) y los respectivos Inoehol
fosfatos ( Abdel-Latir ieee, Rerrldge 1987):
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* Inositol 1 fosfato (IP

* lricsltol 1, 4 dlfosfato (IP,
* Inositol 1, 4, 5 trlfosfato <IP,)

Esta fosfolipasa C se encuentra en el citoplasma y en las membranas < irvine
y coL 1984, Wflson y coL 1984, Sant y coL 1984, Cockcroftt y coL 1904 Crentz y col
1985, Plantavld y coL 1966 ) No existe evidencia clara de que Pl, PIE’ y PIE’, sean
hidrotados por diterentes fosfolipasas O. Para Nlshizuka y col. (1985) hay dos tipos
de tosfotpasaa O: la del tIpo 1 que requiere concentraciones de CC 1 pM, y la del
tipo II que requiere concentración de Ca 0001 M a pl-l fisiológIco. Ambas formas
hidrolzan preferentemente el PIE’. La fosfolipasa O humana se ha purificado y
muestra su mtdrna actividad en presencia de una concentración 1O~ M de Ca~.
Está Influida también su actMdad por las variaciones del pH y poe la presencia de
Mg,,.

De ios Inostoles fosfato formados el más importante es el IP,, que movilza el
Ca’ de los depóstos Intracelulares ( Streb y col, 1983, Blden y col. 1966 ). La
Interacción del IP, formado, con los orgánulos intracelulares que tienon depósitos de
Ca’ ( retículo endoplasmético, mftocondria ), se produce por mediación de
receptores específicos que existen en la membrana de estos orgánulos ( Spat y coL
1966, Guliemelte y ccl. 1987). El Ca liberado de los depósitos, junto con el que
penetra a través de los canales, actúa como mediador o segundo mensajero de
múltiples respuestas celulares (Rana y Holdn 1990), Por otra parte, ya hablamos
señalado que el IP, actuaba a n~vel del canal del Os” ROO acttvándolo (Tnlggie
1987).

Existen otras enzImas lunadas mocad polifosfatos fosfomonoesterasas que con
roslatasas encargadas de degradar los Inoaltol polifosfatos hasta 0-inositol, y fósforo
Inorgánico, Esta degradación se produce en la membrana plasmática y en el
cltopiasrna,yes Mg”-dependlente (Storeyy coL 1984, Connolfry col. 1985). El litio
hh¡e potente y selectIvamente a la IP fosfetasa y menos a las restantes (Shermann
y coL 1901).

El DG que es el otro compuesto que se producia como consecuencia de la
hidrolisia de lee foslstldl Inosltolas sigue trae rutas metabólIcas distintas ( Mlshizuka
1968):
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a) Es otra vez matabolizado vía ¡pasas a ácido araquldónico pata la
blosintesis de alcosanoldes.

b) Puede ser fosforliado con ATE’ en la membrana plasmática por el
enzima DG-klnasa y regenera al PA cerrando de esta manera el ciclo,

o) Puede actNar una protein-khiasa O y da diversas respuestas celulares.
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Cuando se produce un aumento del loo calcio intracekjiar (Ca~,J libre, bien

sea por entrada a través de canales de la membrana plasmática o por salida desde
los orgánulos Intracelulares (reticulo endoplasmático y mitocondris), se ponen en
marcha una serle de procesos fisiológicos que dependiendo del tipo de célula
pueden consislk prIncipalmente en procesos de confracción o procesos de
secrección. En el caso del músctjio Uso vascular este aumento de Cafl, libre
ocaslona como respuesta una contracción teniendo lugar una serie de fenómenos
que seguidamente describiremos.

En un coite transverso del músculo liso vascular se pueden ver con el

microscopio electrónico tndan,e<itah,,enle dos tipos de filamentos: los gruesos y los
delgados. El filamento delgado está compuesto de dos prote&ias: la actlna y la
tropomiosina. La actina es una prote<na contráctL globular, de cadena única, de
peso molecular aproximado de 42 la, y dispuesta en forma helicoidal en dos hebra
alrededor de l. tropomiosbia. La tropocnlosk’,aes una proteína alargada, de peso
molecular aproximado de 70 ND ( Sher y SIul 1962). El ffiamento grueso está
compuesto de rnloslrta, proteína contráctl de molécula hexaniérica lormada por do.
subunidades de alto peso molecular < cadenas pesadas>, y cuatro subunidades de
bajo paso molecular ( cadenas ligeras). Las cadenas pesadas lo<rnan una cola
espiral con dos reglones protuyentes o cabezaa’, que contienen las zonas de unión
a la actina. Los das pares de cadenas ligeras de la mloskia < CLM >. tienen un peso
molecular de 17 kD y 20 1<0 respectIvamente, Es de paitoilar hterés esta última

subunidad que se denornina cadena ligera Po cadena fosforlable, siendo capéz de
captar cationes divalentes y desfosforllandose en forma caldo-dependiente.

Una vez que se produce el aumento de Os”,,, Ubre, éste juega un papel
esencial en la Interacción entre la actina y la miceina, siendo el responsable de la
contracción muscular a través de dos mecanismos. El más haportante necesita que
este ca” se fije a OMO, que come sef’,atamos en el apartado 1.2,2 ( psg, 13> es
una proteína citoplasmática. Para Cheung <1982> y Wlnkler y cd. (1967 > la CMD
esta compuesta de una única cadena de 140 as-nlneácldos, de peso molecular 16700
D, que es resistente a pH ácidos y termoestable ( no se abra a I00’C ), La
tercara parte de los aminoácidos que componen la cadena es del tipo gkjtamato o
aspartato, que llenen como cadena lateraS el grupo carboxiato Con carga negativa,
y a través de este grupo C00 a. une al lon Ca”, La proteína carece de triptófano,
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cisteina e hidroxiprolina, lo que le conflere una flexibilidad que es clave para su
modo de acción, permtIendcje el cambio de estructura pasar de forma activa a
Inact»a y viceversa. La CMD se ha hallado en todas las células aucarlotas, es dacij-
células con núcleo, siendo muy semejante la secuencie de aminoácidos da unas a
otras, y careciendo por tanto la proteína de especificidad de especie y tejido.

La 0.40 aparece plegada y tiene cuatro sltlos de unión para el Cr’ (Figura lo>.
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FIGURA 10.- Representación esquemática de la secuencia de la esdena de

CALMODIJUNA de cerebro bovino, compuesta por 146 resIduos de arnfnoácldoa,
llene 4 puntos muy similares en los que se une al lón Ca’ e 6 aminoácidos,

A — Ala; D = Asp; E — Síu: P — Phe; O — Ci: H — His: 1 — bu; 1< — Lis: L — Leu:
M — Met; N — Am; E’ = Prol O — Glu: A — Aig; 8 — Ser; T — Treo; V — Val; Y —

Tir. <Tomada de Cheung, 1982).
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La afinidad dala CMD por el Ca” es taJ, que según la concentración Intracelular
del lón se une a él o no, condicIonandO esto su actividad, La concentración
intracelular de CIAD es variable pero en realidad esta no imita la veIocidad
enziniática, por lo que se deduce que la proteína se encuentra siempre en exceso.
De esta forma, cuando se produce un aumento de Ca”1, libre ( aioanzandose una
concentración aproximada de lo. M), ya sea por apertura de canales y entrada
desde el exterior, o por senda desde los depósItos Intracelulares, o por una
combinación de ambos procesos, se produce un acoplamlento del lón Ca’ a la
CIAD en los puntos de unión. De los cuatro sItios de t~aclóo descritos para el calcio,
dos están unidos permanentemente el Ido y el tercero y posiblemente al cuarto sean
los encargados de captar la nueva entrada de Iones Ca’t De esta forma la CIAD
pasa de la forma Inactiva a una forma adiva da configuración nueva más compacta,
y asta nueva forma activada ( Gr .CMD’> se acopla a otro enzima que actúa como
receptor. E enzkna queda así activado produciendo la correspondiente respuesta.
Por tanto, el mecanismo básico de acción de la CIAD puede entendersa corno un
proceso reversible que tiene dos pasos W~lnkier y col. 1907)

1> Ca” + CIAD lnadiva—.--Ca”-CIAD activa
2) Ca’-CMD + ENZIMA lnactiva.—e-Ca’-CMD-ENZiMX activa

En la Figura II se muestra el esquema de activación y desactlvación de la CIAD,
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FIGURA II.- A) Mecanismo da mediación de la calmodulina, Niel Ido calcio ni la

calmodulína son activos por separado, pero la unión de cuatro lonas cálcicos a la
calmodulina cambia la conformación de esta y la activa. La calmodulína activada
Intaracciona con otra proteína o enzima, cambiando la conformación de esta y
activándola. Un factor Importante de esta proceso lo constl¶uye la flextíldad de la
molécula de calniodulina.

B) Posible esquema de la activación secuenciaS de loe enzimas adenilate
ciciasa y fosfodiesterasa en el cerebro. La calmoduina de la membrana activada por
la entrada de Ca’, activa a su vez al adenlíato ciclan que catetiza a su vez el
paso de ATE’ a AME’,. Por su parte al aumento de Ca” en el Interior de la célula
activa a la caimodulina, que a su vez activa a la fosfodiesterasa encargada de
degradar el AMP. formado, Así pues, la calmoduilna activa tanto el enzima da síntesis
como el degradativo,

Tomada de Cheung, 1982).

~5I5RANL=LIRU*
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En realidad existan varias proteínas Intracelulares que pueden aduar como
receptores para el ido Ca, ~nal caso del músculo estriado el primer receptor de
Ca1, es la troponina O, mlentras que en músculo liso y en filamentos de células
no musculares el efecto del Ca”~ está mediado según lo descrito por la CIAD, En
ef músculo he la Ca”-CMD se una a la subunidad catalítica del enzima klnasa de
la CLIA formando un complejo holoenzimático activo que catailza la transferencia
de un grupo fosfato desde el complejo Mg”-ATP a la cadena ligera E’ ( Vallet y coL
1981, Stul y coL 1962).

La fosforlación da la cadena ligera E’ estimule las Interacciones actina-miosina,
activando un enzima ATPasa-Mg’ presente en la miosine. Esta enzima calata la
hidrolsis del ATP y la Interacción con la adtina a través de puentes que provocan
el deslizamiento de ambas moléculas y por consiguiente la contracción.

El enána klnasa de la CLM fue purificado partiendo de diferentes
preparaciones, y se vio que era una proteína de 126 - 130 kD completamente
dependiente del complejo Ca’-CMD Vatlet y col. 1961, SIulí y col, 1982). Este
enzima es el que juega el papel principal en el proceso de contracción, Su papel
en el proceso contrácd es claro, ya que puede demostrarse que cuando hay bajos
niveles de concentración de Ca”,,,~ y por tanto de complejo Ca’-CMD, los vaioree
encontrados de fosfato en la cadena Igera E’ varían entre 0.13 y 0.25 moles de
fosfato/molécula, mientras que 30 a 60 segundos después de aplicar un agente
contráctil en músculo liso Intacto, al contenido de fosfato de le cadena ligera P oscile

entre aes y 0.75 moles de fosfato/molécula de cadena ligera E’ ( Dillon y coL 1901,
Siivar y SIul 1961).

De todos modos como hemos ya señalado, en los filamentos finos, el Ca”1.
pueda regular por un segundo mecanismo la interaccIón actina-miosína sin necesidad
de lesionar previamente a la CLIA.

Para que tenga lugar le relajación es necesarIo que se sustraiga Ca”,, libre por
cualquiera de los siguientes mecanismos:

* Incremento del secuestro de Ca por parte de los órganos de depósito.

* Reducción del flujo de entrada de Ca” al interior de la célula.
* Incremento de la salida de Ca” al exterior de le célula.
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Se conocen algunos mecanismos concretos para conseguir derivar el ca” fuera
del aparato contráctil, entre los que destacamos algunos, Así por ejemplo para SIiver
y SIul ( 1982 ) la activación da la adeniletocíclasa por estímulo ¡3-adrenérgico,
produce un aumento de AMP, que estimule el enzima protein klnasa AMP,depen-
dienta. Este enzima produce una fosfonilaclón de la kinasa de la CLIA, con
incorporación de hasta dos moles de fosfato por cada molécula de kinasa de la
CLM. Esta tostorilaclón produce una marcada inhibición en la actMdad enilmética,
descendiendo de lOa 20 veces la afrildad de la kinasa de la CLM lesIonada por
el complejo Cr’-CMD’ ( Contl y Adelstein 1901), producIéndose por tanto la
relajación. Esta teoría se ve reforzada por el hecho de que el se inhibe la
fostodiesterasa ( enzima que Inactiva el AIAP. ), aumenta el AME’, y aumenta la
relajación de la fibra.

Hablamos señalado que la fosforilaclón de la CLIA era el mecanismo principal,
pero no el ónico que produda contracción. De Igual modo tienen que existir otros
mecanismos que produzcan relajación aparie del descrIto, Así la protein klnasa AKIP0
dependiente estimule también la NaIK ATPasa de las membranas, y en conse-
cuencia entra 1<’ y sale Ns’ en el músculo liso, poniéndose a su vez en marcha el
mecanismo la entrada de Ns’ con salida de Cs”> que es expulsado friera de la
célula. AJ producirse un descenso del nivel de Ca”1. se produce lógicamente la
relajación.
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15,- RECEPTORES VASCULARES a-ADRENERGICOS

ta división de los receptores adrenérgicos en receptOres a y ¡3 se debe a
Pdilquist (1948), quien trés un estudio con adrenalina <Ad), noradrenalina ( NA)
a Isoproterenol, propone la existencia de estos dos tipos de receptores basándosa
en la distinta sensiblidad a los compuestos en estudio.

Los receptores ¡3se subdMdleron en¡3, y¡3, < tanda y col. 1987), según su
localiaclón en teildo cardiaco o en músculo Uso y células glandulares respectiva~
mente. Estos receptores ¡3 fueron los primeros eatudlados debido a los efectos
terapaútlcos tan Importantes que mostraron los¡3-bloqueantes sobre hipertensión,
angina de pecho e isquenila de miocardio; y debido también a los efectos de los
¡3-estimulantes en la tarapeútlca asmática. En contraste fue ya en la década de los
setenta cuando se iniciaron los estudios sobre tos receptores a. El conocimIento di
los receptores a fue el resultado de los siguientes acontecImientos ( Van Zwlaten y
Tlmmermans 1984):

1.- La Introducción del concepto de receptores pre y postainápticos,
2.- Ls clasIficacIón de cradrmnoceptores en los subtIpos a, ya~
a- El descubrimiento deque los a adrenoceptores en el cerebro están relacionados
con el efecto antihipertensivo de fármacos con actividad central, afines a clonidina,
guanfacina ya-metil-DOPA.
4.- El desarrollo de la industria farmaceútlca que consigua productos con gran
seteclMdad como agonistas y antagonistas para teceptores a, ya,, lo que permIte
la diferenciación da los efectos debidos a un tipo u otro de receptor.
5.- La introducción de técnicas de radloligandos para caracterizar los subtipos de
receptores a, ya2.

La necesidad de Introducir una nomenclatura similar a la de los receptores ¡3,
para los receptores alievó a Lenger (1974> a clasificar los receptores preslnápticos
como a, y los posísínápílcos comea,. Pronto se demuestra que esta clasifloaclórl
basada anal lugar anatómico en que se encuentran resulta Inapropiada, puesto que
dittdilmente se podrían calificar da presinápticos los receptores a, adrenérgícos de
tas plaquetas ( Grsnt y Scruwon 1979 ). Se hacIa necesario una revisión de los

56



términos, y diversos autores entre los que destacan Langar ( 1981 ), Tinmermena
y Van Zwieten (1981,1982) y Starke (1981), proponen una clasIficación basada
en la siguiente nomenclatura:

pra y posisináptico: indican la locaizaclón anatómica del receptor con respecto
a la neurona y a la siriapeis.

‘a, y a,: Indican la preferencia del receptor por un determinado agonlata o

antagonista, en definitiva su aMidad química pero no su localIzación anatómica

El receptor presinéptico a esta localizado a nivel de la membrana de la fibra
posíganglionar, próximo a las vesículas de las varicoaldades ( FIgura 12 ). La

excitación del receptor presínáptico a adrenérgico, ya sea por agonistas endógenos
neurotransmisores NA o Ad, o por agonistas exógenos como es el caso de fármacos
asimpaticomlmétlcos, Inhibe la liberación da NA de las vesículas,

El receptor postsináptlco a está localizado en el órgano diana (Figura 12 ). A
nivel vascular si se excita por un neurotransmisor o por un agonieta oceslona una
vasoconstricción con aumento de la presión arterial ( Reid 1981 ).
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FIGURA 12.- Sinapsis adrenérgice. La adrenalina ( Ad ) y noradrenalina ( NA) se
encuentran en las vesículas y al llegar st estimulo nervioso a través de la neurona
sináplica posíganglionar se liberan a la hendidura sináptica, estimulando los distintos
receptores postsínápticos que se encuentran en a célula afectora,

(Tomada da Van Zwieten, ¶988),
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Como hemos señalado la subdivisión de los adrenoceptores en a, ya, está

basada en la diferente afinidad del receptor para agonistes y antagonistas, y no en
la localización pre o postaináptica del receptor. En le Tabla VII se pueden ver los
fármacos agonistas y antagonistas de los receptores a, y LYt

Thfl~ VII

FARMACOS AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE RECEPTORES a, Ya1

AGONISTASa

,

Metoxamina
Círazolina
Fenilefrmna
AmIdefrmn a
5K? 89749
St 587
Sgd 101/76

AGONISTASa

,

B-HT 920
Cionidina
B.HT 933 (Azepexole>
Uk-1 4304
M-7

AGONISTASa, -a.
Adrenalina
Noradranaline
a-metll-noradrenalina
Tramazolina

ANTAGONISTASa

,

Prazosín
Doxazosfn

Corinantina
Labetalol

Wb 4101
AR-C 239

ANTAGONISTAS a

,

Yohimbhia
BO? 6143
Rauwolscmna
RX 781094
RS 21381

ANTAGONISTASa, -a

.

FentolainIna
Fenotenzemina
Tole, cina
Piperoxan

<Confluida con datos de Shepperson,
Zwwleten, 1900>,

1 98Z~ Van Zwieten y flnmermans, 1984; Van

Xlleclna
Guanfacina
Guariabenz
Dopamina
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Los receptores presínépticos son fundamentalmente del subtipoa~ adrenérgico
y en menor proporción del subtipoa, Koblnger y Pichier 1980). Los receptores
posteinápticos son de ambos subtipos a, y a2. en una proporción que es muy
aproximada de 1:1; produciendo tanto el estimulo de uno como de otro vasocons-

tricción. La localización de los dos subtipos postslnáptlcos respecto a la propia
sinapsis es distinta ( Figura 13 ). El receptor posisináptico cc, esta localizado
intraslnapsis, en contacto con los nervios noradranérglcos~, siendo de esta lorma
rápidamente accesible al neurotransmisor NA. En el caso de que el órgano diana sea
una arteria su posición anatómica se corresponde cori la adventicia. El receptor
posteinapticca, se locatlza más alejado de la zona de sinapsis, y en el caso de las
arterias en la túnica íntima ( Langer y Shopperson leoZ Van Zwleten 1986>.
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1.6.-ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE ESTA TESIS DOCTORAL
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16.-ANTECEDENTES Y OBJE7I1VOS DE ESTA TESIS DOCTORAL

Hamos visto en el apartado anterIor que el estímulo de los receptores a, ya2

edrenérgicos poalsinápticos produce un Incremento del tono vascular. Se sabe sin
embargo desde hace tiempo, que sólo una parto de la vasoconstricción inducida por
NA (agonistaa, ya2>, depende da la presencia extrecelular de Iones Ca” < Bohr
1963). Este hecho hizo que el grupo de Van Zwleten y Tlrnmermans <Van Mecí y
coL 1981 a y b; Van Mecí y col 1982; Van Zwieten y col 19fl ¶984 y 1988;
rimmermans y col, 1983 y 1984; Van Zwieten y Tlmmermans 1984; Wiitfert y coL
1964 ab; Van Zwleten 1986), estudiaran el papel que juega la entrada de Ca” al
interior celular en la vasoconstricción Inducida respectivamente por el estímulo a,,
y por el estirnuioa. Estos investigadores consideraron la utilización de MCe como
un valioso Instrumento, para evaluar la Importancia que tiene la entrada de Ca” por
canales VOO, en la contracción inducida por estimulo de los receptores a, y a,
vasculares. Sus estudios con AnCa se centraron en ensayos llevados a cabo con

la preparación de pithed-rat’. Esta modelo experimental, que posterIormente
describiremos y utilizaremos en la presenta Tesis Doctoral, permite el estudio ‘in
vive’ de efectos a nivel vascular periférico.

los resuhados iniciales del grupo da Van Zwleten y Timmermans con MCe
señalaron que las respuestas obtenidas por activación de receptoresa2 vasculares,
eran sensibles a la inhibición de la entrada del Cs’,.~, pero le participación del
Ca,.~ en la vasoconstricción por estímulo a, podfa variar para distintos agonislas.
Posteriores estudios con radloligsridos, permItieron a estos investigadores descartar
que los AnCa pudiesen tener actividad significativa como bloqueantes a,. La
inactivación del Ca,,~ con etiiendiarninotetracetato de sodio (EDTA.Na,J, inhibió
también en mayor grado las respuestas a2 que las respuestas presoras Inducidas
por esifmuloa,,

El siguiente esquema (Figura 14) tomado de Van Zvsieten y llmmermans
(1964) y Van Zwietan y col, (¶984>, es una representación de la membrana de la
célula del músculo liso vascular. En él se aprecian las diferencias que podrían existir
entre los sucesos que acontecerían como consecuencia de los estirnulosa, ya2.
Para estos autores, el estimulo de un adrenoceptora, (por metoxamina> induce une
despolarización en la membrana basada en flujos de Ns’ y K, y este proceso no
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es sensible a los bloqueantes da la entrada del calcio, Sin embargo el estimulo del
adrenoceptora, ( por B-HT 920) se acompaña con una entrada da Iones Ca” que
Inducirla la activación de tas proteínas contráctiles Intracelulares. El bloqueo de esta
entrada de Ca’ con un Anca prevendría la vasoconstricción, pero no Impedirla la
formación del complejo agonista-receptor a,. En el esquema aparecen también los
fármacos prazosin y yohimbina, capaces da bloquear selectivamente los receptores
a1 y a,

Extracelular Antagonistas del ca,,
Pratoaln

Nombran j¡o¿í

Intracelular

FIGURA 14,- Representación esquemática de la membrana celular de músculo liso
vascular,
<Tomada de Van Zwleten y llmmermans 1984 y Van Zw$eten y Tlmmermane 198-4)
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En los trabajos de Van Zwleten y TirTlmermans en plthed-rar cuando se
estudiaban estimulantes mNtos como noradranalina que tiene además efe efectos a,
ya,. erectos j3,se utilzaban ratas tratadas con propanolol y rauwolscina para estudiar
el electo a,,o bien pretretadas con propanolol y prazosín para estudiar el efectoa2.
Estos estudIos parecieron también Interesafltes, ya que las cetecolaminas circulantes
endógenas estimularían los adrenocaptores a, y a,. en presencia de un Anca se
IrtIbWS el compuesto a, reduciéndose por lo tanto el tono vasoconstrictor. Este
mecanismo probablemente contribuiría al efecto vasodIlatador/ hipotensor de ios
AnCa.

Paf. justificar la insensIbilIdad que presentan las respuestas vasopresorasa, el
tratamiento con MCe ea han propuesto distintas hipótesis. Unos investigadores (Reid
y col. 1983, Aulfolo y Veden 1984, Huffolo y coL ¶984) trabajando también en
plthed-rat han sugerido la posibie existencia de receptores a, de reserva que

ser’vt-faui como tampón ocasicriando una Insensiblidad de las respuestas presoras
de los Aga, a los AnCa. Otra hipótesis alternativa es la que proponen flrnmermans
y col, en 190$ con des modalidades de Interacción en los receptores a,, estando
una vinajiada a la utIlIzacIón del Ca”,~ corno en el caso de le interacción en
receptoresa., y estando la otra vinculada a la utIlIzacIón del Ca”,,. Diversos datos
experimenties más recientes ( Timmermans y Thootan 1987; Tin-imermane y col.
¶987; MoGrathyO’Brlen 1961; Richery col. 1987) parecen confirmar que el efecto
vasoconstrIctor mediado por Ag a, puede rnodlficarse en presencia de los AnCa,
pero tos estudios con Aga, y Anca continuan mostrando bastantes discrepancias
de interpretación. AM algunos Ag a, llamados •agonlatas parcfale? parecen capaces
de cornpoctarse como los Ag a.. y su electo puede ser susoeptlble de bloqueo por
los MC..

Pasa el grupo de Tknrnermans. la utinzación de Ca” en la vasoconstricción por
Aga, podría tener claramente un doble origen: la entrada de Ca”,, (sensible a los

AnCa), y la movlizadón del Ca”, ( insensible a los AnCa ). Hay además que
recordar que los receptores a, se sabe que tienen propiedades farmacológicas
diferentes en distintos tejdes, Podría exlstk una heterogeneidad da receptores a,.
Para Ifieble y col. (1906) según el tejido considerado, puede variar el modo en que
se activan estos receptores y también la movWzac$óo del caiclo cuando se estimulan-
3 han propuesto en reaMad subtipos de receptores a, que corltrolarlan
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respectivamente la movilización del Ca” y la entrada del Ca”,’ Han y col. (1987)

señalan la evistericla de dos Subtipos de receptores a,, que causarían respuestas
contráctfles a través de mecanismos moiaoulares distintos. Un subtlpoa,b estimularía
la formación de derivados de IP,. y causada contracción con independencia del
Ca’t.. El otro subtipo de receptor sería ala,, que no estimularía de IP,. y causada
contracción dependiente de la entrada de Ca”.. a través de canales dtldropkldkta
sensibles. Por otra parte, hay que señalar que los ensayos i, vttre han resultado
fundamentales para estudiar los mecanismos de utilzación del Ca” en la
vasoconstricción inducida por estlmuloa,. Los ensayos de Bohr en 1963 siudldos al
comienzo de este apartado, señalaron ya la existencia dedos fases en las respuestas
de aorta de conejo a NA. La primera parte de la respuesta contrActa (respuesta
rápida>, podría Incluso deprimirse elevando le concentración de Ca” en el medio

extracelular, y era precisamente el componente de respuesta lenta el que quedaba

kiWbldo al disminuk la concentración de Ca” en el medio externo ( Figura 15>.
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FtGUFU~ t&- Efecto de la depleción de Ca” en la respuesta de NA en tiras
Nelcoidales de aorta de conejo. Arriba a la Izquierda la respuesta de une tira en
Krebs norma Las siguientes cuatro curvas muestran las respuestas después de
mantener las tiras en Krebs sin Ca” durante los tiempos señalados entre paréntesis.
Después da lo minutos en solución sin ca” el componente rápido ( que precede
la señal de raya discontinua ) es ligeramente mayor, y el componenle lento < la
tensión desancUada después dala cañal de raya dlscontlnua) está deprimido, Con
64 minutos de pemisnerida en solución sin Ca’ el componente lento queda
vttuaimenle elimInado, y hay una depresión secundarla del componente rápido Abajo
a la derecha aparece la respuesta 3 minutos después de cambiar a una
coneentncióo O~5 mM de Ca” en el baño. Hay una recuperación del componente
lento. Las frrguiauldades en las curvas da respuesta al final de los 5 mInutos son
artetaclos del lavado. «ornada de Bohr 1963)
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Los resultados de BO<Ii en aorta de conejo sugieren ya la existencia de una

fuente distinta del Ca”. para la contracción vascular. La formación del complejo
Ag a-receptor InIcia probablemente la liberación del Ca” desde los depósitos
intracelulares, principalmente reticulo sarcoplásmico y cara interna del sarcolema.
Estos conceptos parecieren confrmarse biclaimente con los estudios da flujos de
Ca” realizados por Godfralrid en aorta de rata ( Godfraind y Miller 1962; Godtrah->d
ycot¶982)~ Dkosauesando~CaBegsronalaconci~>si~dequela
estimulación de los receptoffisa. podia abrk canales de calcio, pero la estImulacIón
da receptoresa, Inducia una despolarización en la membrana, y aubsigulentemante
la liberación de lonas OS” de tos depósitos Intracelulares.

Posteriormente diversos estudios ‘in vttr& han contfrrnadc que la utilzaclón de

Ca”N es esencial para la contracción vascular Inducida por estímulo a,; pero la
hIpótesis de Godfralnd y col, también he sido rebatida por otros autores. Los trebejos
de Venhoutb ( 1982 ) en vasos aislados concluían que el estímulo a1 se
acompanaba con entrada de Ca”,.. siendo por tanto sanable al bloqueo de esta
entrada de Ca” con AnCa Las diferencias entra los resultados de God*alnd y col.
(1962> y los resultados de Vanhoute y col. en el mismo te, podían ser debidos
sobretodo a diferencias en lo. métodos de experknentaciót, titados, ya que lo.
lechos vasculares estudiados diferían sustanclahente. En realidad loe estudios huta
la fecha llevados a cabo con agonistas a en vasos aislados proporcionan resultados
dispares, dependientes no sólo del tipo de vaso estudiados sk,o también de la
especie animal utilizada Be han estudiado sobretodo las contracciones provocada
por NA en distintas arterias, resultando variable su bhtlcióo por Anca.

No ha sido sIn embargo ficE hasta la fecha demostrar ji te’ la importancia
que tiene el Ca”,.,. en la contracción vascular mediada por estlmuloa,. En residad,
hay que señalar que huta este momento nl siquiera ha sido fAct demostrar la
participación de los receptoresa, en las contracciones Inducidas en vasos aislados
pos distintos agonistas. Los adrenoceptores de aorta de rata htlaknente se
descrIbieron como un subtipo aberrante de adrencoeptor a, que combinaba
características de ambas clases de receptores, los a, y los a.. su p.rtenece<
claramente a ninguno de estos subvpos (Puflolo Iseo, tael, 19U
Randriantsos y col. 1981 >, Por otra paile se sugkló que en las vena’ podría exhtk
mayor densidad de receptores postainipticos a, que en las arterias y qi loS
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receptores aen venta y arterias podían presentar caracterlsllcas distintas ( Da May
y Vanhot 1900; Hieble y Woodwar 1964 ). La utilización de agonistas a
selectWos ha permitido Identificar ‘in vitre” receptofesa~ postslnéptlcos en las venas

safena y femoral de perro, siendo mejores las respuestas en la vena safena
Sufbtusiy0rew 1960; De Meyy Vanhoutte 1981; Sbeppersori y Lariger 1981: Curro
y Geeenberg 1963; rowier y col. 1984; Flavahan y col. 1904, 1987; Ccotw y col.
twa; flavahan yVaofloutte 1906:Hieble y col. 1966; Rhodes y Waterlalt 1967>. Otros
lepdos vasculares en los que han podido ponerse de manifiesto la exlstancla de
recaptoresa, son las venas y arterías mesentéricas caninas C Kou y col. 1904; ltoh
y col. 1961), la astarla de la cola de la rata ( MedQett 1903; Medgott y Langer 1966
), la vena safena humana ( Docherty y lt’iand 1988 ) y las arterias digfiales
humanas (MotAda y Stevens 1904; Stevens y Mouids 190$; Síevana y Mouids 1906>.

En la presente tesis Doctoral nos hemos planteado un estudio paralelo en
pÉed-< yen ants de aorta de conejo que podrá complementar los que hasta

la leche exIsten sobre utilzación de Ce” en la vasoconstricción adrenórgíca. El
modelo de ‘pithed-rar nos permitirá el estudio en animal entero de efectos a nivel
vascular periférico con aproximaciones más reales del efecto de los fármacos “In
vivo’. Por su pene, la aorta de conejo es junto con la aorta de rata uno de los
modabs nperknentales más utilizado para estudios vasculares “leí vitre”, y los datos
en eh ottertidos permitirán una mejor interpretación del mecanismo de acción da
los fármacos. En ambos modelos se ensayaron Ag a, y Aga5, y la utilización de
tgcrñlas séc~os supondrá una ventaja sobre otros estudios llevados a cabo con

tkmacos menos selectivos, permitiendo establecer las d~eranclas que existen en los
procesas subsiguientes a la activación de ambas clases de receptores. AS! por
ejemplo, podríamos sefialar que la mayoría de los estudios en vasos aislados se han
levado a cato utando NA como agonista adrentrgico En nuesto estudio come

>9 ~ Selectivos hemos utilizado rnetoxamina y lenliefrina que son derivados
~kmIns ‘adatados por otros investigadores <Tlmrnarmans y col. 1 Saab; Van
Za4etsn y col. 1965; Tbnmermans y col. 1967 > corno agonistas a, totales con
*qts adhtjad intrfnseca e Insensibles al bloqueo de le entrada de Ca”.~ P~<
AnCa. Como Aga, Selectivos hemos utilizado 8-1-IT 920 y 8-HT 933, dos derivados

~zercos shibres a clonldk-,a. Los Aga, y loe Aga, se ensayaron en distintas
cootIonn experimentas, y crí presencia de fármacos que pueden modificar le
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utIlizacIón de Ca’%,, y de Ca”,,. La adminIstración de nifedipína, AnCa con
selectividad vascular, nos permitirá bloquear la entrada del Ca’.,,. al interior celular,
Hemos querido también utilizar en este estudio una ditidropiridina agonista, que
promueve por el contrario la entrada de Ca”,,, al Interior celular. En 1984 Wlitfert y
coL señalaron que parada posible distlnguk a ios >4 a, de los Ag a, PO; la

modificación de su electo presor en pltiied-rat” con el compuestos BAY 1< 8644, Esta
dlhidroplrldka se comporta como AgCa. y se<*á también en nuestro estudio para
discriminar los agonistas adrenérgicos que necesitan mayor utilización de 0a..
para su efecto vasoconstrictor.

Por último, en nuestro estudio utilizaremos tambIén el compuesto TMB-8. Este
fármaco, como se señaló en el apanado i.a, se ha caracterizado como un Inhibidor

de la movilización del Ca” desde sus depósitos Intracelulares en músculo
esquelético yen músculo liso ( Malagodí y Chlou 1974 ay b, Chlou y Malagodí 1975
), y se ha propuesto como Instrumento útl en los estudios de mecanismo
contracción-relajación muscular, El NS-e puede según la clasificación de Oodfralr¶d

1987, páginas SI y 32> considerarse como un antagonista del Ce”,,. En nuestro
estudio el rna-a presumibiemente bloqueará la liberación ci. Ca” desde sus
depósitos Intracehilarea en músailo liso vascular, permitiéndorios ni estudiar la
participación del Ca”,, en las respuestas vasoconstrictoras a, adrenérglcas.
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2.- MATERIAL Y MUsaDos
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2.1.- FARMACOS, METODOLOGLA GENERAL Y CONDICIONES DE

TRABAJO,

Metoxamína CiH ( Calloso Wallcome SA)

L-Paniiefrlna Clii ( Sigma
B-HT 920 2011-4 < Boehringe¡ Ingetelin>
8.1-iT 933 2CIH < Boehringer lngelhekn)
Nifedipina ( Bayer)
(±)BAYK 0644< Bayer>
1MB-fi Clii (Sigma)
Prazosin CIH <Pfizer SA.
Yohimbina CIH < Sigma>
Heparina sódica ( Bolzot>

Las fórmulas estructurales de la metoxamina, fenilefrina, B-HT 920 y 8-Hl 933

aparecen en la página 73: las de la nifedipina, fiAN’ K 86-44 y 1MB-O aparecen en
la página 34.

Las concentraciones maridonadas en el texto y en las figuras hacen referencla
a las formas indicadas arriba: es decir, el peso da las bases de nifedipina y BAY K
8644, y el peso de las sales de Nao y los agonistas y antagonistas a . Las
solucionas madre de todos los fármacos se hicieron diarIamente. Para lograr una
buena disolución de prensEn se utilizó un agitador durante 20 minutos, manteniendo
una temperatura de 55 C durante este tiempo. Utilizamos solución sauna < ensayos
in vivo”) o agua bidestiada < ensayos 9n vitre’) para las soluciones madre de los
agonistas y antagonistas , y utilizamos solución salina con un 10% de etanol o agua
bidestilada con un 10% de etanol para las soluciones madre de nifedípina, BAN’ 1<
8644 y Th1B-8. Partiendo de estas soluciones se hicieron les diluciones necesarias
en solución salina o agua bidestilada. En el caso de nitedípina y BAN’ K 8044, la

solución madre y las diluclortes se reataron htmedlatamente antes de su uso, para
evitar su degradación.

Las OHP son sustancias fotosensibles, especialmente si se encuentran en
disolución. Se degradan tédlimente con la luz sotar y los rayos IN, habléndose incluso
estudiado como repercute esta degradación en los trabajos ‘lii vitro” ( Mllkeisen y coL
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1985 ). SAN’ K 8644 resulta algo más estable que nitedipina y la degradación se
produce al reducirse el anIllo 1,4 dlhdroph”idInloO que pasa a piridina, con lo que el
compuesto pierde actMdad. Esto ocurre sise expone el compuesto a luz de longitud
de onda menor dc 450 nrn, y por eso para trabajar con ellos se emplean lámparas
de vapor de sodlo, que dan una luz monocromática da 589 nm de longitud de onda,
o en su defecto se puede emplear y así lo hemos hecho en esta tesis, un tubo
fluorescente marca Ptiiips, modelo 1120 36W/lO, cuyo espectro de emisión puede
obseivarse en la figura 16, que cumple las características descritas anteriormente.

1
1
1~
1

FIGURA 16.- Curn de distribución espectral de un tubo fluorescente 1120 SfiWflfi
Cedida por Ptiiips ). En abclsas la longitud de onda ( nm ), y en ordenadas la

intensidad del flujo luminoso medida en pW 1 5 nm 1 lumen. La flecha marca la
Icogitud de onda correspondiente a los 460 nm, por debajo de la cual se degradarían
las DHP si la lámpara emitiese flujo luminoso en esa zona del espectro.
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FIGURA 17,- Fórmula estructural de la metoxamlna(~,f5nlletrin5®,B-1-fT 920<?),

B-HT 933(U)
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En esta Tesis Doctoral se lleva a cabo un estudio del efecto sobre músculo liso
vascular de dos Aga, selectivos ( metoxamina y fenilefrina ), y de dos Aga,
selectivos (a-Hl 920 y 8-1-IT 933), Los agonistas ase ensayan “in vivo” a in vto”
estudiándose la modificación de su efecto por SAN’ 1< 86-44, nifedípina y miEs. La
preparación queso utilizó para los ensayos In vivo” es la de “plthed-rat”, vaiorándose
en ella Incrementos de presión sanguínea dlastóilca <PSI)>’ y la que se utiliza para
los ensayos In vitre” es la de anillos de aorta da conejo, valorándose en ella la altura
de las contracciones producidas, En la preparación de anuos de aorta de conejo se
caracteriza además el efecto de BAN’ K 8644, nlfedípina y TMa-e sobre las
contracciones provocadas por CliC y en la de “pfthed-rat’ comenzamos nuestro
estudio ensayando la administración del AgCa y el MCe por distintas vías. El
número de ensayos homogéneos en “plihed-ra? fue siempre 5-6 y en aorta de

conejo 7-9,
A continuación se describen las preparacIones do “pithed.rar y de anillos da

aorta de conejo, así como los ensayos que tienen lugar en ambos tipos de
preparaciones. En las págs. 87 y 88 presentamos además un cuadro resumen de los
ensayos reatados.

‘1
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2.2.- PREPARACION DE “Pm-IED-RAV

Hemos utilizado ratas Sprague-Davtley, de ambos sexos, y con un peso entre
240-260 g. La preparación de “plthed rar se montó según la técnica descrita por
Shipley y Tilden (1947) y más recientemente por Giflesple (1967,1970>, modlflotidose
la técnica original en algunos cases por requerirlo así este estudio. A continuación
se detalle el procedimiento seguido:

Introducimos la rata en una campana de cristal, en la que previamente hemos
puesto para su anestesie un algodón Impregnado de ¿tsr etto. Después de 5 a 7
minutos la rata queda anesteslada, y la situamos entonces en una canta para
ensayos de animal “lo vivo” en posición dec~blto supino. Efectuamos una incisIón
en la zona ventromedial dat cucho, y procedemos a separar y caler la piel, dejando
un campo quirúrgico en forma de ojal de aproxknadarnmnte 4cm. de largo y2J orn-
en su zona más ancha. A través dat ojal se separan los músculos paratraqueales
hasta dejar al descubierto la tráquea Pasarnos dos tilo. por debe» dé ésta, y
realizamos una Incisión entre dos aniSes traqueales introduciendo a su través una
cánula que queda anudada con los Mo. (uno en posición proxirnal y otro en
posición distas. A continuación, y para evitar que el ar*na¿ siga absorbiendo más
anestésico, procedemos a descerebrarlo y desmedularlo con un vástago metáko de
le cm. de largo y 1.5 mm. de diámetro, que introducimos por la órbIta del ofo
derecho, pasándolo por el “foramen magnun”, para alce¡inr el buho raquídeo y
seguir por el canal medular hasta el sacro completando así la desmedulaclón.
inmediatamente conectamos la cánula traqueal a un aparato de respiración asistida
(Solentiflo & Rasearcti Instrumenta Ltd. “ vanUador para anirtiés pequeOoa” >.
Admkiietramosunvot.jmendeakedC2C,~ porcada lOOg. de pesodelankvtal,
con una frecuencia de 50 emboladas por minuto, Deapues de instaurar la respiración
asistida, disecamos al paquete vásculo-nervIoso del lado derecho formado pci” la
arteria carótida primitiva y el nervio vago, separamos y cortamos dicho nervio
dejando Ubre la arteria, y pasamos por debajo de ¿eta do. hilos, ligando el
correspondiente a la parte distal y dejando Iniciado un nudo en el correspon4lente
a la parte proxlmsl para la posterior Igadura de una cánula. Una vez que tenemos

preparada de esta manera la arteria carótida, colocamo. una pinza de erterla entré
ambos hilos, cercana al nudo proximal que hablarnos Iniciado. La piriz. tiene como
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misión interrumpir la circulación para permitirnos realizar con una fina t~er5 Un

pequafio corle arterlal( de aproximadamente la mitad del calibre de la arteria ).
Introducimos a través de la Incisión una cánula de plástico, previamente conectada
a un manómetro de mercurio por un alsíema cerrado lleno de suero fisiológico. La
cánula debe ser firmemente fijada por loe hilos que teníamos preprados, Damos

una presión inicial el sistema de mercurio de 70 mm, Hg., e inyectamos en la cánula
150 lJ4g. de heparlna sódica en un volumen de suero biológico de 0,2 co. Con
el fin de evitar la posterior coagulación sanguínea durante el ensayo, En este

momento se procede a retirar la pinza arterial y el sistema queda conectado
perrnhlendonos medir la PSI). Dado que la tensión arterial en ‘pited-ral’ (es decir
después detener a la rata descerebrada y desmedulada), oscila alrededor de los 40
mm, Hg., se produce iniclainiente un transvase de suero fisiológico y heparina hacia
el Interior del animal hasta que se equlibren les presiones, quedando por tanto
heparmnizeda la rata. Contralatersíniante disecamos la yugular Izquierda, ligándola con
un hIlo en su parte distal, y dejando Iniciado un nudo con otro hilo en la pal-te
proximal Realizamos un corte con una fina tijera ( de aproximadamente la mitad
del calibre de la vena)” para posteriormente Introducir una cánula. Procedemos a
dietar la vena ( que generalmente se encuentra colapsada debido a las
manipulaciones ), medlante tracciones con unas pinzas finas, o bien con un

algodón impregnado en suero fisiológico caliente, y una vez que se ensancha la
vena Introducimos la cánula dejándola firmemente anudada con los hilos que

hablamos colocado. Esta cánula está conectada a un goteo de suero fisiológico
cerrado. Esto nos permitirá admInistrar en bolo todos los fármacos por «a
intravenosa ( M .), Para ello Introducimos un volumen de 0.4 mLñg., es decir que

las disoluciones se caictiaron pera ser inyectadas en un volumen total de 0.1
mL/dosis. Así pues, una vez que inyectamos en la cánula da la yugular izquierda un
lármaco, procedemos a lavar el sistema con el goteo de suero fisiológico dejando
pasar un volumen de 0.1 ml. para el arrastre de esa dosis. Para un grupo de
ensayos, la raía estaba ya preparada, pero en los casos en que debíamos usar

algún AgCa o AuiCa~ usualmente se prefirió adminisirar estos carca del cayado de
la aorta evitando así la cardlotoxlcldad aguda. Para ello, procedimos a disecar la
arterla carótida primitiva Izquierda, según la misma técnica descrita para la derecha
Esta nueva disección se muestra más dificuhosa debido a la estrechéz del campo
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quirúrgico después de las anteriores maniobras. Corno inconveniente sAsdido para
alcanzar el cayado de la aorta tenemos necesidad de introducir a lo largo de esta
arteria un fino catéter que permitirá inyectar fármacos directamente en el circuIto

sistémico. AsE pues, una vez que tenemos la arteria carótida primitiva Izquierda
disecada, procedamos a pasar dos hilos por debelo, mudando el hilo distal y

dejando iniciado el nudo del hilo proxknaL Colocamos de nuevo la ph¶za arterial
cercana al hilo poxknal y damos un flie corle en la arteria <aproximadament. la
tercera parte del catre de la arteria). Introducirnos el catéter hasta qué cijoca con
la phis arterla~ y lo mudamos Igéramente con el hilo cuyo nudo estaba Iniciado
para evitar que refluye sangre al soltar la pitia. El nudo no debe oprimir el catéter

totalmente, y debe permItir que este se desilza por el interior de la arteria hasta el
cayado de la aorta. En este momento, sotamos la pitia arterIal y empujarnos
slmultar>eamente el Mo catéter hasta que se introduce aproximadamente 3 an. de
largo (longitud calculada para alcanzar el cayado de la aorta), procediendo entonces
a su anudamiento definitivo. El catéter introducide hasta el cayado dé la aorta,
servirá para la Infusión intrarterlal <la) de las DHP antes da iniciar la admInIstración
en bolo de otros fármacos por la yugular. Así pues, la admInistracIón de los AgCa
y AnCa se hace mediante perfusión contInua con una bomba de infusión Sclentlflc
& Research Instrumente Ltd., parfundiendo uit volumen total da 0.8 mL en 2 mInutos
(1 mLAcg./mlnuto), Los cambios en la presión sanguínea diastUca s regietraron
en un kimógrafo 8, araun Melsungen. La temperatura de la rata durante todo el
ensayo se mantiene constante a 37,0 por medio de celar radiante.
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2.3.- PREPARACION DE ANILLOS DE AORTA DE CONEJO

Diversos Invesílgadores han empleado la preparación de anillos da aorta do
conejo para estudios ‘In vitro”. En 1972 la describió Van Brenien (Van Bremen y
col. 1972). y su montaje es muy similar en posteriores trabajos de oste y otros

grupos. A confinuaclón describImos detalladamente el procedimiento utilizado por
nosotros.

Se sacrificaron conejos New Zaaland de ambos sexos, y peso 2-a kg., mediante
un golpe en la nuca, seguido de un corte en la yugular. $6 extrajo Una porcl6n de
aorta torácica de unos 5-6 cm. abriendo el torax y seleccionando el segmento central
de arteria comprendido entre el arco aórtico y el diafragme- La porción extraída se
lavé en un vaso de precipitados, disecéndose y limpiándose a continuación de tejido
adiposo y conectivo en una placa Petrí que contenía al Igual que el vaso de
precipitados solución bebe Henseleit <1932) con la siguiente composición (mM):
CINa ltO.2’~ 011<4.7; Cl~Oa =5;P04H21< 1.2; S0,Mg 1.2; CO,HNa 25; glucosa ío. La
porción de aorta se cortó en anuos de 3-4 mmde anchura, despreciando a-e mm
en los atemos por estar estos sometidos usualmente a mayor manipulación en el
proceso de disección y Umpleza. Los anillos se montaron en baños de órganos de
40 ml. que contenían también como iquido nutricio solución bebs Henseleit a SZt
oxigenado con gas carbógeno ( 95% O~, 5% 002). Las preparaciones se Introducen
por un gancho de hilo de acero inoxidable de 1 mm. de diámetro que tiene forma
de U invertida y que atraviesa el lomeo de los anfllos, quedando éstos sItuados en
su zona centraL Este gancho esta unido a un soporte que mantiene fijas las
preparaciones en el baño. Se Introduce por el otro extremo de la preparación otro
dispositivo shitlar con forma de anzuelo para poder aplicar tensión en el anillo. El
gancho superIor se conecte a un transtiuctor isométrico Psnlab modelo 1151,
aptando a las preparaciones una tensión inicial de aproximadamente 5 g. La fuerza
de las contracciones se midió y registró por medio de un po<grafo Panlab
OmniScribe modelo 0 5217-5. Antes de comenzar los ensayos farmacológicos las
preparaciones se mantutleron en el baño de órganos durante 90 mInutos para su
relajación y estabWzaclón. Se lavaron con ~quidonutricio cada 15 mInutos, ajustando
fracuentemenía la tensión durante este periodo para mantener al final una tensión
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de reposo de 2 g. A continuación comenzamos los distintos tipos de ensayos
previstos en esta preparación en la presente Tesis Doctoral.
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2.4- ENSAYOS EN “PITHED-RAT”~

En la preparación de “pfthed-rat” hemos llevado acabo tres grupos de ensayos:

A) Ensayos para estudiar el efecto de nifadipina y MV K 8844

administrados iv. e la.
8) Ensayos con Ag a, selectivos.

O) Ensayos con Ag a, selectivos.
A continuación explicamos detalladamente estos ensayos y en la péglna 87

figura un cuadro resumen de los mismos.

A~ Ensayos para estudlar el efecto de nifecipina y RAY 1<8644
admkilslrados ~ ~ 52

Se estudió la modificación de la PSD producida por la administración sucesiva
de dosis crecientes (10-1 000 pgfl<g.) da nifedipina en bolo por la yugular Izquierda

El efecto producido en estos ensayos se comparó con el obtenido cuando la
nitedipína se administraba en infusión <100 pgflg., 300 pgA~g y 1000 pg/kg.) en la
carótida Izquierda según el método descrito en al apartado 2.2.

Igualmente se estudió la modificación da la PSD producida por administración
sucesiva de dosis crecientes < 10-SOOpgAg. ) de RAY K 8844 en bolo por la yugular
Izquierda. El efecto producido en estos ensayos se comparó con el obtenido cuando
el RAY 1<8844 se administraba en infusión <100 pgflg. y aOOggficg) en la carótida
Izquierda según el método descrito en el apartado 22.

B) Ensayoa con Ag a1 selectivos:

Los Agcy, se administraron en condiciones control, y después da tratamineto con
nifedipina. RAY 1< 0644 o ThIB-8.

Como Ag a, selectivos hemos utilizado metoxamína y feniletrina. Para los
experimentos control los .A.g a, se Inyectaron 1v. en la yugular izquierda en un
volumen de 0,4 nilAcg., midiéndose a continuación el Incremento en la PSD produci-
do, Se llevó a cabo en cada animal una curva dosis-respuesta. El rango de dosIs
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utilizado para las curvas de metoxamina fue 1 pgflg.-l 000 pg/l<g., y para lea de
tenilefrina fue 0.1 pgAcg.-300 pg/lcg. Cuando se administraban dosis bajas de estos
agonistas se esperaba conseguir la recuperacIón de la PSD hasta el n1vel basal antes
de administrar la siguiente dosis. Después de las dosis más elevadas en ocasiones
no se recuperaba el nivel basal por lo que se administraba la dosis siguiente
después de transcurrido un tiempo razonable en el que se estabilizaba la PSD.

Los ensayos control se compararon con experkiientos similares en ios que la
administración de los Ag a, comenzaba IB minutos después de tratamiento con
distintas dosis de nifedipina ( loOpgIl<g., 300 pgAcg. 61000 pgflcg.) o con distinas
dosis de RAY K 6644 <100 pgñg. 6 300 pgflg >. La nlfedlpkla y el RAY 1< 6844,
para evItar la cardloto,dcldad aguda, se infundIeron para estos tratamientos durante
dos minutos por vía la., según el método descrIto en el apartado 2.2.

Loa ensayos control también se compararon con ensayos skTllares en los que
la admInistracIón de los Ag a, comenzaba 15 minutos después de un tratamiento con

TMB-B (3000 pgAg.>. El NR-fi se admiriletró & en bolo por la yugular izquierda
Sé llevaron a cabo ensayos en los que 15 mInutos después cte administrar 3000

pgtlcg. de TMB-8 por la yugular izquierda se realzaba un infusión la. de 1000pgñg-
de nhdlpine, comenzando a su vez la administración de loe Ag a, 16 minutOS
después de finalizar la infusión. Estos ensayos se compararon con los ensayos
control, y también se compararon con los ensayos en ios que los AgC*, se hablan
administrado después de tratamiento únicamente con lOCO pg/l<g. de nitedípina.

q Ensayos con Aga, selectivor

Los Aga. se administraron en condiciones control, y después de tratamiento con
niledipina o RAY K 8644.

Corno Ag ot, selectivos hemos utilizado B-l-fT 920 y B-HT 933, Para los
experimentos control ka Ag a, se inyectaron lv, por la yugular Izquierda en un
volumen de 0.4 mt/Icg., midiéndose a continuación el incremento de la PSD
producido. Se leyó a cabo en cada min~al una curva dosis respuesta El rango de
dosis utilizado para las curvas de 8-1-IT 920 tus 0.3 ygllg.-300 pg/kg y para las de

8-MT 933 fue 3 pgMg.-3000 pgtlcg.. Las dosis de ka Aga, se admInistraban en
forma acumulativa, con un margen de tiempo razonable entre dos dosis ya que

81



después de obtenerse las respuestas presoras con éstos fármacos, no se conseguía
en general voNer a los nivelqe basales de presión basal.
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2.5.- ENSAYOS EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO

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

A) Ensayos con 01K
B) Ensayos con Ag a, selectivos.
O) Ensayos con Aga~ selectivos,

A continuación expilcamos detalladamente calos ensayos y en la página u
figura un cuadro resumen de los mismos.

AJ Ensayo. con 01K

En estos ensayos se estudie el efecto de RAY 1< 6644, nifedlphia y 7MB-fi
sobre las despolarIzacIones producidas por 01K

Se estudió la despolarización da los ante de aorta de conejo con dosis
acumulativas de 01K que se adminIstraban en las distintas preparaciones,
alcanzándose sucesivamente las concentraciones 15 mM. 30 mM, 60 mM, y 80 mM.
La aNura máxima de la contracción producida al alcanzar la conceniraclón 80 mM se
considera al 100%, valorándose a continuación el porcentaje da altura contráctil
alcanzada con las anteriores concentraciones. Este tipo de ensayos también se
llevaron a cabo después de incubar los anillos durante 15 mInutos con RAY 1<8644
<10M, ta’M y 10~I.4), En éste case también se utilizó la altura sicanzada con al
01K 00 mM como valor 100% pues pudo comprobarse con los estudice qué a
continuación se deserten que el efecto de 01K 80 mM supone la despolarización
máxima por 01K, y no se modifica por RAY K 8644.

Se estudió la modificación del efecto de 01K 80 mM en presencia de RAY K
8844, nlfedípina y TMR-fl. En prhner logar se evalué el momento en que las
preparaciones presentan respuestas estables al 01K 80 mM. Para elio en un lote de
ensayos se admínistró 011< 80 mM siete veces consecutivas en la misma
preparación; lavando con Iquldo nutricio para conseguk su relajación hasta el nivel

de tono basal 10 minutos después de cada admInistración ( momenlo en el que se
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estima que la contracción por 01K 80 mM ha alcanzado su aNura máxima). Para
estudiar la modificación del efecto de 011< 60 mM por los distintos fármacos se utilizó
la allura máxima alcanzada por la tercera administración dc 01K 80 mM en cada
preparación como altura control con valor dei 100%, pues hasta este memento
parece existir urt ligero potenolamiento de las respuestas sucesivas a 01K 80 mM.
En un lote de ensayos se efectureron tas siete administracfories de 01K 80 mM
según la pauta establecida, pero llevando a cabo las administraciones cuarte, quinta.
sexta y séptima, después de Incubar las preparaciones 15 minutos con nlfedipinta

t0M, 1O’M, 10V y IrM respectivamente. En otro lote se llevaron a cabo U..únicamente cuatro adffilnlstraclories de 01K 80 mM, teniendo lugar la cusita
después de un periodo ci. 15 minutos de Incubación cori RAY 1<8644 lflA, Para
evaluar el efecto ci. TMB-6 utilizamos también la tercera adui*ilsttaclóri dc 011< 80

mM corno controL Después de esta adminlsterclón control se llevaban a esto
4

administraciones sucesivas de 01K 80 mM que tenían lugar después de incubar 80
minutos con distintas concentraciones crecientes de 7MB-fi comprendidas en el
rango de 1 0’M-1t~M, En estos ensayos después de cada admnlnls¶racclón de 01K 80
mM también se lavaban las preparaciones para su relajación hasta el nivel de tono
basaL En algunos de estos ensayos después de administrar el 011< 80 mM en
presencia de 7MB-a lWM, se volvió nuevamente a recuperar el tono basal por
lavado de las preparaciones con Wqukto nutricio, y se hizo otra adn,lnlstraoctón de
ClIC 80 mM, pero esta vez despuas de incubar las preparaciones durante 30
minutos con RAY 1< 8844 10M además de 7MB-a 104M,

8) Ensayos con Ag a, as4ectlyos.

Corno Ag a, selectivos hemos utilIzado metoxamina y lenilefrlna. Estos
compuestos se administraban en lerma acumulativa en el baño de órganos para
obtener curvas dosis—respuesta en distintas condiciones, Despues de establecer las
curvas dosis-respuesta controL hemos estucado el efecto de los Ag a~ en presencia
da RAY X 8844 IOM, de nitedipina l~M, de TMR-8( loM, 1OM y tO4M), y
también sri presencia de TMB-8 10M junio a nifedipina lOM. También hemos
estudiado el electo da los Ag a, en llquldo nutricio sIn calcio y con EGTA 0.5 mM,
asi como en ¡quicio lilperpotásico ( 011<15 mM >, y en Wquido hiperpotisico en
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presencia da nltedípina 104M,
Para los ensayos control se evaluó el efecto de dosis acumulativas crecientes de

metoxamína y tenílefrina en distintas preparaciones, utilizando como valor de
contracción 100% la altura máxima alcanzada por la administración previa de 01K 36
mM. Es decir, que después del período de estabilización de las preparaciones, estas
se someten e una despolarización con 01K 80 mM, estableciéndose asta como
respuesta contráctIl 100%. para posterIormente valorar en función de eta las
respuestas de los Ag a,- Se comenzó la administración de los Ag a, después de
conseguir la relajación de las preparaciones por lavado con Iquldo nutricio hasta el
nivel de tono basal previo a la administración da 01K 80 mM. El rango de dosis
ensayada fue para metoxanilna I0M - 10’l.4, y para tenilefrina t&’M - 1OM, Estos
ensayos control se compararon con ensayos similares en los que la administración
de los Aga, tenía lugar después de incubar las preparaciones 15 mInutos con RAY
1< 8644 1oM, o con nitedípina l~: o bien después de Incubarlas durante 30
minutos con distintas concentraciones da NR-fi < 10M, 10M, 104M). En un lote
de ensayos en los que se incubaban 30 minutos con TMR-6 10-’M los 15 últImos
minutos las preparaciones también permanecieron Incubadas con nltedipina 1 Oil.

También hemos estudiado el efecto de los Aga, en Mquldo nutricio sIn caldo y
con EGTA 0.5 mM. Para estos ensayos después de provocar la despolarizacIón con
01K 80 mM, se procedió a lavar la preparación con solución nutrida sin calcio y con
EGTA 0,5 mM. Se hicieron lavados sucesivos con el Iquldo nutricio sin caldo cada
IB minutos durante 45 minutos, al cabo de los cuales se procedió a administrar los
Ag a, en forma acumulativa según la pauta establecida para las curvas
dosis-respuesta

En otras preparaciones se valoró el efecto de los agonistas a, en Iquldo
hiperpotásíco ( 01K 15 mM>, estableciendo siempre en cada preparación como valor
de contracción 100% la altura máxima alcanzada por la administración previa de 01K
00 mM. Eslos ensayos se compararon con otros similares en ¡quldo h~erpotáslco
en los que la administración de los agonistas a, tania lugar después de incubar las
preparaciones 15 minutos con nlfedipina 104M.
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q Ensayo. cosi Agcg. selectivos.

Co4no Ag a~ selectivos hemos utilizado 6-1-IT 920 y 6-1-fr 933. En estos

ensayos también después del periodo de estabilizacIón de las preparaciones se
4>

provocaba una despolarización con ClIC 60 mM, y la altura máxima alcanzada se Pl
titaba como respuesta contráctil 100% para posteriormente valorar en función de Y

PP
ala las respuestas de los Ag a.. Diez minutos después de la administración dc 01K
80 mM se recuperó el tono basa> lavando las preparaciones con Iquido nutricio, y
se procedió a administrar los Aga, en forma acumulative, utilizando concentraciones
en el rareo 10M - IC’M, para obtener las curvas dosle~respuesta cte ambos
lárniacos, Estos ensayos control so compararon con otros similares en los que se
estudiaba el eteeto de los Aga. en presencia de RAY 1< 8844 o en presencia de RAY
1<8844 y el aritagortistaa, yohImbina. Pon tanto el 8-1-IT 920 y el E-MT 933 Sé
administraban después de incubes las preparaciones 15 mInutos con MV 1< 6844
lelA o bien después de Incubarlas con RAY 1< 8844 1OM y yohImbina 10M. Se
hicieron también ensayos con B-I-IT 920 y 8-1-U 933 en presencia del antagonista

úr prazosin, Incubando en este caso las preparaciones durante 15 mInutos con
prazosin lOfl,I antes de administrar 84-IT 920 o 8-1-IT 933, Por último, en otros
ensayos las preparaciones se incubaban 15 minutos con RAY K 6844 10.M y

9>
prazosin 104M antes da adrnfrilstrar los Aga

5. Además, se hicieron ensayos con
Y

B-l-fT 920 en los que las preparaciones se incubaban tS minutos con SNY’ 1< 8844
IdA. prazosln IOM y yohimbina IO’M.
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CUADRO RESUMEN DE LOS ENSAYOS REAJJZWOS FN “PITHEO-RAr

ENSAYOS PARA ESTUDIAR EL EFECTO DE NIFEDIPINA Y RAY 1< 8644

ADMINISTRADOS ~V.e Lh~ --

* Nlfed~ina iv.

* NlfedipIna la.

RAY 1< 8644 iv,

* RAY 1<8644 la.

ENSAYOS CON Aga, SELECTIVOS

* Go¡*c~j de Aga,

* Aga, después de tratamiento cori nlfed~lna

* Ag a, después de tratamiento con RAY K 8644

* Aga, después de tratamiento cosi 1MB-fi

* Ag a, después de tratamiento con TMB-fi y nifedipina

ENSAYOS CON Aga, SELECTIVOS.-

* Controlas de Aga,

* Ag a, después de tratamiento cori nlfedip~ia

• Aga, después de tratamiento con RAY K 864-4
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CUADRO RESUMEN DE LOS ENSAYOS EN AORTA DE CONEJO

ENSAYOS CON 01K --

* Distintas concentraciones de 01K

* Distintas concenúaclones de 011< en presencia de RAY 1< 8644

* 011< 80 mM en presencia de nifedípina

011< 80 mM en presencia de 1MB-fi y en presencia de TME-8 y RAY 1< 8644

ENSAYOS CON Aga, SELEOTVOS --

‘ContrOles con Aga,

* Aga, en presencia de nifedipina

• Aga, en presencia de RAY K 8844

• A«, en presencia de TMB-8

• Aga, en presencia de TMB-8 y ntledipina.

* Aga, en Wquldo nutricio sin calcio y con ESTA

* Ag a, en Iquldo hiperpotásico

* Ag a, en Iquldo hiperpotásico en presencia de nifedipina

ENSAYOS CON Aga, SELECTiVOS --

* Controles con Ala,

* Aga, en presencia de RAY K 8644

* Aga, en presencia de RAY K 86-44 y yohimbina

* Aga. su presencia de prazosin

• Aga, en presencia de prazosin y RAY K 8644

* B-HT 920 en presencia de prazosín, RAY K 884.4 y yohimbina
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2.6.- TRATAMIENTO ESTADISliCO DE LOS RESULTADOS

Los resultados fueron tratados estadlstlcamenta de la siguiente forma

• Se agruparon los datos experimentales segun los distintos ensayos realIzadoS.

Los datos de un grupo homogéneo de ensayos se trataron con un programe

de ordenador construido para esta Tesis Doctoral Dicho programa calcule

- La media aritmética <y>, sumando todos los datos obtenIdos experimental-

mente y dividiendo por el número de ensayos:

lx
¡ ——

n
- La desviación Upica «4 como medida dala dispersión real de los valores

de la muestra, con lo que obtenemos un Indice descriptivo de la
concentración da nuestros dato@t

W
- El error standard de la media < E.S.M), como medida de la dispersión

imaginarla que tendríamos ante varias repeticiones hipotéticas del expe-
rinienlo:

EPS.M. —

—

— t 3
El término del denominador n—V son los grados de tened. En nuestro
caso, consideremos que le media de la muestra que tenemos nos va a
definir el centro del intervalo de confianza pasando de esta manera a ser
una media poblaclonal, por lo que en realdad estamos obigando a nuestra
media que no es libre y reste de esta forma un grado de libertad.

* Una vez obtenidos los parámetros Indicados se construyó otro programa de
ordenador, ya que al ser en todos nuestros ensayos la muestre interior a 30
individuos, y por tanto no seguir las características de una curva de Geúsa, resultaba
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necesario introdtjá un coeficiente corrector progresivo o ‘t de Student que
permitiese contrasta! los distintos datos de ~& E.S.M., y nos diese la probabilidad

de error con el 96% de intervalo de confianza ( pcO.05>, con el 99% de intervalo
da confianza < p<O.01 ) y con el 999% de Intervalo de confianza < p<0.Ooi >,
Consideramos significativa la diferencie para valoras a partir de p<005. Es declr,que
la significación estadística de los distintos grupos se evaiuó utilizando la prueba de
Studenr para comparación de medias en poblaciones no emparejadas.

• Para comparar los resultados obtenidos en pithed-ret’ con Aga, y Aga.
despues de distintos tratamientos, hemos utilizado al parámetro de la Dosis Electiva
50 ( DE,~ ), teniendo en cuenta que en estos ensayos la DE,~ se define como la

dosis que produce un Incremento de la PSD de 50 mm.Hg. Del mismo modo para
comparar los resultados obtenidos en anillos de aorta de conejo con Ag a, y Aga.
en presencia de distintos fármacos, y en las distintas condiciones experImentales,
hemos utilizado al parámetro de la DE,,, que en este caso queda definIdo como la

99

dosis que produce un electo contráctil igual al 50% del efecto contráctil máximo de
este agorsista en condiciones control, MedIante otro programa de ordenador
construido para esta Tesis Doctoral, se obtenían las DE,. de cada ensayo,
estableciendo a continuación el valor medio de la relación entre la DE~ después
de cada tratamiento< en cada situación experimental ensayada), y la DE,, controL

9.

* Hemos hallado también el área bajo la curva para las distintas curvas

dosis-respuesta de Ag a, Ag aa en plthed-rat¶ y en anillos de oarta da conejo,

expresando este área en cada caso como porcentanje del área bajo la curva control,
y considerando esta 100%. El área bajo la curva se obtuvo con el programa de
ordenador Sigma
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3.- RESULTADOS
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3.1.- RESULTADOS DE LOS ENSAYOS EN Prn-IED-RAP.

Recordemos que en ¡a preparación de “pithed-rar hemoS nevado a cabo tres
grupos de ensayos:

A> ensayos para estudiar el efecto de riltedipina y RAY 1< 8644 administrados
Me la.

8) Ensayos con Ag a, selectivos.
0) Ensayos con Ag a. selectivos.

A continuación expondremos los resultados correspondIenteS fi estos tres grupos
de ensayos.

nssparaestudlarelcdodenhted~lriayBAVK 8844
admktlrados M e fa:

Laadrnfriistraolón de nhfedipina ( tOpg/lcg - 1000 gg*g) sri la yugular produjo
en genetal descensos presores poco sIgnIfIcativos, que resultaban algo niás
acusados cuando la PSD basa) del anima) era más alta <Tabla 9 pág. 93 y Figura
IB pág. 96 ). Ocasionalmente después de la admInIstracIón de las dosis más
elevadas se produjo la muerte del animaL Estas mismas concentracIones
administradas en el cayado de la aorta mediante infusión la, no provocaron nunca
la muerte del anhnal~ y ocasionaron disminución de a Pto sólo en animales con
Pto inicial mayor de 40 mm Hg. La disminución de la PtO estaba da nuevo
condicionada por el nivel in$c14 de forma que independIentemente de cual ftjese
éste, con la admInistracIón de nfediplna se estabtaba siempre la PtO en valores
próximos a les 30 mm Ng, Por otra parte, no se pudo apreciar diferencia en el efecto
con 300 pgflg de nhfecuplna o con loco pgflcg de nifedípina. si la administración
era la. <Tabla 10 pág. 94 y Figura 18 pág. 96>.

1

92



TABLA 9

PRESION SANCUINEA DIASTOLICA <mm H~ EN ?ITHED-k4r DESPUES DE LA

ADA4INISTRACION DE DISTINTAS DOSJS DE NIFEDIPINA EN LA XIJCUL4A

PSD
Inicial

PSa DESPUES DE NIFEDIPINA pWks

10 30 100 300 1000 APsD

1 55 50 48 45 40 40 -15

2 44 43 42 37 34 31 -13

3 43 43 43 43 43 43 0

4 38 38 38 38 38 35 -3

5 36 34 33 33 33 32 -4

6 32 31 30 30 30 29

t.cs datos representan los valores en distintos ensayos para poder apreciar la relación entre
el valor inIcial y su modificación por las distintas dosis de nifedipina. El incremento presor
corresponde al incremento final después de la concenúac$6n de 1000 gg>i<~ de nifedípina.
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TABLA 10

PRESION SANCIJINEA DIASTOLICA (mm H~ EN -PITI-IED-RAr DESPUES DE LA

PERFUSION DE NIfEDIPINA EN El. CAYADO DE lA AORTA.

Ensayo

NIFEDIPINA 300 pg&g

PSD PSD
Inicial Final

AP$D

NIFEDWINA 1000>41kg

r~N
PSD pso

Inicial Final
Apso

1 33 30 -5 40 33 -7

2 43 26 -15 34 28 -6

3 43 30 -15 30 24 -6

4 30 32 -18 55 ~s -20

5 40 28 -12 33 21 -6

6 40 30 -10 38 29

Los datos representan los valores en distintos ensayos parta poder apreciar la <elación entre

el valor ¡nidal y el incremento presor.
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FIGURA 18.- RegIstros de la modIficsc~6n de la presión sarigulnea dIastólica en

plthed-ra? por administración de nifedípina en la yugular ( A> y en en el cayado de
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La admInistración de EA’? K 8844 (0.1 pg*g . 200 ¡ig/kg) en la yugular produjo
un Incremento presor dosis ~ependlente( Tabla II pág. 97 y FIgura 19 pág. 98).
Después da la elevación de la PSD esta descendía nuevamente, pero no se
conseguía recuperar el nIvel basal Inicial nl sIquIera al utilizar las concentraciones
más bajas, La Infusión de EA’? K 8844 en el cayado de la aorta produjo también una
elevación de la PtO. pero en este caso sólo se aprecIaba elevación con

concentracIones superiores a 10 pgflg. La elevación de la PSD resultó siempre
menor sí se admInIstraba el BAY 1< 8644 en el cayado de la aorta que sí 50

adm~ttraha en la yugular, y con las admhtlractones la. la PSD recuperé el rNWe~
basai inicIal poco después de finalizar la Infusión ( Figura 19 pág. 98 >. Las
concentraclo~es de EA’? 1< 8644 InfundIdas usualmente por vía It, han sido lOO

pQñ<Q y 300 pgAg ( utilIzadas para ensayos con Ag a, y Ag a, >, habléndose
conseguido con olas elevaciones da la PSD de 32.7 ±2.8 mm Hg < n = 22) y 41,7
±2.2 mm Hg <ri = 23) respectIvamente, IndependIentemente de la ‘¿a utllkad&. No
se han Observado con EA’? K 8644 Incrementos mayores de la PSD cuando los
ensayos comenzaban con PtO baja.
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TABLA 11

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUíNEA DIASTOLICA (mm HW EN PITHED-RAr

DESPIJES DE LA ADMINISTRACION DE DISTINTAS DOSIS DE BAY K 86-44 EN LA

YUGULAR.

BM’ 1< 8644
pg/lcg

PSD
¡ ±ESM

0.1 4.4 ±0.5

0.3 5.2 ±1.2

1 5.4±1.0

3 10.0 ±2.0

10 19.8 ±4.0

30 28.4 ±6.0

100 34.6 ±5.9

300 37.0 ±4,2

Los datos representan la media ±error standard de la media para 5 ensayos.
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8) Ensayos con Ag a. selectIvos:

Los Ag a, ( metoxamina y fenlíefrina > produjeron un Incremento dosIs-
dependiente de la PtO en “plthed-rar. Este incremento de la PSD se produjo de
forma rápida, recuperándose poco tiempo después el nivel basal. En ocasiones
después de la admInistración de las dosis más altas, el nivel basal no se consiguió
recuperar. El Incremento de la PSD producido por los Aga, fue menor cuando estos
fármacos SC adminIstraban después de tratamiento con nftediplna la~, existiendo ya
d~erenda estadística con los controles cuando se utilzeba la concentracIón 100
pgflg para la k*sión de nlfedlphia. Las curvas dosis-respuesta de los Ag a, se

desplazaron a la derecha, existiendo un desplazanilento más acuqdo con mayor
concentracléo de nlfedipina en la Infusión <Tablas 12 y 13 págs. 100 y 102, Figuras
20y2t págs. 101 y 103).
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TABLA 12

INCREMENTODE L&PRESIONSANCtJINEA DIASTOLICA (mm Hg EN “PiTHED-RAr PRODUC¡DO

POR METOXAMIN,% DESFIJES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE NIFEDIPINA.

NIFEDIPINA pg/kg
A

METOXAMINA CONTROL
pgAg x±ESM

100 300
x±ESM ~±ESM flESM

1 2.7 ±0.3 1,8±0.4 1.0±0.O~ 1.4±

3 53±0.4 2.6 ±0.3”’ 2.6 ±O.
3’~ 2.0±

10 9,7±0.6 3.6 ±04”’ 3.8 ±04” 3.0±

30 16,3 ±1.8 8.4 ±1.4” 8.4 ±O.8~ 6.0±j5fl

100 56.2 ±5.6 32.0 ±4,2~ 32.0 ±42~ 22.6 ±4.8~

300 108.3 ±4,3 76.4 ±6.7” 15,6 ±a.r’ 54.0±7.3”’

1000 127,7 ±4.7 128.4 * 6.8 112.0 t SS 98.2 ±7.3~

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

.c 0.05 ~p c 0.01 flp < 0.001
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TABLA 13

INCREMENTODE LA PRESION SANGUíNEA DIASTOLICA <mm l-i~) EN PITHED-MT PRODUCIDO

POR FENILEFRINA~ DESPUES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE NIFEDIPINA.

NIFEDIPINA pgA~g

E EN It E 1’ Rl NA CONTROL
x ± EM

100 300
± ESM

-N
íooo
i ± ESMpta x±ESM

0.1 5.8 ±0.8 2.2 t 0.5 2,6 t 03” 1.4 ±o.r~

0.3 11.4 ±1.4 5.0 e 0.6” 3,5 ±Q.2~ 3.4 ±O.4~’

1 160±2.9 7,0 t1.0 4,6 e Q,3 .4.4 e

3 29.0 t S.S 12,4 ±1.5’ 9.2 * 3.1” 8.0 t 0.8”

10 50.2 ±9.5 27.8 ±3.7 17.8 * O,fl~ 15.8 ±1-6~

30 77.4±10.2 51.2 ±6.8 34.2 ±1 .8 3S,8 e 2.9”

100 113.2 e 7.3 95,8 e 6.3 68.8 e 3.4~ 69.6 e

300 152.0±1,5 129,0 * 20”’ 115.2 ±5.4~ 107.0 e

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

•p <0.05 •‘p <0.01 “‘¡3 < 0.001
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EIGUM 21.- Curvas dosis-respuesta logarismicas del Incremento en la presIón
sanguínea dlsetóflca producIdo por fenlíefrina Iv en phthed-ra?. Coctrol a> después

da) tratamiento la. cori dIstInta, dosis da nifedlpha. 100 pobg (o>, StO ¡‘gAg
(A), y lOOOpgjl<g <o). Los símbolos representan la media * error standard de la
medIa para 6-6 ensayos. El primer número a la derecha de cada curva reprecenta el
área baje la curva <área bajo la curva control — 100%>, y el segundo número es
la correspondIente DE~ <pgfl<g ),
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El incremento de la PtO producido por los Ag a, fue mayor cuando estos
lármacos se administraban después de tratarlllento la. Con BA’? 1< 8644 100 fIgA<g

la diferencia con el valor control no fue usualmente sIgnificativa para la mayoría de
las dosis da los Ag a,. Con SA’? 1< 8644 300 pg/kg, [adiferencia con ci valor contrcI
no fue significativa para la mayoría de las dosis de metoxamína, pero fue sIgnmcat.~a
para algunas de las dosis de fenlíefrina. Las curvas dosis-respuestas de los A.g a. 55
desplazaron en este caso a la Izquierda, existiendo un despísiamíenlo a2go más
acusado con la mayor concentración de SAY 1< 6644. (Tablas 14 y IB págs~ 105
y 107, FIguras 22 y 23 págs. 106 y 106>.
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FIGURA fl.~ Curvas dosIs-respuesta logarítmicas del Incremento en la presJón
sanguínea diastólica producIdo por rnetoxan,lna lv. en 5phhedrat’. Control (a>,
déspuás del tratamiento it cori distIntas dOSIS de eA’? t< 8844: ~0opg/l<g<O).
aOOpgArg (ñ~. Los síntolos representan laniedia terror standard de la media para
5.8 ensayes. El prL-ner número a la derecha de cada curva representa el áIBa balo

la curva < tres bajo la curva control = loo % ~,y el segundo número U II

correspondIente DE» </Jgjl<g ~.
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TABLA 15

INCREMEmO DE LA PRESION SANCUINEAOLASTOtICA(n,m H0 EWPITHED.RAT PRODUCIDO

POR FENILEFRIN% DESPIJES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE SA’? 1< 8644.

EA’? K 86-44 ¡J~’lq

FENILEFRINA CONTROL
±EM

r
100

x ±ESM

-N
300

¡±EM

0.1 5.8±0.8 9.0±0.6 11.0±0.7

0.3 ¶1,4 ±1.4 13,0±1.1 16.0±1,3’

1 16.0 ±2.9 22.6 e 2,4 24.6±3,0

3 29.0 e 5.5 40.8±5.3 40.6±4.0

10 50,2 ±9.5 68.6 e 7.1 74.2 e 4.4

30 77.4 e 101 102.6±4.3 109.0±4.2’

100 113.2 e 7.3 135,0 e 7.3 139.4±3,6’

300 152.0 e 1.5 1694 e 9.7 171,8±6.1’

Los datos representan la media ±error

< 0.05 •‘p < 0.01 •••p <

standard de la media para S’6 ensayos.

0.001.
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(k). Los símbolos representan la media ±error standard de la media para 6-6
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curva (área baje la curva conírol = loo %), y el segundo número es la corrflpón
dlerwe 0L~ (pg/1<g>.
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El incremento de la PSD producido por los Ag a, no varié sIgnIficatIvamente

cuando éstos fármacos 55 administraban después del tratamiento Iv. con 3000 pgAg
de TMB-B. Por otra parte el Incremento de la PtO en ratas tratadas con 1000 pgMg
de nifedlph1S y con 3000 pQA<g de NS-O, no presentó diferencie sIgnificativa con
el Incremento obtenido en ratas tratadas únIcamente COri 1000 pgflg. de nifedipina.
siempre que SC admh,lstrabfirl los Ag a, en ratas tratadas con 1000 pg~Vg de
nifecflPina, el Incremento de la PSD era slgnlficallvamenle menor que el valor control.
pero como acabamos de señalar al tratamiento cori 8000 pgflcg de NO-O no

aumentó esta dlferericla. (Tablas ley IT págs. 110 y lía FIguras 24 y 28 págs.

III y 113).
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TABLA 18

IHCREMENTODELAPRESIONSANGUINEADLASTOIiCA(mmHg> EWPITHED.MrFRODUCIOO

POR MFTOXM4It4A, OESI’UES DE TRATAMIENTO CON TMB-8 Y NIFEDIPIN&

METOXAMINA CONTROl.
jJ~/~g

x ± ESM

1 2.7 ±0.3

3 5,3±0,4

10 9.? ± 0.8

30 16.3 1.8

100 56.2 t 5.6

300 1 08.3 * 4.3

1000 127.7 ± 4.7

1MB-a
(3000 pg/1<~

x e FSM

4.4 e 0.9

6.0 e 0.6

10.2 ±1.?

22.0 ±4.?

50.0 e loa

93.4 e 7.3

118.0 ±8.8

NIFEDIPINA
(1000 pg&g)

e ESM

1.4 ±0~2’

2.0±0.0’~

3.0 e

6.0 e 15”

22.6 e 4.8”

34.0 e

98.2 e 7.3~

TMB-843000 vt~
NIPEDIPII’4A(t 000 #s~O

FSM

2.2 * 0.6

3.4 ± 0.4’

4.0 e 0,3’’’

8.6 e t,2~

22.8±1,7~’

63.6±4.3”’

111.8 e S.S

Los datos representan a media e error standard de la media para 5-6 enSayos.

< 0.03 ~p < 001 < 0.001
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FIGURA 24.- curvas dosls-respuesla logarítmIcas del IncrementO en la presión
sanguínea dIastólIca producIdo por metoxamina Iv. en ‘plthed-rfit’ Control (a),
después del tratamiento Iv. con TMB-8 sOOOpgfl<g (O) despu6s~deitratamlent0it
con nifedípíria 1000 pgflg (o>, y después del tratamIentO con 7MB-O 9000 siWii iv,
y nifedipína lOOOpg/kg la, (y). Los símbolos representan la media terror standard
de la medía para 6-6 ensayos. El pflmer número a la derecha de cada curva
representa el área bajo la curva (área bajo la curvé control — 100%), y el segundo
número es la correspondIente DE,, (pgfl<g
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TABLA 17

INCREMENTO DE LA PRESION SANCUIN ADIASTOLICA(mtw Ng) EN ‘PITHED-MT’ PRODUCIDO

POR VENILEFRINA, DESPUES DE TkATMYIIENTO CON TMB-8 Y NIFEDII’INA.

TMB.8
(3000 pgfr~
7±FSM

5.8 ± 0.9

8.8 ± 1,3

15.6 e 2.7

23.6 * 4.3

44.2 ± 5.5

67,4 t 10.2

109.0±13.3

141.6 ±lii

NiFEDIPINA
<1000 >ig114

7±FSM

1,4 ±0.3”’

3.4 ± 0.4”’

4.4 ±0.4”

6,0 ± 0.6”

15.8 ±1.8”

35,8 * 29’’

69.6±4.6~’

107.0 ± 7.6”’

TMB.8t3000 psIkW

Nl$EDIPttU.tlOOO ¡‘¡fi>
7±FSM

2.4 e 0.4’’

4.0 ± 0.6”

5.6 e 0.6~

9.8 t 0.2”

18.4 ±0.6”

29.8 e 3.8”

56.8 ±

91,8±1,1~’

FENILEFRINA

0.1

0.3

-lo

30

100

300

CONTROL

7±EM

5.8 e 0.8

11.4±1.4

160±2.9

29.0 ±S.S

30.2 ± 9.3

17.4 e 10.2

113.2 ±1.3

132.0 ±1.5

Los dMos. representan la media ±error standard de 1. media para 5-6 ensayos.

‘p <0.05 “p < 0,01 ‘p < 0.001
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O) Ensayos con Aga, selectivos:

Los Aga, C 9-MT 920 y 9-1-fI 933) produjeron un Incremento dosIs-dependIente
de la PtO en ‘plthed-rat’. El Incremento máximo conssguldo después de la

admkilslraclón de los Aga, fue menor que el incremento máximo obtenido con los

Aga,, La respuesta a los Agaa tardó en aparecer algo más que la respuesta a los
Ag a,, aun9ue también apareció poco tiempo después de la administración.

Después de producir el Incremento presor con Aga, en general no se conseguía
recuperar el nivel de mo anterior a la administración, quedando la PtO estabilizada
en un nivel nuás alio.

SI Incrernenlo de la Pto producido por tos Ag a, fiJe menor cuando es¶os

fármacos se adminlstsabari después de tratamiento con nifedípina la., existiendo ya
dIferencia estadística cori los controles para todas las dosIs de los Ag a~ cuando
se utilizaba en la InfusIón la dosIs de 100 pgflg de nifedipina. La Inhibición producida
tus más acusada que la inhibición producida por nfledípíría cuando se admInistraban

Aga,, y exhIjó una Inhibición prácticamente corripieta del efecto presor de los
Aga, cuando se Infundía una dosis 1000 pg/kg. de nifedipina. Por consiguiente los
desplazasnlentos a la derecha de las curvas dosis-respuesta de los Aga

1 fueron

mayores que los desplazamientos de las curvas de Ag a, por nifedlplna.< Tablas ¶6
y 19 págs. 115 y 117, FIguras 28y 27 págs. tie y lIS>.
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TABLA IB

INCREMENTO DE LA PRESION ~ EN?ITHED.MrPRODUCIDO

POR 5k-IT 920, DESPUES DE TMTAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE NIFEDIPINA.

NIFEDIPINA Pta
8-Hl 920 CONTROL - 100 300 1000

pg/kg x±ESM x±ESM ±ESM £±ESM

0.3 8.0 ±1.0 4.0 ±0.3’ 0,5 ±00”’ 0.0 * 0.0’”

1 9.7 ±0.7 5.4 ±0.3” 1.1 e 0.1”. 0.8 ±0.2’”

3 14.3 e 1.2 7.4 ±0.4”’ 2.0±0.4”’ 1.7±0.2”’

10 28.8±2.6 16.0±11” 4,0±&S’ 34 ±01”’

30 48.3 ±21 28.0±1.7”’ 6.0±O.&’ 3.4 ±0.5”’

100 70.7 ±2.0 5¶.4 ±4.1’’ 9.8 e 1.0’’’ 7.8 ±0.5’”

300 85.7±1.5 61.8 ±5.4” 142±17”’ 9.6±0.9”’

tos datos representan la media e error standard de 1. medIa para 5-6 ensayos.

.c 0.05 •‘p c 0.01 ‘p -C 0,001
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FIGUM 28.- Curvas doáI&respuesta logarltinloas del incremento en la presión
stntufnaa diastólIca producido por 8-1-IT 9201v. en ‘plihedral’, Control (A>. después

del tratarnlenlo la. con distintas dosis de nifediptna: 100 pg(KQ <0), 300 ;ig¡1<g
(A>, y 1000 puAg (0>-tos strnbolos representan la media ±error standard de la
media para 5-6 ensayos. El prImer número a la derecha de cada curva representa Cl

Mes baje la curva ( ársa bajo la curva control = 100%), y el segundo número U
la cflrespondlenta 0L~ (pgfl<g;,
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TABLA 19

INCMMENTO DE LA PRESION SANGUíNEA DLASTOLICA(mn,H~ EN PITHED-MV PRODUCIDO

POR 9-itT 933, DESPUÉS DE TMTAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE NIFEDIPINA.

8,1ff 933
use

NIFEDIPINA p$¡
A.

CONTROL 100 300 tOCO
~±E5M ~±ESM ¡±ESM ~±ESM

3 4.7 ±0,2 2.8 tO,?’ té ±01’ 0.0±00”’

¶0 8,2 e 0.7 36 ±0,6’” 3,2 * 0.8”’ 0.2 ±0-2”’

30 11.2 ±1.3 5.0±0,0” 4,6 ±1.0” 0.6±OC”

100 18.0 ±1.8 7.8 ±1,0”’ lA ±1.1’” 1.6 ±0.7”’

300 36.2 ±4.6 13.8±12” 13.0±¶Y’ 3.8±1.0’”

1000 58.8 ±6.8 25.2 ±2.8” 21.2 ±2.9” 5.8 ±1.6’”

3000 76.3 ±6.0 38.6 ±1.5” 27.0 ±3,6” 8.4 ±1.9”’

[os datos represenUn la medía ±error standard de la media para 5.6 ensayos.

•p <0.05 “p < 001 ‘p <0,001
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FIGURA 27.- Curvas dosis-respuesla logarítmicas del incremento en la presión

sanguínea diastólica producido por B-HT 933 iv. en p~hed-rat’. Control (•), después

del lratarniento la. con distInlas dosis de nifedipina: 100 pg/kg (o). 300 pg/1<g

<A), y 1000 po/kg (o>. Los símbolos representan la medía ±error standard de la
media para 5-8 ensayos. El primer número a la derecha de cada curva representa el
área bajo la curva (área bajo la curva control = 100%), y el segundo número es

la correspondiente DE» (pg~g ).

oit.
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El Incremento de la PSD producido por los Ag a, fue mayor cuando estos

fármacoS 55 administraban despues de tratamiento con BAY 1< 8644 la.; existiendo
para casI todas las dosis de ambos Aga. diferencia estadística con los controies,
cuando se utilizaba la dosis de 300 pg/kg de la Infusión de BM’ K 0844, y existiendo

también diferencia estadística para casI todas las dosis del compuesto B-HT esa
cuando se Infundian 100 pgflcg de SA’? K 8844, Por consiguiente, existió un

desplazamiento a la Izquierda de las curvas dosis-respuestas de los Aga, por EA’?
K 8844, y este desplazamIento fue más acusado para el compuesto B4C~ 933

<Tablas 20 y 21 págs 120 y 122. Figuras 26y 29 págs 121 y 123).
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TABLA 20

INCREMENTO DE LA PRESION SANGUíNEA DiASTOLiCA(nlrnl-10 EN’PITHED-RAV PRODUCIDO

POR B-HT 920, DESFIJES DE TMTAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE RAY K 8644.

CONTROL
* FSM

r
100

7 e ESM

RA’? 1< 8644 pg/kg

300
,c e FSM

0.3 8.0 ±1,0 7.2 ±0.7 12,8 ±0,4”

¶ 92 ±0.9 9.4 ±0.8 17.8 ±1.3”

3 1.4.5 ±1.2 15.4 t 1.0 24.2 ±2.0’’

¶0 28.8 ±2.6 30.4±1.2 42.8±7.5”

30 46,3 ±2.3 51.2 e2.2 61-6 * 2,3”

100 70.7 ±2,0 70.8 ±1.5 80.8 ±3V

306 85.7 ±1.5 82,8 ±3.4 89.6 e 4.7

tos datos <epresentan

< 0.05 •‘p <

la media e error standard de la media

0,01 “‘p < 0.001

para 5-6 ensayos.
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FIGURA 28.- Curvas dosis-respuesta logarítmicas del incremento en la presión
sanguínea diastólica producido por 8-1-IT 920 lv. en ‘plthed-rat’. Control(A), después
del tratamiento la, con distintas dosis de BR? 1<8844: lOO pg/kg (0>300 pg/i<g

(A>. Los símbolos representan la medía ± error standard de la medía para 5-0

ensayos. El primer número a la derecha de cada curva representa el área baje la

curva <área bajo la curva control — 100 %), y el segundo número es la corrasponl’
diente DE,

0 (pg/kg>.
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TABLA 21

INCRFMENTODELAPRESiONSANGUINEADiASTOLICAImmI-ft ENPITHED-RAT’pRODuclr)o

POR 6-itT 933, DESPLJES DE TRATAMIENTO CON DISTINTAS DOSIS DE BM’ 1< 8644.

BAV 1< 8644 p$g

8-1-IT 933

ptg

rCONTROL

x ±FSM

100

x ±FSM

300

x e FSM

3 4.7 e 0.2 7.5±0.3”’

10 8.2 ±0.7 11.7 ±0.7” 13.0 ±1.4”

30 11.2 ±1.3 18.7±1,4’’ ¶9.7 e ¶6”

100 18.0 1,8 29.8 e 21” 33.0 e 2.2’”

300 - 36.2 ±4.6 49.8 e ¶4á 56.5 e 2.3”

¶000 58.8 ±6.8 71.8 ±1.6 76.2 e ¶9’

3000 76,3 e 6.0 64.7 * 2.9 86.8 e 1.9’

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

< 0.05 ‘‘p < 0.01 ‘“p < 0,001
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En la Tabla 22 se presenta la relación entre la DE» de cada agonista a después

de los distintos tratamientos y su DE~ control en phhed-rat’.

TABLA 22

METOXM.4INA FENILEPRJNA 04-IT 920 E-Hl 933

NIFEDIPINA 100

NIFEDIPiI’LA 300

NiFEDIPINA 1000

1.94 e 0.20

2.20 e 0.50

3.44 ±0.68

2.28 e 0.44

3.78 e 0.44

4.06 e 0,49

6.0 e 3.45

0

0 e

RAY K 8644 ¶00 0.93 e 0.07 0.39 e 0.10 0,86 e 006 0.27 0.01

RAY 1< 8644 300 0.71 * 006 0.33 e 0.05 0.48 e 0.06 0.24 ± 0.02

TMO-8 3000 136 e 03¶ 1.38 ±0.48 — — — — — —

TMB-8 3~
+

NIFEDIPINA 1000
2.52 ±0.18 4.72 ±0.94

t.a relación se obtiene del cociente DE» del agonista con tratamiento 1 DE» del agonista

sin tratamiento < DE» contíol >.
La DE» se estima como la dosis necesaria para elevar la presión sanguínea diastólica 50 mm
Hg.

Los datos representan la media e error standard de la media para 5-Sensayos.
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Las Figuras soy si son una recopilación de registros de ensayos con Ag&, en

pithed-rar. llevados a cabo despues de los distintos tratamientos.

FIGURA 30.- Registros del incremento de la PSD en ‘pilbed-rar por la administración
de ¡ntgxBiflifli (págs. 128, 127, 128,129>,

A> Control

B) Despues de tratamiento con 100 pgflcg de nlfedipi¿¶a la.

O> ‘ SOOpgAcg

0> 1~pgA<g -

E> ‘ lOOjsgMgdeBA’?K8844it

F) ‘ aoopg/hg

- 3000 pgMg de TMB-8 Iv.

1-1) ‘ 1000 pg/kg de nifedípina la. y 3000 pg/kg de TMB-8 lv.
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FIGURA 31.- Registros del incremento de la P$D en ‘plthed-rat’ por la administración
de f*flhfrmfl <págs Ial, 132. 133, 434).

A) Control

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

O) SOOpg/kg

O) ‘ lOOOpgMg

E) - l00pgAgdeBAYKO844I&

9 - aOOpg/kg

6) . SOOOpgMgde

- 1000/JgAgde

TMB-8 Iv.

nlfedipina la. y 3000 pg/lg de TMB-e Iv.
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Las Figuras 32 y 33 son una recopilación de registros de ensayos co~ Aga, en

pithed-rat’ llevados a cabo despues de distintos tratamientos.

FIGURA 32, Registros del Incremento de la presión sanguinea
phhed-rar por administración de B-HT 920< págs. 138 y la?).

diastólica en

A) ControL

8) Despues de tratamiento con ¶00 pgMgde nifedipina la.

300 pgA<g

1000 ¡sg/kg

100 ¡sgfl<g de EAY K 884-4 la.

300 ¡sg/kg

O)

0)

E)

F)
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FIGURA 33.- RegIstros del Incremento de la PSD en ‘plthed-rav por admlnlstoatión

de 8-1-it 933< págs. 139. ¶40>.

A> ControL

8) Despues de tratamiento con ¶00 ¡sg/kg de nifedipína s-

O) ‘ ‘ SOOpgÑg -

0) ‘ lOOGpgAg

E) ‘ IOOpg/kgdeBAYKBB4Ait

9 ‘ ‘ 300pg/kg
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3.2.- RESULTADOS EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO

Recordemos que en la preparación de anillos de aorta de conejo hemos llevado
a cabo tres grupos de ensayos:

A) Ensayos con 01K
8) Ensayos con Ag a, setectivos.
0) Ensayos con Ag a. selectivos.

A contInuación expondremos los resultados correspondIentes a estos tres grupo.
de ensayos.

A> Ensayos con 011<:

Cuando eIevabaz¶¶os la concentración de 011< en si baño de órganos hasta un
valor 15 mM la preparación de anSas de aorta de conejo no se contraía. Cuando
la concentración de 011< en el baAo era 30 mM la preparacIón se contraía
alcanzando las contracciones una altura IgUal a 77.9 ±S.S % < n—7 ) del valor
má,dmo de altura alcanzada por adrnh,istraclón de 01K Cuando se alcanzaba una
concentración 60 mM de 01K se obtenla una contracción muy cercana a la máttia
posible por administraciones de 01K con altura de 98.1 ±1.2 % ( n=7 > del valor

máximo. Se alcanzó la contracción de altura máxime cuando la concentración
alcanzada era 00 mM de 01K, que consideramos el 100 % de dura conttáolfi.
Concentraciones mayores de 80 mM no conseguían en ningún caso producir mayor
contracción.

La concentracción 10M del AgCa BM 1< 6644 fue capaz de potencIar la
contracción producida por 011< 30 mM y 60 mM, apareciendo además contracción
en presencia de MV 1<6644 104M con 01K 15 mM (Tabla 23 pág. 142)-

A

fi
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TABL.A 22

PORCENTA¡E DE CONTRACCIOI-4 PRODUCIDO POR ClIC EN ANILLOS DE AORTA DE CONEjO

EN PRESENCIA DÉ DISTINTAS CONCENTRACIONES O! MV 1< 8644.

SRi 1< 8644 tMl

A

CONTROt 1O~ 1W

x±ESM ;±EM 7±ESM ;±ESM

15 0.0±0.0 as ±0,3 23.6 * 7.7’ 45.3 * 3.2”’

30 77.9 ±3.6 70.4 e 2.5 86.9 e 7,6’ 96.7±11’”

60 981 e 1.2 100,0 e 0.0 100.0 * 0.0 ¶00.0 ±0.0

80 100.0±0.0 100.0±0,0 ¶00.0 ±00 100,0±0.0

La contracción se valor, considerando el 100% la altura de la respuesta de ClIC 80 mM,

Los datos representan la media ±erro; standard da la media para 7-9 ensayos.

< 0.03 flp -C 0,01 »‘p < 0-001
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Cuando se administraba 011< 80 mM siete veces sucesivas en la misma
preparación pudimos comprobar que las auras alcanzadas por la segunda y la
tercera adrflinístrac$ófl eran mayores que la altura atcanzada después de la primera
sdmlnistfficlótl de 011<. Existió diferencia significativa entre la altura de la primera
contracción y la attiira de la segunda contracción de CII< 60 mM < p<0.01 >, E~dsU
taJl¶bitn diferencia signWcativa entre la segunda y la tercera contracción de 01K
60 mM (p<O.OS) pero no existió diferencia significativa entre la altura después de
la tercera administración y las siguientes. Es decir, que las alturas de la cuarta,
quinta, sexta y séptima contracolón eran similares a la altura de la tercera, y por
este motivo se utilIzó la tercera administración como control en los ensayos que
evaluan el efecto de fármacos sobre contraccIones dc 01K 80 mM (Tabla 24 pág.
144).

143



TABLA 24

PORCENTAjES DE CONTMCCION PRODUCIDOS POR SUCESIVAS DOStS DE ClIC EN ANILLOS

DÉ AORTA DR CONEJO

&DMINiSTRACION % DE DESPOIARIZACION
OEClK8Or~i ±ESM

1’ ¶00.0 ±0.0

112.1 ±3.3

3’ 134.8 ±5.9

¶38.8 * 4.2

9 141.1 ±6.3

6’ 142.1 * 61

146.1 ±8,1

I,os datos representan la media ±error standard de la media para 8 ensayos.
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La nifedipiná inhibió la contraclón producida por 01K 80 mM en forma dosis

dependiente (Tabla 28>-
La concentractión I0M del AgOs BM’ K 6844 no modificó la contracción

producida por 01K 80 mM en forma sIgnificativa. ta diferencia en altura entre la tercera
y la cuarta administración de CIK 80 mM en ensayos control fue 8.4 e 1.9% (n=8),
y en los ensayos realizados administrando la cuarta vez CIK 80 mM en presencia
de BAY 1< 8844 lO-’M la dllerencla correspondiente fue 7.3 ±3.3 % (n=8>,

TABLA 25

INHIBICION DE LA CONTRACCION PRODUCIDA POR ClIC 80 nt,4 EN PRESENCIA DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE NIFEDIPINA.

NIFEDIPINA

IMI

% DE tNHIBICiON
~ ± FSM

lo-’ 0.0 ±2.6

10’ 6.43 ±4.3

10’ 45.7 e 5.4

10-’ 52.0±5,9

Los datos representan la media e error standard de la media para 7-9 ensayos~
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Cuando se utilizaban concentraciones comprendidas entre 10M y 104M, el
compuesto TMB-8 inhibió la contracción producida por 011< 80 mM en forma dosis
dependiente (Tabla 26),

TABLA 26

INHIBICION DE LA, CONTRACCION PRODUCIDA POR ClIC 80 mM EN PRESENCIA Of

DISTINTAS DOSIS DE TMB-8,

TMB-8
(M}

36 DE INHIBICION

e FSM

10’ 1.6 e 1.0

1.8 x 10’ 8.9 ±1.4

3 x 10-5 16.0 e 2.3

S.S x 10’ 31.6 e 1.9

10-~ 56.9 ±2.8

tos datos representan la media e error standard de la media para 8 ensayos.

Cuando se incubaba la preparación con TMB-8 10-’M y BAY 1<8644 1~M, la
contracción producida por 011< 80 mM alcanzaba mayor altura que la alcanzada

cvazido la preparación se Incubaba sólo con EME-a 10-’M, teniendo en este caso la

inhibición un valor de 30.0 ± 3.2 ( n = 7 >, presentando esto valor duarencia

estadística ( p c 0001 > respecto al porcentaje de inhibición en preparaciones

Incubadas sólo con TME-8 l0’M ( Figura 34 pág.147 ).
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8) Ensayos con Aga, selectivos.

La metoxamina y la fenilefrIna contrajeron en forma dosis dependiente la
preparación de anillos de aorta de conejo. Estos fármacos produjeron un aumento de
tono vascular rápido al principio, y de desarrollo más lento unos mInutos despuás de

la admInistración. Cuando se alcanzaban las concentraciones más elevadas en fas
curvas dosls-respwstas, usualmente no se observaba el brusco ascenso Inicial
(FIgura 35 pág. 149), La respuesta de estos fármacos n~ se modificó significa-

tivarnente en presencia de BAY K 6644 10’9.~. En presencia de nifedipina l0M la

respuesta de meloxamina fue menor que la respuesta controL siendo la diferencia
sIgnificativa con concentraciones altas de metoxamina ( ~1OM), Por el contrario la

repuesta de fentefrina en presencia de nifedipina 1 ~M no presentó diferencia con

la respuesta control (Tablas 27 y 20 págs. 160 y 151, FIguras 38 y 37 págs. 153 y
154).

Cuando se trabajaba con Kquldo nutricio sin calcio y con EGTA 0.5 mM, los Ag

a~ metoumina y fenliefrina fueron capaces de contraer la preparación de anillos de
aorta de conejo en forma dosis dependiente, pero la contracción fue menor que la
producida en condiciones control, existiendo diferencia significativa para todas las
dosis utizadas de ambos agoroistas (Tablas 29 y 30 pág. 152 , FIguras 38 y 37
págs. 153 y t54 págs. ).
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TABLA 27

CONTRÁCCION DE METOXAMINA EN MULLOS DE AORTA DE CONEIO EN PRESENCIA

DE NIFEDIPINA Y RAY 1< 8644.

CONTROL NIFEDIPINA 10W
~tESM ~±ESM

LAY 1<8644 1(194

e ESM

10’ 86.5 e 6.1 66.0 ±47 79.6 e 2,8

3 x 10 104.9 e 5.8 95.0 e 4.4 105.7 e 2.8

10’ 131.5 ±4,5 ¶13.0 e 41” 128.6 e 2.2

3 x 10-’ 1451 ±.4.4 119.5 e 3,7’~ ¶37.7 e 3.2

¶0’ 149.3 * 4.1 121.2 e 3.7”’ 141.9 e 3.4

3 x 10-’ 130.8 * 4.1 121.2 e 3~7 145.4 e 3.7

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

Los datos representan

< 0.05 •‘p -c

la media e error standard de la media para 7-9 ensayos.

&01 ‘p < 0.001
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TABLA 28

CONTRACCION DE FENILEFRINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEjO EN PRESENCIA

DE NIFEDIPINA Y BAY 1< 8644,

CONTROL NIFEDIPINA 10W
x±ESM i±ESM

LAY K 8644 10%

x ±FSM

10-’ 51.0 ±5.4 42.0 * 3.6 68.3 ±9.3

3 x 10’ 91.4 e 6.4 78,1 ±3.7 104.5 * 6.7

10’ 117.1 e 6.0 104,5 ±4.6 124,5 ±7.3

3 x 10’ 135.4 ±4.0 124.8 ±6.6 144,0±2.0

10-’ 143.8 ±3.8 138.8 e 8.1 149.0 e 3,9

3 x 10’ 146.2 e 3,6 142.1 e 8.5 150.6 e 4.6

La conis-acción se valera considerando el 100% la altura de la respuesta de ClIC 80 mM.

Los datos representan la media * error standard de la media para 7-9 ensayos.
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TABLA 29

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS
NUTRICIO SIN CALCIO Y CON ECTA 0.5 ma

MErOXAMiNA

IMP

10-’

CONTROL

1 ± ESM

66.5 ±6.1

DE AORTA DE CONEJO EN LIQUIDO

SIN CALCIO + ECTA 0.5 mM

Y t ESM

5.4 ±lO’”

3 x 10’ 104.9 * 5.8 12.6 ±1.0’’’

10-’ 131.5 ±4.5 20.3 ±1.8~

3 x i&’ 145.1 ±4.4 26.3 * 2.0

1o-~ 149.5 ±4.1 34.3 * Z6’’

3 x 104 150.6 ±4.1 40.1 ±25

TABLA 30

CONTRACCJON DE FENILEFRIMA EN ANILLOS DE

NUTRICIO SIN CALCO Y CON ECTA 0.5 ma

FENIL EF RINA

IMI
lo’

CONTROL

Y ±ESM
51.0 ± 5,4

AORTA DE CONEJO EN LIQUIDO

SIN CALCIO + ECTA 0.5 mM

Y ±ESM

2.2 t 0,5’

3 x 10” 91.4 ±6.4 6.9 ±0.9~’

i0 117.1 ± 6.0 20.8 ±43

Ix ir 135.4 ±4.0 41.2 ±4..4~

lO-’ 143.8 ±te ~ ±5.0’”

3 x 10’ 146.2 ±3.6 69.6 ±4.6”’

En anta. tabla. tas contracciones se valoran considerando el 100% la altura de las
rnp.anas de ClIC 80 mM.
Los dates represernn la media ±error standard de la media para 7-9 ensayos.
•p <0.05 “P < 0.01 “*~ < 0.001
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anillos de aorta de conejo, Control (u>, en líquido nutricio sin calcio y con ESTA 0.5
mM(o), en presencia de nifedipina 10’M (CI). y en presencia de BAV <0844 1OM

(A), La contracción se vatora consIderando el 100% la altura de la respuesta de CII<

80 mM. Los símbolos representan la media ±error standard de la media para 74
ensayos. El primer número a la derecha de cada curva representa el área bajo esa

curva ( área bajo te curva control = 100% ), y el segundo número es la

correspondiente DE,
0 ( 1O-’M>.
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El compuesto TMB-8 fue capaz de inhibir la contracción de metoxaniiria y
fenllefrína en la preparación de anuos de aorta de conejo. La inhIbIción de la

contracción de metoxamina fue más acusada. La contracción producida por

fenilefrmna no se modificó sIgnificativamente con TME-B 10M, pero las contracciones

producidas por metoxatilina se modificaron significettvamente con esta concentración

de 1MB-fi, e incluso aparecieron diferencias significativas cuando se adminisliabari

algunas dosis de metoxamina en presencia de TMB-fi IOM. La concentración 10-’M
de 1MB-O modIficó sígnifloatlvanlente te respuesta de todas las dosis de ambos
agonistas (Tablas 31 y 32 págs. isa y 188, Figuras 38 ySS págs. 187 y 189).
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TABLA 31

CONTRACCION DE METOK~.4INA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA DE

DISTINTAS DOSIS DE TMS-B.

TMA-8

METOXAMIM CONTROL ini 1C’M 1O~M

IMI x±ESM ~±ESM ±ESM ~±ESM

10’ 66,5 ±6.1 49.6 ±6.8 51.4 * ¶0,2 0.4 ±0.3”’

10’ 104,9 e 5,8 93.6 e 4,3 87.1 e S.S’ 10,7 e 40”’

10’ 131,5 e 4.5 119.1 e 3.7 115.0 * 5.6’ 19.6 e

3 x 10’ 145.¶ e 4.4 130,3 e 32’ 123.6 * 5.9’ 19,6 e 4.4’’’

¶0’ 149.5 ±4.1 137.6±3.1’ 121.2±6.5’ 1001±3V’’

3 x 10 ¶50.6 e 4.1 138.9 e 3.5 ¶28.4 t 6.7’ ¶06.1 e

la conflccióo se %-aiora considerendo el 100% lo altura de Ii respuesta de ClIC 80 mM.

tos datos ep.esernan la media e e«o< standard de la medía para 7-9 ensayos.

-< 0.05 “p < 0.01 •“p < 0.001
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FIGURA 38,- Curvas dosIs-respuesta logarítmicas de la contracción de n,etoxan¶lna

en anillos de aorta de conejo. Oontrol (e). y en presencia de distintas
concentraciones de TMB-8 i0-M (o), l0-M (o> y i04M (A). La contracción se
valora considerando el ¶00% la altura de la respuesta de 011<80 mM. Los símbolos
representan la media t error standard de la media para 7-9 ensayos. El primer

número a la derecha de cada curva representa el área bajo esa curva ( área bajo

la curva control = 100%>, y el segundo número cela correspondiente DE~ ( l0’M>.

157



1

TABLA 32

cONTRACCION DE FENILEFRINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA

DE DISTINTAS DOSIS DE TMB-8.

TMB-8

FtNILE.F RINA
IMI

CONTROL

1 ± ESM

r
1O-’M

x ±ESM

-N
10W
i ± ESM

10~ 51.0 ±5.4 36,1 t 7.9 1.9 ±06”’

Ix 10-’ 91.4±6.4 84.5 ±5.7 12.4 ±12.5~’

10’ 117.1 ±6.0 120.0 ±4.9 41,0 ±3.5”’

3 x 10’ 135.4 ±4.0 134.4 ±4.0 59.4 ±3.9’”

10’ 143.8 ±3.8 145.4 t 3.6 75.3 ±5.1’”

Sr lO~ 146,2 * 3.6 150.1 ±4.6 85.8 ±5.6”’

La confracción se valera considerando el 106% la altura de la respuesta de CIK 80 mM-

Los datos representan la ajedia ±error standard de la media para 7-9 ensayos.

p <0.05 ‘‘p < 0.01 ‘“p < 0.001
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Las respuestas de metoxamina y fenilefrina en preparaciones de anillos de aorta

de conejo incubadas con TMB-8 10M y nifedipina 10-’M, fueron menores que las
correspondientes respuestas en preparaciones que se hablan Incubado únicamente
con nifedipIna 1OM, o únicamente con 1MB-O 10-’. Con metoxamina la significación
estadística de la diferencia con el control fue mayor en preparaciones incubadas con

ambos fármacos, existiendo además diferencia significativa entre la respuesta de
preparaciones Incubadas solo con nifedipina y la respuesta de preparaciones
Incubadas con nifedipina y 1MB-e, psis las concentraciones más bajas de
metoxanlina. Con fenliefrIna recordemos que no habla Inhibición significativa de su
efecto nl en preparaciones Incubadas con nifedipina 1 0-’M, nl en preparaciones
incubadas con 1MB-e 10’M. Sin embargo, las preparaciones Incubadas con ambos
fármacos ( nifedipina l0M y 1MB-a 10-’M>, mostraron menor contracción que las

preparaciones contro~ existiendo en este caso diferencia significativa para todas las
concentraciones de fenliefrina utilizadas. La contracción producida por las

concentraciones más bajas de fenilefrina presentó además diferencia significativa con
la contracción producida al administrar esas dosis en presencia únicamente de
nifedipine ( Tablas fly 34 pág. 161 y Tablas 35 y 38 pág. 163, Figuras 40 y 41
págs 162 y 164).
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TABLA 33

CONTRÁCCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE AORTA VE CONEJO EN PRESENCIA

DE 1MB-a Y NIFEDIPINA.
1MB-a 1&’M

+
METOXAMINA CONTROL NIFEDIPINA 1094

1h41 ~±ESM ~±ESM

10.6 66.5 ±6.1 21.2 ±58’”

3 x 10’ 104.9 ±5.8 60.0 ±5.4’”

10’ 131.5 ±-4.5 91.2 * 4.4”’

3 x 10-’ 145,1 ±4.4 311.2 ±3V”

10-’ 149.5 ±4.1 120.2 ±5.2’”

3 x ¶Q4 150.6 ±‘4.1 122.9 ± -IR”’

TABLA 34

CONTRACCION DE METOKkMINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEjO EN PRESENCIA
DE TMB-B Y NIPEDIPINA.

CONTROL CON 1MB-e 1O-’M
.4-

METOK’MiNA NIFEDIPINA 10-’M NiFEDIPINA 10’M
[Ml i±ESM ~±ESM

10-’ 66.0 ±6,1 21.2 t 5.6’”

3 x 10’ 95.0 ±‘1.4 60.0 ±Sr”

10’ 113.0 ±4.1 91.2 ±44”

3 x 10’ 119.5 ±3-7 111.2 ±3.2

10 121.2 ±3.7 120.2 ±5.2

3 x 10~ 121,2 ±3.7 122.9 ±4.3

En ambas tablas las contracciones se valoran considerando el 100% la altura de las

respuestas de CII< 80 mM.

Los datos tepresentan la media ±error standard de la media para 7-9 ensayos.

c 0.05 ‘p .c 0.01 ‘“y, < 0.001
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FIGURA 40.- Curvas dosis-respuesta logarítmicas de la contracción de meloxamina

en anillos de aorta da conejo. Control (e>, en presencia de TMB-8 1 0M (o). en
presencia de nifedípina 10-M (~) y en presencia de TMB-8 10M con nifedipina
104M (A). ti contracción ea valora consIderando el 100% la aNura de la respuesta

de 01K 80 mM. Los símbolos representan la media ±error standard de la media para

7-9 ensayos. El primer n<smero a la derecha de cada curva representa el área bajo

esa curve ( área bajo la curva control — 100% ), y el segundo número es la

correspondiente 0E~ ( I04M>.
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TABLA 35

CONTMCCION DE PENILEFRINA EN ANILLOS
DE 7MB-a Y NIFEDIPINA.

DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA

CONTROL

~ ±ESM
51.0 ±5.4

1MB-a 1&’M
+

NOFEDIPINA 10’M

* &SM
‘11.5 ±0.8”’

(MI
lo.,

3 x 10-’ 91.4 ±6.4 48.6 ±3.6”’

10” 1171 ±6.0 83.4 ±S.4

3 x 10 135.4 ±4.4 102,8 ±6.1”’

10’ 143.8 ±3.6 117.0 ±6.7”

3 x 10” 146,2 t 17 123.5 * 7,3’

TABLA 3B

CONTROL CON

NIFEDIPINA 10-31
±ESM

36.1 ±4.7

DE AORTA DE CONEJO EN PRESENCIA

1MB-O 1 0-’M

NIFEOIPIUA I0’M

it ESM

11.5 ±0.8’”

1h41
lo.’

3 XI0’ 78.1 ±3.7 -4&6 ±3.6”’

10’ 104.5 ±4,6 83.4 ±3,4’

3 x 10’ 124.8 ±6,6 102,8 ±6.1’

10’ - 138,8 ± 8.1 117.0 ±6.7

3 sc 10-’ 142.1 ±8.5 123.5 ±7.3

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

Los datos representan la media ±error standard de la media para 7-9 ensayos.

.C 0.05 •p -C 0.01 “‘p < 0.001
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esa curva ( área bajo la curva control = 100% ), y el segundo número es la
correspondIente DE~, ( 1C’M).

u
LS

1-a
ou

164



Cuando se trabajé en Iquido nutricio hiperpotásico <IQ 15 mM) pudimos

comprobar que la metoxanlIna contraía en mayor grado la preparación de anillos de

aorta de conejo, existiendo diferencia signl*oetÑa con la contracción control obtenida
en loeba Henselelth (I< 6.9 mM> (Tabla 37y 38 pág. 168, Figura 42 pág. ¶67)-Sl
las preparaciones de Incubaban con nifedlpína 101,1 la contracción resultaba menor,
voMondo a obtenerse una contracción próxima si control Tabla 30 pág. lee, Figura

42 pág. ¶87),

Contrastando con lo sucedido al administrar ruetoxamina, la contracción de
fenlefrina en medio nutricio hiperpotásico no presentó diferercía con al control

(labias 39 pág. 168, FIgura 43 pág. 169).
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CONTRACCION DE MErOXAJ,4INA

l-fiPERPOTASICO.

METOXAMINA

[MJ

TABLA 37

EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN LIQUIDO

CONTROL LIQUIDO HIPERPOTASICO
(CIK 5.9 mM) (CIK 15 mM)

~±ESM ui±ESM

10’ 66.5 * 6A 88.8 t 6.1’

3 x 10-’ 104.9 ±5.8 129,6 ±7.2’

10’ 131.5 ±4.5 151.6 ±5.6’

Ix 10’ 145.1 ±4.4 160.1 t 5.0’

104 ¶49.5 ±4.1 165.5 ±4.5’

Ix 104 150.6 * 4.1 166.8 ±4.5’

TABLA 38

CONTRACCION DE METOXAMINA EN ANILLOS DE AORTA DE CONEjO EN LIQUIDO

IIIPERPOTASICO Y NIFEDIPINA.
METOXAMINA CONTROL CON LIQUIDO HIPERPOTASICO

+
IMI LIQUIDO HIPERPOTASICO NIFEDIPINA 10’M

~tESM ~±ESM

10’ 88.8 ±6.1 66.6 ±4.5’

3 x ¶0’ ¶29.6 ±7.2 100.7 t 4.8’’

104 151.6 ±5.6 125.4 ±7,2’

3% 10’ 160.7 ±5.0 134,6 ±7.1’

10-’ ¶65.5 * 4.5 139S ±7.9’

30<104 166.8 ±4.5 142.1 ±8.4’

En ambas tablas las conúaccion~ se valoran considerando el 100% la altura de las
respuestas de CliC 80 mM.
Los dato. representan la media ± error standard de la media para 7-9 ensayos.

O-AS “p 0.01 •“p o.ooí
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TASI.A 39

CONTRACCION DE FENILEFRINA

l-IIPERI’OTbSICO.

FENILEFRINA

IM)

EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO EN LIQUIDO

CONTROL

(CliC S.S mM>
* ESM

LIQUIDO HIPERPOTASICO

(CliC 15 mM)

~ t fSM

10-’ 51.0 ±SA 64.1 ±5.0

3 x 10’ 91.4±6.4 103.9 ±4.3

50’ 117,1 t 6.0 ¶28.9 ±Si

3 x 10 135.4 e 4.4 137.9 ±5.8

lo.’ 143.8 ±3.6 13.2 ±6.9

3 x t&’ 146.2±2.7 143.8 ±71

La contracción se valor. considerando el 100% la altura de la

Los datos representan la media ±error standard de la media para 7-9 enSayos.

respuesta de CIK 80 mM.
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O) Ensayos con Aga, selectIvos.-

Los Aga2 contrajeron en forma dosis dependiente la preparaclon de anillos de
aorta de conejo; sin embargo la altura de la contracción conseguida con dosis
simíares fue mucl,o menor que la de be Ag a,- Es decir, 8-1-IT 920 y 8- 1-fr 933
mostraron menor potencia que metoxamina y fenilefrina para contraer la preparación
de anillos de aorta de conejo.

El compuesto 8-1-IT 920 empezó a producir contracción apreciable con la
concentracción 3x1&’M, mientras que el compuesto 8-Hl 933 sólo empezó a
contraer las preparaciones con la concentracción 101,1.

La contracción producida por 8-1-U 920 y 5-1-IT 933 se Inhibió totalmente cuando
las preparaciones se Incubaban con prazosin 1&’M, y por sí contrario la actMdad
contráctil de ambos agonistas se potencló en preparaciones Incubadas con SAN’ 1<
8844 10’M, apareciendo contracciones con dosis más bajas ( Tablas 40 y 41 págs.
171 y 173, Figuras Uy 45 págs. 172 y 174>.

El efecto contráctil en presencia de BAN’ K 8644 era menor si las preparaciones
es hablan Incubado con yohimbina 10W. SI comparamos be ensayos de los Aga5
en presencia de BAY K 8644 1031 y los ensayos similares también con SAN’ 1< 884-4
en los que se llevó a cabo una Incubación con yohimbina, se pudo apreciar
diferencia significativa entre las contracciones producidas por las concentraciones

10M<p-cO0I > ySxlO-W ( p-cO.001 ) de 5-1-fr 920, y también se apreció diferencia
estadisilca. entre las contracciones producidas por B-HT 933 10fl.4 ( p-c0,05
<Tablas 40 y 41 págs. 171 y 173, Figuras 4-4 y 45 págs. 172 y 174).
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TABLA 40

CONTRACCION DE B-HT 920 EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO

~AY1< 8644 Y YOHIMBINA.

B-HT 920

(Mil

CONTROL SAN’ 0< 8644 10M

x ±FSM ± FSM

EN PRESENCIA DE

N’OHIMBINA¶ 0”M
+

DAN’ <8644 lO’M
sc ± FSM

10” 0.0 * 0.0 0.0 ±~0 0.1 * 0.1

3 sc 10’ 0.0±0.0 5,5 ±1.6” 4.6± 2.t

10” 0.6 ±0.3 32.9 ±5.3”’ ¶1.9 t 2.2”’

3 0< 10’ 3.8 ±0,9 59.4 ±4.4”’ 36.9 ±2,6’”

21.3 ±2.6 78.6 ±3.6”’ 705 ±4,2”’

3 < 10’ 37.1 ±2.5 83.5 ±3.9’” 91.3 ±3.8”’

La contracción sc valera considerando el 100% la altura de la respuesta de CliC 80 mM.

i.os datos representan la media ±error standard de la media para 7-9 ensayos.

‘c 0.05 •‘p < 0.01 •“p -‘: 0,001
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FIGUR& 44.- Curvas dosis-respuesta logsrftrnicas da la contracción de B-Ht 920 en

anUles de aorta de conejo. Control (A), en presencia de BAN’ K 8644 1031 <A) yen
presencia de BAY K 86.44 1~M con yohimbina 10M <o). La contracción se valera

considerando el 100% la altura de la respuesta de 011< 80 mM. Los símbolos

tepoesentan la media ±error siandaid de la rnedla para 7-9 ensayos. ~I primer

.¶úme{o a la derect¶a de cada curva representa el área bajo esa curva ( área balo
la curva control = 100%), Y el segundo número es la correspondiente DE~ ( 1031).

CONTROL

SA1X8B~ to-GlO
60.1 ~t8644 te

6h~ + TONIMBINA itrmff

2.5

172



TABLA 41

CONTRACCION DE 8-HT 933 EN ANILLOS DE AORTA DE CONEJO

RAY 0< 8644 N’ YOHIMBINA.

B-HT 933

(MI

CONTROL RAY 1<8644 10W

sc ± FSM t FSM

EN PRESENCIA DE

YOHIMBINA10M
+

RAY 1< 8644 ¶031
± FSM

1O~ 0,0±0.0 0.0 ±0.0 0.0±0.0

3 x 10-’ 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0

10’ 0.0 ±0.0 78 ±4.0 0.0 ±0,0

3 x 10’ 0.4 ±0.2 31-0 ±8.0” 14.6 ±3.2’”

10~ 5.3 ±1.4 53,9 ±6.8”’ 39.6 ±5.8”’

3 sc ¶0’~ 16.6 ±3.6 7-4.7 ±5.3’” 57.6 ±6.0”’

La contracción se valera considerando el íoo% la altura de la respuesta de CIK 80 mM.

tos datos representan la media ±error standard de la media para 7-9 ensayos.

p -< 0.05 “p < 0.01 •“p < 0.001
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FIGURA 45.- Curvas dosis-respuesta logarltrriicas de la contracción de B-HT 933 en
Milos de aorta de conejo, Control <4). en presencia de BAY K 8644 104M (A) y en
presencia de RAY K 8644 104M con yohimbina 104M (O). La contracdán se valora

considerando el 100% la altura de la respuesta de 011< 80 mM. Los símbolos
representan la media ± error standard de la media para 7.9 ensayos. El prImer
númeso a la datada de cada curva representa el ~ea baje esa curva ( tren baje
la curva control = tOO% >, y al segundo número es la correspondiente DEta < tOM).
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El compuesto B-HT 920 en presencia de BAt’ 1< 8644 1031 fue capaz de
contraer Incluso las preparaciones incubadas con prazosin 10M ( n=9>: pero el
compuesto B-HT 933 no fue capaz de producir contracciones en presencia de BAY
K 6644 si las preparaciones se incubaban con prazosín ¶&‘M ( n=7). Despues de

la administración do dosis iguales o mayores de 10-31 de B-HT 920 en estas
condiciones, se producen en realidad varias contracciones fásicas. Es decir, la
contracción producida con B-HT 920 en las preparaciones incubadas con flAN’ K

6644 y prazos(n no fue una contracción mantenIda, voMendo a recuperar la
preparación niveles de tono próximos al basal pocos minutos después de contraerse.
pero después de cada administración asia tipo de contracción se repite varias veces
sucesivas, aunque cada vez con mayor margen de tiempo y menor altura. Con la

concentración 1031 del compuesto B-HT 920 la altura máxima alcanzada ( altura de
la primera contracción despues de la admInistración > osciló entre ¶ y 3 g.
aproximadamente. y con ia concentración Sxl04M de este compuesto la altura
máxima alcanzada osolló entre ay 5 g. Podrfarnos por tanto decir que el efecto de
8k-IT 920 en estas condiciones fue dosIs-dependiente. ( Figura 46 pág. 176>. Este

tipo de respuesta contráctil no apareció sí las preparaciones además de Incubarse
con praxos$n ¶0-M y SAN’ N’ K 88.44 1031, se h-ocubaban también con yohimbIna
10

4M (n=7).
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En la Tabla 42 se presenta la relación entre la DE» de cada agonísta a en las
distintas condiciones experimentales y su DE» control en anillos de aorta de conejo.

TABLA 42

NIFEDIPINA 10%
8AYK8644104M
LIQUIDO HIPERPOTASICO (15 r~,4 Kl — —

LIQUIDO HIPERPOTASICO <¶5 n9.4 Kl —
•

NIFEDIPiNA 10%

SIN CALCIO ‘~ ———

ECTA 0.5 Él
TMB-8 1044

TMB-8 10’
TMB.8 10
TMB-8 10’M 1

* 1NIFEDIPINA 10
4M

BAY K 064410%• 1YOHIMBINA 1o’M

METOXAMINA FENILEFRINA B-l-IT 920 5-NT 933

1.09 ú 010 1.42 e 0.13 —— —
0.49 ±005 0,80 ±0.0? 0.07 ±0.0 0.10±0.0

0.39 ±0.10 0.82 ±0.07 — — — — — —

0.63 ±0.31 — — — — — — — — —

u e - --

1.16 ±1.12 — — — — —— —— —

0.41 ±0.21 1.27 ±0,11 — —— — — —

16AS ±2.11 35.7 * 23 ——— —— —

3.52 ±0.44 4.85 e 0.46 — — — — — —

0.14±0.0 0.15 ±0.0

La relación se obtiene del cociente DE» del agonisía en unas condiciones de trabajo/ DE~
dei agonista en condiciones control.
La DF» se estima como la dosle capaz de producir el 60% del efecto máximo obtenido en

condiciones control.

Los datos representan la media ±error standard de la media para 1-9 ensayos.
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41.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN ‘PrTk-IEO-RAr.

En esta Tesis Doctoral hemos llevado a cabo un trabajo paralelo en pithed-rar
y en anillos de aorta de conejo con Ag a y Ag a,- Se han utIlizado MCi y AgOs
para estudiar la participación del Ca~ en las respuestas vascularOS de ambos
agonistas adrenérglcos. Anles de abordar la Discusión de los resultados obtenidos
con Ag a, y Ag a2 en ‘pithed-ratt queremos justificar el procsdlmloflto utilizado para
la administración de nífedipina y RAY 1< 8644 en los ensayos de ‘pitfled-rar. Como
ya hemos señalado en el apanado 22 de MaterIal y Métodos, estoS fármacos se
administraron por vta la., utilIzando un catéter Introducido en la carótida Izquierda
hasta alcanzar el cayado de la aorta. Su administración en el cayado de la aorta

permite el acceso de nifed~Mna y RAY K 8844 a la circulación alatémlod. evitando
sal posibles electos cardlotóxicos directos. Tanto nlfedlpl4ia como SAN’ 1< 8044, son
dD¶ldropirldlnas (Dl-IP> con selectividad vascular, pero sin embargo, Bes ensayos
levados a cabo al comenzar esta Tesis Doctoral ( presentados en el apartado aí A
de Resultados), mostraron que su efecto sobre la presión arterial es mayor cuando
se administran iv, en la yugular, que cuando se administran por vta la Esto pudiera
ser debido a un electo adicional Inotrópico negativo para la nifediplnb. a inotrópico
positivo para el RAY 1< 8644, que se pondría de manifiesto junto con el electo
vasodilatador o vasoconstrictor en las adminIstraciones iv, Otros autótfl también han
utilizado la administración la. pare las DHP cuando trabajaban en ‘phhed-r*t’: en unos
casos usando la arteria remoral (Mm y coL 1966>, y en otros catos la arteria carótida
<VM Meeiy coL 1983: Wiiffarty coL IQS4ayb: Tlmmermansy coL 1905, 1987 ay
b; Nlcfioisyftuffoio tSast TlrnmermansyThoolen ¶987), Además, cuarodo se trabaja
en ‘plúied-rat’ podemos señalar que los efectos vasculares no produckán electos
reflejos cardiacos, debido a la destrucción que se flava a tabo del bulbo y la médula
en esta preparación. Por otra parle, la nfledlplna se señaló en el apanado 3.1 .A de
esta Tesis Doctoral, que únIcamente ocasionaba disminución de la PSD apreciable
en ratas que mostraban una tensión diastólica InIcial alta. Esta relación entre el electo
de niedipína y el tono presor preexistente, se ha descrito precisamente como una
ventaja adicional para la utilización da este fármaco como hipotensor ( Súhier y
coL1984: Romero ycol, 1987: Blackshearycod. 1961; Nayler 1988; Walleyycol, 1966;
Fuji y coL iseo: Aullope y colisas; Aullope 1990)~ Su efecto podría en realidad
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conslderarse más un efecto antihipartensivo que un electo hipotensor, ya que los
pacientes con el tono vascular más elevado mostrarían mayor sensibilidad. La
nitedipína de este modo normalizaría la presión arterial sin presentar los problemas
y efectos secundarios de otros tratamientos utilizados en la hipertensión. En lo que
respecta a los efectos presores da BAN’ 1< 8644, estos serían sobre todo el resultado
de la activación directa de las células de músculo liso vascular por aumento de la
entrada de C.a’,, a través de canales VOO. Este mecanismo t¶Ipertensor en ratas ya
fue señalado por Lefer y col. (1986>, pero sin embargo algunos autores (Moreland

y col. 1908) señalan que los efectos presores de flAN’ 1< 8644 en ratas podrían sar
tambIén el resultado de una activación indinecta de las células de músculo Oso
vascular por la Iberación da catecolaminas desde la médula adrenaL Este mecanismo
de acción seria sin embargo mucho menos significativo.

Pasamos ahora a comentar los resultados con Ag a, y Ag a, en ‘plted-rat’.
La existencia simultánea de receptores a, y a, postsináptícos en el músculo Eso
vascular se conoce hace tiempo ( Btarl<e 1981; llmmermana y Van Zwlsten 1981,
1982~ Mcarath 1982>. Como ya señalamos en el apanado 1.8 de la Introducción,
el subtipo de adrenoceptor a queda definido sobre todo por los fármacos capaces
de unirse a él. pudiendo vaflar en distintos órganos la localización pre o postslnáptica
de ios receptores a,- Estos receptores a. aparecen a nivel postslnáptloo en el
músculo liso vascular, y su estímulo produce, al igual que el estimulo de receptores
a, postalníptícos, un aumento de tono vascular que se traduce en un Incremento

presor en ‘pithed-raV. Comentaremos primeramente los resultados obtenidos en esta
Tesis Doctoral con Ag a,, ya que el efecto de estos fármacos fue mAs sensible a
las rnodltlcaclones da la entrada del Ca”,., que el electo de los Ag a,. Para
comparar el efecto de distintos tretamiantos se utihza fundamentalmente el valor del
área bajo qa curva dosis-respuesta, y se ha obtenido también el valor de la DE,6 que
como ya señalamos en el apartado 2.6 de Material y Métodos, se define como la
dosis capaz de elevar la PSO 50 mm Hg. Es usual esta definición de la DE» en los
ensayos de pithed-rar, y ello es debido a la frecuente muerte de los animales

cuando se administran dosis elevadas de fármacos vasopresores, no consiguiéndose
obtener efectos que definan la meseta y por tanto el efecto máximo, en las curvas

dosls-respuestfi. La imnportancla que tiene la entrada de Ca”.., al interior celular para
el efecto vasoconstrIctor es sobradamente conocida. Tenlendo en cuenta la marcada
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Inhibición de las respuestas de 8-1-IT 920 y 8-1-IT 933 en plthed-rar producidas por

nifedipina < en las Figuras 26 y 27, págs. 116 y 118, vemos que no fue posible
usualmente provocar elevaciones de 60 mm de Hg. en la presión sanguínea
dIastólica después del tratamlento con niledípina, y se consiguió aproximadamente 1•un 90% de reducción del área bajo la curva de ambos Ag cx, con la concentraciónmáxima deAnCa), podemos afirmar que la fuente de CÚt... es muy Importante paralas respuestas vasoconstrictoras por estímulo de receptores a> Como hemos
señalado en la Introducción, una de las prIncipales vlas de entrada del Cat., a
través de la membrana de la célula lisa vascular estaña vinculada a la despolarIzacIón
de la membrana, y sería la entrada a través de canales VOC que pueden ser
bloqueados selectivamente por nifedipina. De los resultados obtenidos, podríamos
deducir que al est’rnulo de receplores a, pondría en mucha mecanismos de
apertura de estos canales VOD, aunque tales mecanismos no han podido
esclarecerse todavía probablemente debido a la dificultad para aplicar técnicas
elect¡otlslológlcas en músculo liso. El grupo de Tknmermans y Van Zwleten puso
también de manifiesto la marcada inhibición del electo de los Ag a, en ‘pithed-rar
cuando se utilzaban AnCa, y en el momenio actual se siguen realizando estudios
con dlsth,toe Ag a, en ‘plthed-rar que intentan esclarecer el mecanismo de su electo
vasopresor y la importancIa que tiene el Cr•,., en la vasoconstricción por estímulo
de este tipo de receptores (Van Meel y coL 1981 ay b, 1982, 1903; Van Zwleten
y col. 1962, 1964, 1965, 1987; Tlmmermans y coL 1963, 1984, 1987 b; Van Zwleten
yTh-nmermans 1984; WliflertyooL 1984 ayb; Van Zwleten 1986,1969; TirTlrllerIT¶ans
y Thooden.l967; Hujtenburg y col. 1989; Van Heirilngen y col. 1989; Wong y col.
1969a y is, 1990). En cualquier caso no cabe duda que existen Interacciones
importantes entre la entrada del Ca”,,, por canales VOC• y las respuestas a,
VSSOOOOStrlctorat

Los ensayos cori el compuesto BAN’ K 684.4 en esta Tesis Doctoral son una
prueba. adicional de la relación entre esta entrada del Ca~ por canales VOC, y el
electo vasoconstrIctor a,. en. pltbed-rar. Esta dluldropkidlna ya Señalamos en el
apartado i.e de la lntroducció<’, quen capaz de promover la entrada de Cat..
por canelas VOy. Su admkntr~n la. en plthed.rat’ causó efectos opuestos a
lo~ de nhdiphia Sobre las respuesta a. vasoconstrIctores Las Figuras 28 y 29,
págs. 121 y 123, mostraron los desplazamlemo, de las cuNas dosis-respuesta de

4:
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a-i-ir s~o y 6-1-IT 933 por BAN’ K 8644, En este caso tuvo lugar un desplazamIento
hacia la izquierda, consiguiéndose una reducción de la dosis necesaria para elevar
la PSD 80 mm de Hg., y obteniéndose mayores áreas bajo las curvas de los Aga,.
BAY 1< 8644 incremente el efecto a, promoviendo la entrada de Ca., por canales
VOC sin Interaccionar con los receptores cr, vasculares,

Las Figuras 47 y 46, págs. 162, 183 reunen los registros más significativos de
Ag a, presentados en nuestros resuitados. En ellas se puede apreciar la va¡lación
de los incrementos presores producidos con 8-1-IT 920 y 8-1-IT 933 despues del

tratamiento la. con distintas concentraciones de nitedipina y de BAY 1< 884.4,
Resulta sobre todo llamativa la diaminuclón del efecto causada por nifedipina.
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El electo vasopresor mediado por estmulo de receptores a, en ‘pithed.rar. fije
desde luego menos sensible al bloqueo de la entrada del Cat.. que el efecto
vasopresor mediado por estímulo de receptores a,. Las Figuras 20 y 21, págs. tOl
y 103, mostraron los desplazamientos de las curvas dosis-respuesta de metoxamina
y fenilafriria, producidos por el tratamiento con distintas dosis de nifedipina. La
nifedipina también se comportó en este caso como antagonista no competitivo,
produciendo aplanamlentos de las curvas dosis-respuesta de los Ag a,. pero produjo
una Inhibición del área bajo la curva siempre Inferior al 45%, con aumentos mucho
menos acusados en las DE, que los producidos para los Ag a,. SAN’ K 8644
potencie el efecto de los Ag a, resultando algo menor este potenclamiento que el
potenciamiento logrado para Ag a,- En los tratamientos con SAN’ K 8644 las
diferencias entre ambos tipos de agonlstas no fueron desde luego tan marcadas
como en el caso de los tratamientos con nifedipina.

Los experimentos de otros Investigadores con Ag a, y AnCa en ‘pithed-rar han
presentado hasta la fecha resultados dispares, que en parte estaban condicionados
por el tipo de Ag a, utilIzado. Ef grupo de Van Zwieten y Tlmmermans (Tlmmermans
y coL 1983 b; Van Zwleten y coL 1985; Tlmmern,ans y col. 1987 ab), comprobó que
en ‘plthed-ral’ la vasoconstricción Inducida por un número elevado de Ag a,, entre
los que se encontraban metoxamina y fenilefrina, era resistente a la inhibición de la
entrada del Oa’<,., por AnCa. Estos datos contrastan con los obtenidos en esta
Tesis Doctoral con los mismos agonistas. Sin embargo hay que seitalar que el grupo
reden mencionado ( Timmermans y col, 1983 b, c; Mathy y col. 19843 ), habfa
comprobado que la vasoconstricción inducida por Ag a, selectivos imidazofnloos,
dismInuía signlficauvarnente por el pretratan,iento con AnCa. En particular, el

compuesto Sgd 101(75 j 2-<met ldazol4-imino) inlidazolina HCI ] , que es un

agonista selectivo pero parcial de receptores a,, ocaslonó respuestas
vasoconstrlctoras en ratas y gatos desmedulados ( plthed~ ) que resultaban
marcadamente sensibles a la Inhibición de la entrada del Ca,., con nfledipina Los
Ag a, InsensIbles al bloqueo de los canales VOC eran compuestos con mayor
actividad intrínseca, y se les consideró ~agonlstastotaler; y aquellos fármacos Ag a,
que eran sensibles a los AnCa se lea consideró agonlstas parciales”.

La diferente sensibildad al bloqueo de los canales VOC entre Ag a, y Ag a,
se ha justificado de distintas formas por los diferentes grupos investigadores, pero
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ea cualquier caso los iflSOMismos In¶pilcados en la vasoconstrIcción por Ag a,

parciales podrían ser próxImos a los mecanismos implicados en la vasoconstrlccsóri
por estimulo a,.

Para justificar la Insensibilidad el bloqueo da la entrada del Ca’,,< por canales
VOC de los Ag a,, se lis especulado que podrían existir receptores a, de reserva.
Estos receptores a, de reserva entrarían en $aego cuando so administran los AnCa,
y servirlan para amortiguar su efecto ( Reid y col. 1983; Hamilton y col. 1983;

Rulfolo y Vaden 1964; AtAblo y col. 1904). En la ckculaclóo arterial podrían ex¡stk

una gran cantidad de receptores a1 POSt5lJiáPticOs vasculares de rese<va, pero no
exlstkfasí sin embargo receptores a, pcstsNptloos de reserva. Be pudo además
comprobar, que la eliminación de los supuestos receptores a, de reserva para el
agonista total oirazo#na, mediante tratamIento con el antagonista Wreverslble de
adrenoceptores a fenoxibenzsmhw, liada que las respuesta prasoras de este
Ag a, fuesen sensibles a los AnCa ( Ruffolo y ccl. 1984), La resistencia de los

Ag a, totales a la inhibición cte su efecto por antagonistas no competitivos como los
AnCa, podría ser consecuencia de la gran cantidad de receptores a, de reserva,
pudiendo resultar estos Ay a, sensibles a estos antagonistas sI los receptores a,
de reserva se eliminan medIante su adecuado bloqueo.

En nuestros experimentos el efecto prasor inducIdo en ‘pItll.d4ar por
metoxanjina y <enilefrmna fue slgntatfnmente menor después de tratamiento con
nifodIpina, peso a que en este caso los Ay ~ ft¡esen derivados fenletkmkia. Estos
A; a, no pertenecen al grupo de compuestos imldazotnico. caracfwbdc. corno
agonistas pardales; sedan agonistas totales derivados da la fenletlambia, y la
exIstencia de receptores a, de reserva no deberla descartares. Los receptores a,
de reserva pera metoxambia y fenlefrmna podrían ser al menos responsables de que
las respuestas presoras con estos .agooistas en ‘pithed’raf hayan sido menos
sensibles a los AnCa que las respuestas presoras de los Ay a,. Probablemente
como consecuencia de la existencia de receptores a, de reserva existe siempre un
efecto amortigúador del antagonismo no competitivo de fármacos corno los Anca;
pero la cantidad de receptores de reserva y por tanto le amortlgoaddrt del
antagonismo, puede ser distinta para dterentn Ag a,, siendo probablemente menor
para los A~ a, imldazo#nicos, y mayor para Ay a, como meloxamnina o fenlefrina
que tienen tambIén mayor actMdad frifrfrisaca.
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En cualquIer caso, el o los procesos subsiguientes ala activación de receptores

a< no parecen implicar exclusivamente la entrada del C&.4, siendo por tanto el
efecto de los Ag a, poco sensible a la modificación de la entrada de Ca’.., al
Interior celular. Los trabajos de Godlraind en aorta de rata con “Ca <Godfraind y
MIller lSOt Godfralnd y col. 1982) con 4Ca ya hemos señalado en el apartado t.6
de lnI¡oducclón de esta Tesis Doctoral que resultaron decisivos, y establecieron que
la estimulación de los receptores a. podía abrir canales de calcio, pero la
estimulacIón de receptores a, inducia la llocíeclón de Iones 0a de los depósitos
intracelulares. Corno más tarde cornentarenlos los ensayos ‘frs vto’ han ayudado
a comprender la utilización del Ca en la vasoconstricción inducida por estímulo a,,
y la fuente Intracelular de Ca# parece fundamental para el efecto vasoconstrictor
de estos agonistas. Hemos señalado también en el apanado 1.6 de esta Tesis
Doctoral, que Tfrnmermans y cci. trabajando en ‘plthed-raV (lees) propusieron dos
modalidades de interacción en los receptores a,, estando una vinculada a la
ulilizaclón del Ca”.~, y la otra vinculada a la utilización del Ca”>,,. Para Han y col.
en ¶987 exIstirían en realidad des subtipos de receptores a, que cornO también
indicamos en esa mismo apanado, causarían respuestas contráctiles a través de
mecanismos moleculare.s diferentes. En realidad no todos los autores aceptan la
existencia de receptores d•e reserva vasculares para los Ay a, como causa de la
insensibilidad del efecto presor de estos agonistas a los Anca, El grupo de
rrumermarís.mmmermans y col. 1985), comprobó que el antagonista Irreversible de
receptores a benextramina, no aumentaba la potencia de nifedipina para bloquear
las respuestas píesores de cirazolina. La lenotenzamlna para estos autores no
doble su efecto al bloqueo de receptores de reserva, sino que podía incrementar la
sensibilidad de los Ay a, al tratamiento con AnCa Interfiriendo selectlvamente con la
utilización del Ca” de los depóshos Intracelulares.

Desde luego el mecanismo implicado en el efecto de fenoxibenzamina no ha
podlco escta¡ecersa totalmente, Para Nictols y Ruffolo el mecanismo seguirfa siendo
el bloqueo de receptores de reserva, ya que estos autores observaron (1988) que
despun del trfiIam~ento con una concentracIón de benextramína, que Iriactiva
aproxknadansente la. mIsma tracción de receptores ¿y, que la concentaclón utilizada
de. fenoxtenzamina, se conseguía .• también aumentar la sensibilidad de las
respuestas presoras de clrazc,Ilna a la InhIbición con nifedipina. Es decir, que
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después de eliminar los receptores a, vasculares da reserva con concentraciones
adecuadas de tenoxibenzamina o benextramina, las respuestas prasoras de

cirazolina resultarían sensibles al antagonismo con nfledlplna. En 1980 SonsaÑes y
col, comprueban además que después del tratamiento con 1 mgflg de
fenoxlbenzamhla en plthed-rar, y después del tratamiento con 3 mg/kg de
fenoxltenzamlnfi en perro anestesiado, las respuestas prescres de áazolina y de
lenilefrmna son debidas fundamentainiente al estímulo de receptores a,. pudiéndose

Inhibir marcadamente con verapanit
EncualqulercasO,flotodoSbSAga,Secompo(tanlgual.y dehechonotodos

presentan Igual sansibildad a los tratamientos con fenoxhenzamina. AsE en lOO?
Timmermans y moclen encuentran que fenotenzamina puede 110 afectar el efecto

de nltediplna sobre las respuestas presoras de Ag a, en plthed-rar al se trata de

Ay a, parciales. Estos autores comprobaron que dobutarnina y el compuesto BDF
6143 aumentaban la POD en ratas desmeduladas y con bloqueo ~-adrenárglco,
compo<lándose como Ag a, ya que sus respuestas presoras se afectaban
marcadamente con prazosln <0.1 mg/kg M > y mee afectaban cori yohImbina (1

mg/kg iv.>. atoe compuestos eren sin embargo Ag a, parciales y la nifedipIna se
mostró capaz de bloquear su efecto presor con potencia Igual a la que mostró para
bloquear el efecto del Ay a, B-HT 920, no afectandose la potencia del bloqueo por
el pretratamiento con fenoxlbermzaffiina. Además el compuesto SAN’ 1<8644 bicrementó
en este caso el efecto presor de los fármacos, sugiriendo estos autores que en el

caso de dobutamina y BDP 6143 sus respuestas presoras dependían de la entrada
de Ca. en la misma medida que las respuestas presoras por eshiulo a, Por
tanto el bloqueo de las respuestas presoras en V¡thed-rat’ por AnCa parece variar

ampliamente para distkitoe Ay a,.
La utilización del Ca tras el esdmulo a, podríamos pensar por todo lo

antedicho que varia en función prfrto4~aJmentC de 3 carsoterfaticas: el subt~o de
receptor que se activa, la eticacia < actividad Intrúlseta> del fármaco agonista, y la
estructura química del mismo.

ConsiderandO las teorfas de los distintos grupos Investigadores así como
nuestros resultados en plthed-ratS podríamos arriesgarnOs a pensar que aqusflos

Ay a, para los que existen más receptores de reserva son en realidad los fl a.
que utilizarían prloritarlamente el Ca~ provenIente de los depósitos Intracek’Iarea
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como fuente para la contracción vascular, resultando por tanto para ellos menos
importante la entrada de Cat.... al Interior celular Esto supondría que el estímulo da
un Ay a, con elevada actividad intrínseca promueve fundamentalmente la utilización
de las reservas de Ca~>,, , La inhibición de la entrada de 0a,, al interior celular no
modificaría sustancialmente su efecto porque probablemente podrían estimularse
receptores a, de reserva que incluso podrían estar vinculados también a la
utIlizacIón del Ca - SI existiesen receptores a, de reserva para los Ay a,
parciales, estos receptores estarían al igual que los receptores a, vinculados en
mayor grado a la utilización del Ca - Es decir, que no solo podría variar la
cantidad de receptores de reserva para los distintos Ay a,, sino que podrían existir
también diferencias cualitativas y podríamos hablar de “subtipos de receptores de
reserva”,

Podríamos pensar que la vasoconstricción por estímulo a, es siempre
consecuencia de la entrada del Ca y de la liberación del Ca de los depósitos
intracelulares. Anibas fuentes elevarían el nivel de Ca,,, libre para que tuviese lugar
el proceso contráctiL La participación proporcional de ambas fuentes de Ca” podría
ser sin embargo distInta dependIendo del agonista y de la preparación utilizada. La
escasa participación del Ca~,, en la vasoconstricción a, por metoxamina y
fenlefrina, podría ser la causa de que el tratamiento con DAN’ K 8644 llevado a cabo
en esta Tesis Doctoral potencie sólo levemente el efecto de estos agonistas en
pithed-rar.

Las diferencias en la sensibilidad al bloqueo de la entrada del 0a... con Anca
ente Ay a, y Ay a, se han seguido estudiando. Ha podido comprobarse con la
preparación de plthed-rar que las respuestas vasopresoras del Ay a, 8-HT 933
tas-nbién eran más sensibles a la Inhibición por nifedipina que las respuestas
vasopresoras del Ag a, metoxamina, en distintos lechos vasculares <femoral y safena>
<Medgett y Pulido lees).

Aparte da las diferencias anteriormente mencionadas en la sensibilidad al
tratamiento con nifedipíca o SAN’ K 8644, ya dijimos en el apartado 3.1,C de
Resultados, que el efecto vasopresor de los Ay a,, y el efecto vasopresor de los
Ay a, art plthed-rar, presenta algunas diferencias; Estas diferencias pensamos que
también podrían axploarse en base a las distintas fuentes de Ca que podrían
utilzar estos agonistas para contraer el músculo liso vascular, En el apartado 3.1,0
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de Resultados señalainos que la elevación de la PSD era más rápida cuando se
administran metoxamina o fenilefrmna que cuando ea administran ~-i-a920 o 8-1-fr
933. La demora en la respuesta de loe Ag a, pudo apreciaras en nuestros
experimentos pero la velocidad da papel utilizada para los registros presentados en
esta Tesis Doctoral no permite sin embargo apreciar claramente esta dIferencia.

Además de esto, los efectos presores alcanzados en las curvas dosis-respuesta de
6-1-IT 920 y 6-l-ft 933 pudImos ver que eran menores que los efectos alcanzados por

administración de Ay ¿y,. Estas observacIones Coinciden con las de diversos autores
(Tmmermans y Van Zvtieten lSfiO Van Meel y col, 1961 e >. La liberación de Ca’
desde los depósitos Intracelulares pensamos que podría jugar un papel importante
en la rápida elevación de la presión arterial después del Bedmulo a,. Esta fuente
de 0a junto con la entrada de Cat,. suministrarla los lonas necesarios para la
vasoconstrIccIón, y sería Importante sobre todo para la necesarIa elevación InIcial
de los niveles de Ca, Ubre, Los depósbos intracelulares da Ca~ podrían jugar un
papel prioritario en la vasoconstricción por estímulo a, pero su agotamiento
condicionarla un retorno también rápido a niveles basales de presión arterial. Es en
realidad cierto que después del incremento presor por estímulo a,, la PSD comieran
en seguida a disminuir, recuperando en poco tiempo los valores Iniciales registrado.
antes de la administración, (como se menclonó en el apartado 31.8 de Resultados).
En el apartado 3.1.C de Resultados se señaló que los Ay a, produdan sin embargo
vasoconstricciones más mantenidas, Los registros presoras de Ag a, y Ay a~
presentados en las páginas 125 a 140 de esta tesis Doctoraf muestran estas
diferencias. En efos puede apreciaras que con los Ay a~ (8-1-IT 920 y 6-1-fr 933)
la PSD no recupera usualmente el nivel que terú antes de la adml*trac$6n. Esto
sin embargo, únicamente ocurrió oceslanahente con meloxamfrma o fenMirma cuando
se administraban las dosis más elevadas, La entrada continua del Ca,., podría ser

fundamental para el mantenhnlento del tono presor por estímulo a, en ‘plibed-rar.
pero la elevación inicial del Ca’,, necesaria para portar en marcha el mecanismo
contráctIl seda en este caso más lenta. El Gr de los depósitos kútaoehiwss no sé
utifliada prácticamente para la vasoconstrIccIón por estímulo a~ yquizé pat eso la

elevación de la PSD seria más lenta y nunca tan acusada como en el caso de los
A; a,. Es decir que cuando se utiliza un A; a, los niveles da 0a Ubre
aumentarían bruscamente por la liberación masiva de Ca’ de los depósitos
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intracek,lares. Este aporte de Ca desde los depósitos intracelulares proporcionaría
en poco tiempo la cantidad suficiente de CaN lIbre para Iniciar la contracción. Con

losAy a, la contracción tardaría más en Inlelarse porque el nivel adecuado de CCN
tre se conseguirla como consecuencia de un fenómeno más lento de entrada de
Ca, pero ab, embargo la entrada continua de Ca••.,, proporcionaría respuestas
más mantenidas. Las dosis más altas de los Ay a, metoxamína y feriliefrína podrían

promover además de la movilización del CaW. la entrada del Oat,., siendo por
ele más mantenidos con etas los efectos presores. Son precisamente estas
concenfraclones altas de Ay a, < metoxarrifria ~100pg/kgy fenliefrhna ~3Opg/kg

las que pudimos ver en las curvas dosis-respuesta < págs. Ial y 103 ) que
presentaban mayor sensibided al tratamiento con nlfedlpina.

<os resultados obtenidos en “plthed-rat” parecen en cualquier caso Indicar que
el Ca% es fundamental en la vasoconstricción mediada por estímulo de receptores
a, y esta fuente de Ca’• parece menos importante para la vasoconstilcclóri por
estímulo de receptores a,, pudiendo en este caso jugar un papel fundamental el
Ca tirado de loe depósitos intracek¡lares, La importancia del Ca,. en la
vasoconsúloclón por estímulo a, se puso de manifiesto con los ensayos en los que
ultamos nlled~h,a o SAN’ 1< 8644 corno moduladores de la entrada de Cate por
canales VOC, y como acabarnos de comentar también justificada la forma en que se
produce y mantiene la elevación de la PSD cuando se adminlstra un Ag a, en
pfthed-rar Con ~sconsideraciones expuestas, la fuente citoplasmática de Ca para

la vasoconstrIcción por estímulo a,, podría a nuestro juicio Intuís. después de los
ánsayos con metoxamina y fenlefrmna en plthed-rar. Hay sIn embargo que consIderar
que en esta tasIs Doctoral el tratamiento con TMB-6 no ocaslonó disminución alguna
en los electos presores de Ag a, en Vittted-ra?, Este compuesto, como ya se
stfialó en el apartado 1.3 de la Introducción, se ha caracterIzado como un fármaco
que bloques la utaclón del Ca del retículo sarcoplásmico, Su mecanismo de
acción aparece mía defrildo en músculo esquelétJco ( Malagodí y Chiou 1974 b),
perdsu compcqttmlanto en distintas praparaclones de músculo Aso < Malagodí y
CNÓu 1974 a>, permite temblón cantar a este compuesto como bloqueante
Intracelular del Ca” En las FIguras 24 y 25~ págs. III y 113, pudo no obstante
asedan que él tratamIento con NS-fino modtó el efecto presor de metoxamh-ia
y lecisebia en ‘pfihet’ rs?, Obteniendose un área bajo la curva y una DE.4 sImilares
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de G5~, el 0a.a tuviese una mayor participación en la vasoconstricción producida
por estimulo ~,. Si esto fuese así, con el bloqueo de las dos fuentes alternativas
de 0a se deberían obtener menores respuestas do los Ag a, en •pithed-rat’, que
bloqueando únicamente la entrada de Ca•• con nifedipina. Sin embargo en las
Figuras 24 y 25, págs. lii y 113, pudimos apreciar que el compuesto TMB-6
tampoco incrementó la inhibición producida por niledipina. En los siguientes registros

FiguraS 49 y 50, págs 192 y 193) podemos ver la inhibicIón del efecto presor da
los Ay a, producida por niledipina, así como el efecto que produce el tratamiento
con TMB-8 en ratas control y en ralas tratadas con nifedípina. Estas Figuras han
reunido los registros presentados en loe Resultados de esta Tesis Doctoral
necesarios para facilitar estas comparaclones. Podemos observar también que la
inhibición del efecto presor producido con la concentración 1000 pgfrg de nifedipina
(la más alta utilizada de este Anca), es mucho menos acusada que la Inhibición
que esta concentración de nlfedipina ocasioné en los efectos presores da los A; a,.
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En contra de lo que hasta aquí venimos exponiendo, estos reéuitados con
TMB8 en pitI,ed-rar parecen negar la importancla de las reservas intracelulares de
0a en la vasoconstricción por estimulo a,. Como más tarde veremos los
resultados obtenidos en aorta de conejo en esta Tesis Doctoral Indican sin embargo
que el compuesto TMB-S Interfiere con las contracciones vasculares de metoxamína
y fenlefrmna fri vitro, No parecen existir datos de la cinética de este fármaco en
animales de axperímentaclón que pudieran facilitar los ensayos lo vivo, pero
pensarnos que pueden existir mecanismos desconocidos y posiblemente
consideraciones cinéticas que justificarían la falta de efecto de TMB-6 en “phhed-ratt
Ya que los efectos obtenidos en esta Tesis Doctoral y aportados por otros autores
cuando se utiliza TMB-8 In vitre” requieren concentraciones elevadas del fármaco,
podrían quizá ensayaras dosis más elevadas para los tratamientos de TMB-8 en
pithed-ra?. 1-lay sin embargo que considerar que la concentración para nuestros

ensayos con NS-O en pithed-rat’ ( 2000 pgikg> es ya considerablemente superior
a la utIlizada para tratamientos con nifedípina o BAY K 8844 en esta preparación. En
cualquier caso, ya que el Ca~ proveniente de los depósitos intracelulares parece
importante para la vasoconstricción por estímulo a,, quizá deberlan ensayarse otros
compuestos capaces de interferir In vivo” con la utilización de esta fracción de Cr.
Tales compuestos serian una valiosa ayuda en las lnvestlgaoiones de farmacologfa
experimental, del mismo modo que lo son las DHP en el estudio de fármacos que
utilizan la fuente de Ca•,, para su efecto contráctil.

DistIntos autores han seguido utilizando en los últimos años el compuesto 1MB-
8 como inhibidor de los movimientos col CaN (Abollan y Nord 1968; Matthijo y coL
19068: Elay y Hoilenberg 1989; Naito y coL ¶969; Owen y Ridge 1969; Marímoto y col,
1990 1 pero su(s) mecanismo(s) de acción en músculo liso aún no se ha~n}
esclarecido defEltkameníe.
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4.2, DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN ANILLOS DE AORTA DE
CONEJO.

Los estudios en órgano aislado han resultado fundamentales para entender los
mecanismos Implicados en la utahzadón del Ca~~ cuando se estimulan receptores

a~ vasculares. En la presente TesIs DoctoreJ la contraccIón por Ag a, se ha

1 evaluado en cada preparación estableciendo como valor 100% la altura máxima déla confracción producida por 01K 90 mM. El aumento de la concentración de K en
el fluido extracelular se sab. que es capaz de despolarIzar la membrana celular
provocando una contracción en preparacIones de aorta Slada de conejo. Loa
estudios de Meistierí y ccl en IUI con medida de flujos de Ca determinaron
que en aorta aislada de conejó la despolarIzacIón por concentraciones elevadas de
K se acampanaba de la entrada de Iones 0a del medio extraceluler. Esta entrada
tanfa lugar atravesando el 0a... la membrana celular por una vta dlierente de la
utilizada cuando se estimulaban receptores a con NA. Diversos estudios confirmaron
más tarde la existencia de canales VOO en aorta de conejo que se estImulaban por
concentracIones elevadas de K, y que eran sustariclalmente dIstintos de los canales
ROO activados por NA, ya que calos diurnos pernilhn la entrada de Nr además

de la entrada ci. 0a, (Caw*, y Van Brumen 1985: Van Breemen y col 1985).
Imalzumí y coL (1989> consIguen más recientemente clemosirar con la técnica de
patcñ ctamp~ la entrada continua de Oa’ por canales VOO, en células dé músculo

liso durante la despolarIzacIón prolongada que den. lugar corI soluciones de alta

concentración de ICt
Para evaluar el comportamIento do n1fed~,fr,a corno AnCa, ysl compoflamlento

de RAY 1<6844 como Agos ti anUlo. da aorta de cone>o, hemos valorado ti tinto
de estos fármacos sobre las contracclon.a InduCida por 01K La k,l*klón de la
entrada del 0.~ por os canales NACO a. selectiva y compstlt>va para los AnCa.
y por tanto la evaluacIón cuantitattva de la hihtkión da la vasooonstulcclón InducIda

t por 01K será una medida sallalactofla y rapwductle dél grado de bloqueo ejercido
por un compuesto en particular. Igusimenle, el polenclamlento de la contracción
producida por 011< seMrá como medIda del potendanulente de la nada del Oa’..
por canelas VOO. Hay sin embargo que tener en cuenta que pese a lo dicho no está
totalmente clarificada la naturaleza de las respuestas de 011< en rndsculc Iso vascular
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La confracción inducida por K en verlos tejidos vasculares se ha visto que estaba
compuesta del desarrollo de una contracción rápIda y potente <respuesta fásica>,
y el desarrollo subsIguIente da una fase de contraccIón sostenida (respuesta tórtlca>.
Aunque en algunos tejidos vasculares la clarificación de ambos componentes de la
respuesta parece dlTlcfi, en las preparaciones de anillos de aorta de conejo puede
apreclarse la potente elevación Inicial del tono vascular inmediatamente después de
la administración de 01K y a continuación una respuesta de contracción lenta y
sostenida que alcanzó un máximo de altura aproximadamente 10 mInutos después

(ver Figura 84, pág. t47 de Resultados>. Los MCs InhIben ambos componentes de
la respuesta, peto las respuestas jónicas se sabe que se Inhiben más que las
láslon (FlaIm y ZeUs 1 98Z Fkc4ensleIn 1963: ltoh y ccl. 1 s84~ Godtralnd 1968>. Lot
AnCa perecen bhIb~ competltlvamente la entrada del Ca’ durante la contracción
tósta, peto no durante la respuesta fésica, de forma que esta respuesta fásica de
la contracción Inducida por 1<’ Incluso podría depender en parte del CC
secuestrado en depéshos Intracelulares, En la presente Tesis hemos utilIzado la
dIsmInucIón de la aura máxima alcanzada por la contracción tónlca de 01K 80 mM.
para evaluar la capacidad de distintas concentraeclones de nltediplna como
bloqueantes de la entrada del 0a. La concentración 10M de nifedipina redujo
esta altura un 52% y se seleccionó para estudiar las respuestas de AQ a, cuando
se bloques la entrada del. ca,~ en esta preparación. Del mismo modo para
promover en este tejido la entrada de Ca”., al Interior celular hemos seleccionado
la concentración l~M de BAt’ 1< 8844 que no Indujo por st misma contraccIón en
preparaciones mantenIdas en Krebs Fteriselelt (01K 6.9 mM>, pero que potenclá
ffiartada4l,srlte la contrncclón da 011< 30 mM y 90 mM, haciendo además que
aparecieran contracciones en preparaciones despolarizadas con 01K 15 n,M, El
óompuesto BM’ 1< 8844 1OM nc modificó la contracción de 01K 80 mM porque
como ya señalamos en el apartado 3.aA de esta Tesis Doctoral esta concantracción
de 01K produce la contracción máxima que puede producirse al admInIstrar este
agente. y~ por tanto la contracción máxima que se obtendrfa por entrada de Ca”,,

.8 través de canales VOO, Las primeras experIencias realizadas por .Schramm
(Sotwamm yv.ol S963 a y b > ten BAY 1< 8644 demostraron .1 cornportamlefllo de
asia OH? como AgOa, y señalaron temblón que RAY >4 88.44 < 10M.10M> es
únicamente capaz de contraer la aorta de conejo cuando se trabaja con liquido
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nutrido enriquldo en K (10 16 mM>. Podemos también señalar tas experiencias de

Vamamoto y coL 1984 y de Sorlablne y col. en 1986 en las que estos autores
comprueban que BR? K 6644 aumenta la captura de “Ca en anIllos de aorta de
conejo, dependIendo este efecto de la concentración de lO en el medO. As!, con K
I5-2OmM ~
medio extracelular, no encontrandose por otra parte mayor aumento de la captura
de “Ca por MV K 8644 con la concentración 80 mM de lO. Más recientemente
Papalsannou y col, en 1989 estudIan también la captura de “Ca en cultivos de
células de músculo lIso de aorta de conejo por MV >48644 y comprueban que esta
captura aumenta en cultivos con K 15.30 mM, no aumentando la captura basal en
cultivos con 1< &nM. Aunque las preparaciones de aorta de conejo sólo se contraen
con BAYK864451 exisleuna despolarIzación parc¿al(KIBmM>,HSttOflyCOL
(1986> pudIeron comprobar que la CHI’ AgCa YC-170 ( 1CrM-l0~’M >, inducia
contracción en preparaciones de aorta de conejo cuando se trabajaba con liquido
nutricio con 1<’ 5,9 mM.

Hay que señalar que el compuesto MV 1< 8644 no se comporta del mIsmo
modo en toda las preparaciones vasculares, En la preparación de aorta de rata el
RAY K 8844 promueve la enirada de C.S.. al InterIor celular en forma
concentracción.depefldlente, sin requarW en este caso para ello la despolarIzacIón
con >4’ 15 mM ( ONu y col. 1986 a >. Otros autora (Auguet y coL 1988> señalan
sin embargo que es necesaria tambIén la despolarización parcial con lO para

observar contracción por BAY >4 8644 en aorta aislada de rata. Wanttat y ODonnel
(1989) comprueban que en realidad las preparaciones de aorta de ratas Jóvenes
se contraen con MV>4 8644 sIn necesidad de despolarización previa, mIentras que

las de ratas de mayor edad requIeren una daspolanlladófl parcial con 011< paf a que
sea posible obtener en cias respuestas contráctiles con BAY >4 8644. Esto
probablemente puede deberse a que el potencial de reposo de las membranas de
las preparaciones de las ratas de más edad sea más n.ga*o Por último
recientemente Lawson y Cavero (1909> señalan que los efectos contráctiles que BR?
K 8644 muestra en aorta de rata en medio carente de 10 podrían deberes a la
liberación de un factor contracturante endotellal producido por olcIOOXlgenSSS.

Vamos ahora a >usttsr más detaladaffieflte la concentración de RAY >4 6644
utilizada en nuestras experiencias. Su y cd. en 1984 comprobaron que en tiras de
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la arteria de la cola de rata ~cubadascori K 15 mM el efecto máximo de BAYK
8844 ttr~o luga¡ con concentraciones 104M. 0•hlu y col. en 1985 señalan que en
aorta de rata RAY >4 8644 muestra Igualmente efectos máximos para promover la
entrada de Ca’,, al interior celular con concentraciones 1&’M, pudiendo revertirse
su efecte con nifadipina y verapamil. En los estudios de Scrlablne y col, en 1986
se comprobó además que el mayor efecto de RAY >48844 sobre la captura de “Os
en aorta de conejo se consigue también con concentraciones del fármaco
comprendIdas entre I0M~1 0dM. No hemos querido sin embargo utilizar para nuestros
ensayos concentraciones de RAY 1< 6644 mayores de 10M, debido a que este
compuesto puede según diversos autores mostrar un comportamientodivalente
apareciendo electos AnCa cuando se utiliza en concentraciones elevadas (Sdiwartz
y coL 1984; D..jbe y coL 1985 >. Además según Schramm y coL (1985 a y b> el
efecto contrácil máximo de RAY >4 8844 en preparaciones de aorta de conejo
parcialmente despolarizada aparece con la concentración axlO’M, y los efectos
máximos sobre la entrada de Ca~ con concentraciones sólo algo mayores de

3x1&’M, descendiendo los electos de RAY K 6644 con concentraciones más
elevadas, Los estudios posteriores de Pepalsanneu y coL en 1989, muestran sal
mismo los efectos mayores sobre captura de “Caen aorta de conejo con la
concentración 1 C’M de RAY >4 9644, Mano y col. (1987> encuentran tambien con
la concentración 1&’M de RAY >4 6644 potenciacIones máximas del efecto de 01K en
las arterias cerebral central, coronaria y mesenlérlca de perro. Las concentraciones
elevadas de RAY >4 8844 pueden desde luego mostrar Incluso efectos relajantes en
preparaciones Siadas. AM Mlkkelseri y ccl, (1988> observan la relajación de aorta
de rata contralda previamente con K cuando se utiliza la concentración l&M de
RAY >4 6644.

En la presente Tesis Doctoral las concentraciones 104M de nlfedipina y 10M
de RAY K 8644 se han utilizado fundamentalmente para estudiar la modificacIón del
electo de los Ag a, en anIllos de aorta de conejo cuando se inhIbe, y se estimula
respectkameníe la entrada deCr•,.~ al interior celular.

Los Ag a produjeron en las preparaciones de anuos de aorta de conejo una
respuesta contráctl que podríamos considerar bifásica. Los trabajosInlclales de
Bohr en 1963 (a ios que ya aludimos en el apartado 1,6 de Introduoclón >,
determinaron la existencia de dos faca en las respuestas de aorta de conejo a NA.
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La primera parte de la respuesta contrácti ( respuesta rápida ) podía Incluso
deprimírse elevando la concentración de ca” en el medio extraceíulai, y era

precIsamente el componente de respuesta lenta el que quedaba InhIbido al disminuir
la concentración de Dr’ en el medIo externo (ver FIgura 16, pág 66>. Más tarde
se comprobó que la contracción medlada por ÑA en aorta de conejo se debía a la
liberación del Ca”.,, y/o a la entrada de Ca”.,, ( Kuald y coL 1979, Van Breemen y
Siegel 1980, Melsherí y col. 1981 ).

Ya señalamos en el apanado 3.1.6 de Resultados de esta Tesis Doctoral que
los Ag a, selectivos (metoxamlna y fenllefrkla> producían contracciones que al Igual
que les contracciones de ÑA descritas por BoIr en 1963, presentaban una fase de
aumento rápido de tono, y una fase de respuesta contrActA posterior más lenta.
Cuando se alcanzaban concentraciones elevadas de los Ag a, en las curvas
dosis-respuesta acumulativas, el aumento de tono que se observaba después de la
administración era lanto desde el comienzo, Esto pudiera deberse a que las primeras
dosIs administradas habrían utilizado para la contracción las reservas intracelulares
de Oafl y habléndose agotado éstas reservas, las últimas respuestas dependerían
en mayor grado de la entrada de Da”.,, al interior cebJlar.

La entrada del Ca” responsable de la contracción tónica del músculo Mao se
piensa que puede tener lugar a través de canales VOO y a través de canales ROO

‘3odfralnd 1986). En lo que respecta a los canales VOO cabe señalar que la
aplicación de técnIcas de parche de membrana en músculo liso vascular está
ayudando en los últimos años a caracterizar estos canales. Existirían canales NACO
de umbral bajo o tipo T, y canales VOD de umbral alto o tipo L que sen
funcionalmente más Importantes en la regulacIón del tono vascular, y que según
Benham (1990> tIenen propiedades simflares a los canales L descritos primeramente
en células cardiacas. En la preparación de aorta de conejo exíshirfan probablemente
canales NACO tipo U

Sin embargo los resultados presentados en esta Tesis Doctoral con nitedlpina
o BAN’ 1<8844 y Ag a, en anuos de aorta de conejo, señalan la escasa participación
de la entrada del Ca’t,, por canales VOO en la vasoconstricción Inducida por
estímulo de receptores ~,.Las curvas dosis-respuesta de metoxan,lnS y fenilefrlna
en anIllos de aorta de conejo en presencia de nifedípina o en presencia de BAY>4

8844 mostraron poca diferencIe con los ensayos control, siendo simliares sus DE.,.
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y las áreas bajo las distintas curvas ( FIguras 36 y 37. págs. 153 y 154 >.
Unlcamente las contracciones producidas por las concentraciones más altas de

metoxamina, resultaron significativamente menores en los ensayos con nifedípína.
Desde luego si la metoxamina tiene la posibilidad de utilizar para la contracción
fuentes Nra y extracelulares de Dat’, podría agotar primeramente las reservas
Internas, necesitando para las contracciones últimas de las curvas acumulativas la
entrada del 0a, . Lo que habría que detlnk es sí esta entrada de Oa”,,~ llene
lugar a través de canales NACO. o bien a través de canales ROO que se activarían
el interaccionar los Ag a. con sus receptores. Ya hemos comentado en esta
DIscusión los estudios de Meleherí y col, en 1981 con medidas de flujos de Ca” en
aorta de conejo. En ellos se comprobó que la entrada del Da Inducida por NP.
era más resEstente a la Inhibición por AnCa que la entrada del Ca”,,, Inducida por
>4, y en esta preparación parece clara la existencia de canales ROO sustancialmente
distintos da los canales NACO para la entrada del Oa,. Según Wlnslow y coL
(1908 > las preparaciones de aorta de conejo pueden utilIzaras para distinguIr
fármacos que actúan sobre canales de Ca’ y fármacos que Interfieren con la
ulilzaclón de Ca”,,,, En estas preparaciones la despolarización producida por 1<’
abrIr!, los canales NACO, y los fármacos que actuasen sobre estos canales actuarían
sobre la contracción fónIca sostenida de >4’, En las respuestas a la primera fase

de la contracción resultarfa de la Iberaclón del Oa’, y esta fase no se debería
Inhibir por los AnCa. La segunda parte de la contracción a, es decir la contracción
tónIca de la respuesta, sería también poco sensible a los AnDa, y seria
fundan,entalrriante debida al movimiento del Ca”,,, por canales ROO, sIendo esta
entrada de Ca”,,, aditiva con una posibie entrada menor de Ca”,., por canales NACO.
Más recIentemente en la preparación de arteria de oreja de conejo se ha podIdo
tambIén demostrar la existencia de canales ROO mediante medidas de corrientes de
Ca” no asociadas aicamblos de potencial de membrana y resistentes a AnCa
(Droogmans ycol 1967). En esta preparación sIn embargo Droogmans y coL
(~~7> no pudieron demostrar que la NA y la fenliefrina fuesen capaces de abrir
estos canales ROO cuando Interaccionaban con sus receptores.

La preparación de aorta de rata presenta notables diferencias con la de aorta
de conejo. En aorta de rata la entrada del Ca”,., que causa ÑA no parece resistente
a la Inhibición por AnCa, y puede aumentar por RAY K 8644 estando obviamente
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mediada por activación de receptores a, ya que se bloquea con prazosin 1&’M y
no con yohimbina 1OM ( Chlu y col. 1986 a >.En otras preparaciones la entrada de
Ce”,.. que causa NP. parece tener lugar tambIén a través de canales VOO. Así
Hashimoto y col. (¶969 >, comprueban que en las arterlas femorales y renales de
conejo BR? 1< 6644 potencia las contracciones de NA, y Molderinga y Schumann

1909 ) encuentran que SAN’ >4 8644 puede aumentar la respuesta de NP. y
fenílefrina en aorta aislada de cobayo. Como hemos visto la entrada por los distintos
tipos de canales puede variar en las distintas preparaciones. Aunque no parece claro
que en todos los tejidos vasculares la entrada del Ca”,,. que promueve el estmulo
a,, tenga lugar a través de canés ROO, esta podría ser la forma priorltarla de
entrada de Oa’.,~ cuando se estlftlularl los receptores a, en aorta de conejo. La
mejor evidencia de que en esta preparación un agonista puede atrk canales ROO
es que puede producir la entrada de Ca”,., sIn que exista despolarización de la

membrana. Los vasos de resistencia mesentéricos de conejo se ha podido
comprobar que pueden despolarizares con ÑA. pero la activación de la aorta de
conejo por NP. no origina despolarización. Se ha señalado que cuando la NP. Induce
entrada de Ca”... sin despolarización del músculo liso vascular, quizá esto acontece
porque se rectifican las permeabIlidades de otros iones (por ejemplo la corriente de
salida de >4’ > ( CatMfl y Van Breemen, 1965 ). La activación del músculo ¡so
vascular se acompaña en realidad de múltiples y complejas siteraclones en la
permeablilded de la membrana a los dIstIntos lones, Friedman y Aiiardyce demostraron
ya en ¶962. la Importancia de una corriente de entrada de Ns’ cuando se contraen
algunas arterias con NP. ( Fríedman y Allardyce 1962>. Según varios autores ( Martin
y Gordon 1903; SmIth y Jones 1905: Asroson y Janes 1905> en aorta de conejo y
rata hsbrfa una activación de los canales de >4 por ÑA. pero esta activación no sería
un efecto directo sino consecuencia del incremento en el nivel de Oa’ Ibre. Según
Asronson y col. (1 986) tambIén los movimientos de N~ a través de la membrana
durante la excitación del músculo liso vascular por NP. dependieron del aumento del
Ca”,,,, y en la aorta de conejo donde la NP. parece provocar poca despolarización
podría haber un aumento en la corriente de entrada de Ña’ que compensase el
Incremento en la salIda de K’.

Hemos señalado en los párrafos anteriores que cuando se estimulan receptores
a, en aorta de conejo la entrada del Ca”... tiene lugar fundamentalmente a través
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de canales ROO, Esto justifica que las contracciones de Ag a. selectIvos (metoxamina
y tenhlefrina> hayan resultado poco sensibles a nifedípina y SAN’ >4 6644 en esta
Tesis Doctoral. Hay sin embargo que considerar que el efecto de los Ag a, puede
depender del potencial de membrana El potencial de membrana se sabe hace

tiempo que puede modular el efecto de los fármacos en músculo liso < Furctigott
1955: Bulbrlng y Burnstocl< 196&~ Bevan y Osher 1963; Castesls y col. tSr), y las
experiencias de Hondeghen y col, en 1963 demuestran que esta modulación tiene
una especial relevancia en músculo liso vascular. Más recientemente se ha sugerido
también que el tono Inducido por un agonista se potencia por la despolarización y

los canales de Ca” activados directarnene por estímulo de receptores < cenales
ROO> serian también sensibles al voltaje ( Muivany y Vldebacl< 1990>. VoMendo
a las experiencias de Hondeghen y col, en 1 903, estos autores encontraron un
marcado potenclamlento de la confracción de ÑA en anillos de aorta de conejo, y
en anillos de arteria coronaria porcina ( poco sensIble usualmente a ÑA>, cuando
estos tejidos se despolarizaban ligeramente ( alrededor de 6 mV > con
concentraciones bajas de 1<’ (12-20 mM>. Nuestros resultados en la presente Tesis
Docloraj muestran que el Ag a, metoxamhia resulta también más potente en anillos
de aorta de conejo despolarizados con>4’ 15 mM. En estas condIciones además la
nifedipina InhIbió en mayor grado las respuestas de metoxamina ( ver Figura 42.
pág.167 ). En las experiencias de Hondeghen y col. en 1983 los AnCa Inhibieron
asimismo la potenciación de la contracción de ÑA Inducida por despolarización,
aunque exista poca Inhibición de las confracciones de NP. cuando se trabajaba en
anlios de aorta de conejo con concentraccior,es 4 mM de >4’. Podemos por tanto
deck que la potencia de los Ag a, puede ser mayor en tejido vascular
despolarizado, siendo en este caso también mayor la potencia de los AnCa para
Inhibir su efecto vasoconsúlctor. Cabe suponer que cuando tiene lugar una
despolarización, y sobre todo cuando esta despolarIzación se mantiene, la entrada
continua del Ca’t.~ por canales de ca” y fundamentalmente por canales NACO,
facilita el llenado de los depósitos inlernos que podrían ser posteriormente utilizados
para la contracción por estimulo a. Según Wlbo y coL <1988> la despolarización
aumenta la afinidad de los canales de Ca” en músculo liso vascular para las DHP,
y quizá por eso en estas condiclones sería mayor el efecto de estos fármacos, Este
hecho pudiera tener especial relevancia en ctnlca. En realidad varlos autores
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sugirieron hace ya tiempo que en situaciones de lsquemla y daño celular el acúmulo
de l« a nivel extracelular ( que conllevaría lógicamente una despolarización de la
membrana ), podría colaborar al mantenimiento de una vasoconstricción excesiva
Hill y Gettes 1900; Welss y Shlin 198Z Gorman y Sparks 1982 >. Las arterlas
humanas con ateroscierosis podrían también ofrecer un sustrato anatómico con las
condiciones necesarias para un aumento de las respuestas a adrenérglcas ¡
vasotonstrlctOras, y de hecho en modelos animales de ateroscierosis se ha
comprobado un exceso de respuestas contrácties ( l~shl y Numano 1984: Kawachl
y col. 1984>. En estas sItuaciones parte del beneficio cMnlco de los AnCa se
derivaría de su capacidad para Inhibir el potenciamiento del efecto de NA inducido
por la despolarización tisular, pudIéndose justtar asf Incluso la mejoría de la función

cardíaca observada con nhedlphia en la isquemia.
En el momento actual hay que tenar también en cuenta que se están

describiendo subtipos da adrerioreceptorea a, vInculados a diferentes procesos de
entrada de Ca~ a través de la membrana celular. La inhibición de las respuestas

a. por AnCa en el tejido vascular, podría estar condicionada con la presencia de
distIntos subtipos de adrenoceptores a, en las distintas preparaciones (Muramatsu
ycoL 1900).

En lo que concierne al Ca’~. su Importancia para la contracción vascular por
es~mulo a, se puso de manifiesto en los ensayos de anillos de aorta de conejo con

metommína y fenilefrína. Los ensayos con kquldo nutricio sin Ca’ prueban la
Importancla de astas reservas Intracelulares que aportarían el 0.3’ necesario para
la contracción en estas condiciones, En estos ensayos con rquldo nutricio sin calcio,
éste Iquldo se preparó con EGTP. 5 mM, pues concentraciones Iguales o inferiores
de este quelante evitarían la entrada de cusiquier vestiglo de Ca’ al interior celular,
quelando asimiemo el Or’ unido en la cara externa de la membrana celular (Salde
y Van Breemen 1983: >4utsky y Hester 1906 ). En estas condiciones pudo

comprobarse que los Ag a, mostraban aun contracción en la preparación de milos
de aorta de conejo, siendo esta contracción consecuencia únicamente de su
capacidad para activar la liberación de Oa~ desde sus depósitos Intracelulares, y
mucho menor por lo tanto que la contracción controL Las Figuras 36 y 37, págs
153 y 154, muestran una notable dIsmInucIón de las áreas bajo las curvas de
metoxamina y fenlíefrmna cuando se trabaja con Iquldo nutricio sin Ca”, no
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habléndose podido obtener la DE,,~ de estas curvas por ser sus contracciones
inferiores al 50% del efecto máximo obtenido en las curvas control.

En realidad se sabe ya hace tiempo que en músculo liso los neurotransmisores
y autacoldes pueden producir todavía contracciones transitorias después de remover
el Ca”,,, con ESTA o después de inhibir su entrada con La3’ o AnCa. Esto prueba
que la Iteración del Ca”~ puede contribuir a su efecto contráctil. El principal lugar
de akiiacén de Ca~~ parece ser el retículo sarcopiásmico. Su existencia en músculo
¡so pudo demostrarse con estudios ultraestructurales en 1971 (Somlyo y coL 1971),

pudiendo más larde comprobarse que este retículo sarcoplásmlco era capaz de
acumular Ca” en un rango milimolar (Somlyo y coL 1902). Los trabajos de Balda
<Salda 1961: Salda y Nonomura 1981; SaIda 1982) con preparaciones en las que
la membrana se destruye mediante tratamiento con saponina prueban la liberación
de Ca” desde el retículo sarcoplásmico en músculo liso. Se ha podido además
demostrar la liberación de Ca” desde el retículo sarcoplásmico provocada por NP.
en arteria mesentérica de conejo. En esta preparación la NP. 1 O’M Indujo todavía una
contracción submaxlmal cuando el músculo se habra tratado con ESTA durante 10
minos. Esto seda lo que pudíeramos llamar contracción debida a la liberación de
Ca” Inducida por NP.. Después de la primera contracción, la administración de MA
no Indujo una segunda contracción, pero la administración de oafemna < 26 mM
todavía inducía contracción. La admInistración de cafeína 26 mM aparentemente
depletó el Ca” del retículo sarcoplísmico y posteriormente ya no se pudo obtener
nuevamente contracción nl con NP. nl con careina <Seda y Van Ereemen 1904 a),
Por otra parte Saida y Van Breemen (1984 1,> han podido demostrar mediante
medidas de Iteración de “Ca” en preparaciones de músculo liso en las que se
habla destruido la membrana, que el Cc’ puede a su vez Inducir liberación de Os”
desde el retículo sárcoplásmlco. Esto ya se habfa demostrado en músculo
esquelético <Ende I970~ Ford y Podolsl

4’ 1970), y en músculo cardiaco ( Fablato
y Fablato 1972), y ~sstificaríaque en los trabajos de Salda <1982 > se hubiesen
obtenido menores cantidades de Ca’ en retículo sarcopíásmko con aportes
mayores de Ca” ( t0~M> que con aportes menores < ir~>.

Los resultados obtenidos con TMB-8 en Soria aislada de coneja ponen también
de manifiesto la importancia que tiene el Ca”,< en la vasoconstriccIón por
meloxarnina y lenilefrha. Este compuesto ya sabemos que Interfiere con la utilización
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de Ca”... en músculo esquelético, y parece tambIén capaz de bloquear la utilización
de Ca”~, en músculo liso < Malagodí y Chiou 1974 ay b; Ohlou y Malagodí 1975).

Ya señalamos en esta Discusión que NS-O no fue capaz de modificar los
efectos presores a, de metoxamk~a y fenilefrlna en ‘phhed-rat’, Sin embargo, en
preparaciones de sollos de aorta de conejo concentraciones similares a las utilizadas

en las experiencias de Matagodí y Chlou en 1974, y de Ohiou y Malagodí en 1975,
redujeron las contracciones de metoxamlna y fenilefrina en forma concentración
dependiente, facUltando además la Inhibición de estas contracciones por nifedipina
(ver Figuras Doy 39, págs 157 y 159). En estas Figuras, puede apreclarse que con
la concentración de TMB•8 IO”M se consIgue reducir el área bajó la curva control

en un porcentaje próxInio al 5O%~ aumentando tambIén considerablemente la DE,
de ambos agonistas. Del mismo modo en las Figuras 40 y 41, págs 162 y164,
puede verse que el área bajo la cu,va de metoxamina y fenileirbia en presencia de
TMB-8 ¶rM y nifedipina 1~M, fue menor que el área bajo la curva en presencia de
un único antagonista. Parece probable que result, más limItante el bloqueo de la
utilización del Ca”,~ por NS-O en presencia de un bloqueo adIcional de la entrada
de Ca”.,. por canales NACO con nifedipIna. E,dstirfa probablemente un efecto
sInérgico cuando se suman ambos bloqueos <extraceluler e ictracehiler) en la
utilización de Oa”t Este sinergismo puede apreciaree mejor en el caso de fenilefrmna.
pues la Inhibición de su efecto en presencia de ambos antagonistas ea desde Lego
mucho mayor que la que cabia esperar sumando las InhIbiciones parciales de los

dos fármacos.
Nuestros ensayos demuestran que el compuesto TMB-8 también Inhibe en esta

preparación las contracciones de <‘60 mM cuando se utiliza en concentración Igual
o mayor de 10M. Malagodí y Chlou encontraron también en 1974 una InhibIción
con TMB-8 de las contracciones de 01K en ¡son de cobayo y en deferente de
cobayo, pudIéndose revertir este antagonismo al aumentar la concentración de ca”
en el baAo de órganos. En 1975 estos mismos autores ( Chio4J y Malagodí 1975)
comprueban que en tiras de aorta de conejo las concentracciones de TMS4
necesarias para Inhibir respuestas equivalentes de NP. y 011< eran además parecidas.
La clarificación del mecanismo de acción de TMB8 en músculo liso resulta más
problemática si consideramos el efecto Inhibitorio de este fármaco sobre las
contracciones de 01K Este efecto inhibitorio tuvo además lugar con ococentracciones
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similares a las que irúiibfan la contracción producida por metoxamlna o fenilefrlna
En músculo esquelético TMB-8 causa una potente inhibición de las respuestas de
cafetna comportándose en este caso como su antagonista competitivo (Malagodí y

Cl,iou 1974 b, Chlou y Malag cdl 1976). No altera la captura de “or’ por el retículo
sarcoplásmico del músculo esquelétIco, pero InhIbe significativamente la liberación de
“Ca” Inducida por cafeína en esta preparación < Ohiou y Malagodí 1976). A51 pues
TME8 parece actuar de forma espedflca en el retículo sarcoplásmlco del músculo

esquelético. En el músculo liso también parece estabilizar la unIón del Ca” a los
depósitos celulares, pero no parece pasible concretar en que sitio o sitios de
almacén ejerce su efecto. En los ensayos de Malagodí y Ohlou ( 1974) en íleon y
deferente de cobayo, la reversión de su efecto al aumentar la concentración
extracelular de Cst podría Incluso Indicar una InNblcIón, de la entrada del C&~.,
actuando en la membrana celular. Hay además que recordar que también en las
preparaciones de aorta hemos encontrado en esta tesis Doctoral menor InhibIcIón
de la contracción de 011<80 mM cuando el compuesto TMB-8 actúa en presencia del
AgCa RAY 1<8644 IOM, Si bien el mecanismo de acción cíe rMa-a en músculo liso
no parece claro, cabe suponer que el mecanismo de acción de 7MB-O en anuos
de aorta cte conejo podría implicar el bloqueo de la utilización del Ca” liberado
desde el retfculo sarcoplásmico, y también el bloqueo del Ca” choplasmático que
ha penetrado el interior de la célula después de una despolarIzacIón de la

membrana. Sabiendo que TMB-e Inhibe la liberación de Ca” desde el retículo
sarcoplásmico en músculo esquelético, cabe pensar que en músculo liso su electo
irnpllque también el secuestro de Ca” en los lugares de almacén. 7MB-O podría
Inhibir en músculo liso vascular la Iberaclón de Ca” desde la membrana plasmática

o el retículo sarcopltsn,Ico cuando esta liberación es consecuencia del estímulo
directo de un agonlata, pero podría también Inhibir la liberación de Ce” desde
depó~ltos Internos, sí esta liberación se Induce por la entrada de Ca”,,, cuando se
despolariza la membrana ( ya IndIcamos en páginas anteriores que en
preparaciones de músculo Uso la entrada de Ca’ puede a su vea movliizar el Ca”

del retículo sarcoplásmlco>.
Los resuitados obtenidos en anillos de aorta da conejo establecen claramente

la necesidad de la Iteración de Ca”,, para la vasoconstricción por estimulo a,.
Como bIen sabemos, otra de las preparaciones muy utilIzadas para estudios con
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agonlatas a, in vitro’, es la de aorta de rata. Ohlu y col.( 1986 a) en aorta de rata,

comprobaron la eficacia de un Ag a. para produá efecto contráctil podía depender
aún más de su capacidad para activar la liberación de Ca”,. que de su capacidad
para estimular la entrada del Ca’., Al mismo tiempo estos mismos autores
comprueban ( ChIu y col. 1986 b> que en aorta de rata (al Igual que hemos señalado
que podfa acontecer cuando se trabaja en ~,Ithed.rar),la capacidad de los Ag a,
para utilizar fuentes intra o extracelulares de or’ podía variar con cada agonista.
La forma en que un agonista Interactúa con los receptores a, vasculares,
determInaría qué proceso es actIvado, y hasta qué punto. Sin embargo habría que
señalar que para contraer la aorta de rata, un egonista total requerida la ecikaclón
de ambos procesos, promoviendo siempre la entrada del Cat,. así como la
liberación del Cafl.~. Asf en los ensayos de Chlu y col, en aorta de rata <1966 b
), la 1-MA se comportaba como un agonista total para promover la liberación de
O-a,. , pero en presencia de nifedipina solo produda respuestas de
aproximadamente un 63% del valor de las respuestas control, ya que en esta
preparación la contracción inducida por estímulo a, Invariablemente se aconipaAaba
además de la entrada de Ca”.,. . AM pues en aorta de rata eón no se ha

identificado un agonlsta capaz de provocar una contracción pci’ estímulo , que
dependa exclusivamente de la liberación del Ca’~, y resulte por tanto Insenstie a
los AnCa. La -fenilefrina que también se comporta según Chic y col (1906 b> como
agonista total en aorta de rata, mostró sin embargo en esta Tesis Doctoral
Insensibilidad a nlfedipina en los ensayos de aorta de conejo. Cabe suponer que en
aorta de conejo fuesen Incluso más importantes las reservas Intracelulares de Ca”
para la contracción por estímulo a,, pero no podemos oMdar que según hemos
señalado ya en esta Discusión el movimIento del Oa, en aorta de conejo cuando
se estimulan receptores a, tendría lugar probablemente a través de canales ROO,

poco sensibles a los AnCa. Recordemos también que la entrada del 0a’,,. pareció
más importante para la contracción del agonista selectivo metoxemina en anillos de
aorta de conejo, habiéndose comprobado ert esta Tesis Doctoral su sensibilidad a
nifedípina 1O’M. En aorta de rata ChIu y col. <1966 b) comprobaJOn que el estimulo

a. podía incluso facilitar exclusivamente la entrada de Ca”,,.. Esto sucedía con el
compuesto sgd 101/75 que no presentaba un componente de respuesta contráctil
insensible a nifedipína, de forma que la nifedipirta iO’M-1O%4 Inhibía tas
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contracciones de Sgd 101/75, y las contraccIones por concentracIones elevadas de
1<’ con Igual potencia. EJ compuesto Sgd t01P5 ya señalamos en esta Discusión,
que se clasificó corno egonista parcial en los ensayos en ratas y gatos
desmadulados, ocasionando respuestas vasoconstrictoras que resultaban también

4
marcadamente sensties a nifedipina (Tbnmermans y col. 1983 b. c: Mathy y col,
toen

Considerando las teorías de los diferentes grupos investigadores, así como
nuestros resultados *i vitro’ con Ag a,, podemos deck que tanto en aorta de conejo
n so aorta de rata el estmulo a, promueve la entrada de ca”,.., además de la
tención de Ca’, pero existiendo algunas diferencias entre ambas preparaciones.
Para precisar estas diferencias, dilísnios que en aorta de conejo La entrada de
Cr’., por estfrnulo de receptores tiene lugar sobre todo por canales ROO, siendo
el estniio a,pocosenstlealosMCasieltepdomestí despolarizado. Ensorta
de rata esta entradade ce”.,., podría tener bagar por el contrario a través de canales
VOC sensties a los AnCa. En aorta de rata además parece claro que el estímulo
a, siempre conleva una entrada de Ca’~~, inciuso cuando cE estimulante es un

Ag a, totaL pudiendo algunos Ag a, parciales facUltar exclusivamente la entrada de
Ca,.—.

En realidad la principal diferencia que Chi., y coL señalan (CNt¡ y coL 1986 b)
alcista, losA4a, en aorta de rata con el sistema utilizado por el grupo de
Tlrwnermans trabajando en ‘plihed-rar es que la actMdad Intrínseca de un agonista
cr, en aorta de rata dependería no sólo de su capacidad para terar Ca”~,. sino
tunbfln de su capacidad para promover la entrada de Ca”,,.. Así la mayor eficacia
se etlándría cuando ambas Ma de utilización de Ca” se pusIesen en marcha en
condicIones ¿pthnss. En su momento señalamos en esta Discusión que fármacos
clstables corno agonistas totales, tales come metoxamina o fenliefrmna, mostraron
en asta Tesis Doctoral senstadad al tratamiento con nifedipina en pltJied-rar. Esto
permUHa a nuestro $iclo mantener una hipótesis semejante a la de ONu tambIén
asidO 5. trabaja vivo’

Pasamos ahora a dlsttjtk los resultados obtenidos en aorta de conejo con los
a9or*tnseIM.J~ a~<8-H 920>r .<I.933 ). Enprhnerlugarhayque~e~aja,
que no parece e,dstk dMcatci alguna en poner de manifiesto la existencia de
receptores a, postsfr~Aptlcos en preparaciones de vasos *ladas, pero como ya
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Indicamos en el apartado 1.6 de Introducción de esta Tesis Doctoral, hasta este
momento han existido muobas dificultades para demostrar claramente la partIcipación
del estimulo a, en la vasoconstricción Inducida ‘In vitra” por distintos agonletas.
Existen por tanto pocos vasos aislados en los que se manIfiesten claras respuestas

ce, En las venas podría existir mayor densidad de receptores postskiáptioos a,
que en las arterias, siendo precisamente la vena safena de perro una de las
principales preparaclones donde han podido manifestaras inequívocamente las
respuestas a, vasoconstrictores < Curro y Greenberg 1983; Fowler y coL 1984;
Flavahan y col. 1984,1907; Creurt y col. 1985: Wie y Mattheus 1988; HIeble ycot
1968; Bou y Massingham 1988; Rhodes y Watergall 1967; Gulmaraes y col.1987:
Jayakody y ccl. 1907). también en algunas otras preparaciones aisladas ha podido
ponerse de manifiesto la existencia de receptores a, Entre ellas figuran las de
venas y arterias mesentéricas caninas < Kou y col, 1984: ltoh y ccl. 1967), la arteria
de la cola de rata < Medgett 1985: Medgett y Langer 1966>, la vena safena de rata

Cheung 1985), la vena safena humana < Docherty y Hyland 1985) y las arterias
digitales humanas obtenidas postmorten” ( Mouids y Stevens 1984: Stevsos y
Moulds 1985; Otevene y Moulds 1988). En todas estas preparaciones los receptores
a, postskiépticos parece que podrían activaras por la teradóri de NA desde los

nervios, lo cual resulta curioso, ya que en el múscuio liso vascular los nervios
simpáticos Inervan preferentemente, sino exclusivamente, los receptores a,
postsínáptlcos ( Docherty y McGrath 1980: Vaniaguchí y Ropin 1980; Langer y coL
1980: Wllffert y col. 1962: Langer y Shepperson 1902 ). La localización de estos

receptores a, como ya señalamos en el apartado 1.5 de la introducción seria
proxinia a ia adventicia, quedando los receptores a, locatrados en la íntima y más
cercanos al lumen. Recientemente el grupo de Vanhoutte ( Kornod y col.1990),
confirma nuevamente que en la vena safena de perro existen receptores a.,, y a
NA estimula fundamentalmente estos receptores cuando se Ubera por los nervios
simpáticos y también cuando se administra exógena. Estos autores comprueban
también que en esta preparación la denervaclón causa un aumento de las respuestas
al estímulo por agonistas a,, no afectandose las respuestas de fenilefrina

Dado que in vivo’ el Ca”.,. parece tan Importante para los IncrementOs

presores por estímulo a,, cabe suponer que tambIén las respuesta vasoconstrlctc”
ras ‘in vltro dependan en gran medida del Ca”,,., En realdad la contracción por
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estímulo a, en la vena safena canina se sabe que depende de la concentración de
Ca”,,., y la retirada de este Ca”,., inhibe las correspondientes respuestas (Jim y
Matthews 1965>. En esta preparación algunos AnCa como dlltlazem o nícardípina no
Inhibieron significativamente la contracción del Ag a, selectivo B-HT 920 ( Jayakody
y coL 1987) pero otros AnCa como verapamll InhibIeron la contracción del Ag a.
UK-14,304 con una clara depresión de su efecto máximo (Gulmaraesycol. 1987 )En
la arteria digital humana aislada, nl los receptores a, ni los receptores a. parecen
vinculados de lorma Importante a la entrada del Oa,,. < Stevens y Mouids 1986>.
y cabe además señalar que pese a la k-nportancla que parece tener el ca”.,,. para
la contracción vascular por estfmulo de receptores a, recientemente Guan y cci.
<1989>, utilIzando tiras de vena safena de perro demuestran que la activación de
receptores a, por E-Mt 920 en l«ebs carente de Ca” y con ESTA. 6X10M,
cortileva la utkaclón de Ca’ providente da una fuente Intracelular.

En esta Tesis Doctoral hemos Intentado poner de manifiesto respuestas a, en
la preparación de anillos de aorta de conejo. En esta preparación no hemos
encontrado hasta la fecha trabajos en los que los Ag a, seiect}vos consigan
producir respuestas claramente debidas al estímulo de receptores a3, y las
respuestas de aQcnlstas mbdas a,- a, como NP., parecen debidas exclusivamente
al estímulo a,, Cabe sin embargo suponer que en esta preparación las respuestas

a, únicamente pudieran manifestarse si forzamos la entrada del Ca”,,. al interior
celular. Con esla premisa fácilmente podemos justificar el escaso efecto contráctil que
los Ag a, selectivos 8-MT 920 y 8-1-IT 933 han ocasionado cuando trabajábamos
con la preparación de anillos de aorta de conejo en condiciones control (ver Figuras

44y45~págs172y174). ElelectocontráctldeB-HT92OyB-HT933 etianillos de
aorta de conejo en condiciones con’ircI seria además muy probablemente
consecuencia del estímulo a, que éstos fármacos pudieran ocasionas, ya que pudo
InNbkae totalmente cori prezosin IQQA. En rendad otros autores han comprobedo
que concentraciones elevadas de 8-1-IT 920 son capaces de contraer la aorta aIslada
de conejo, pero los efectos de este fármaco temblón en aquellos experimentos
parecían debidos al esllmulo de receptores a. ( Lues y Schúmann 1964, Bou y
Masslngham 1986>.

En las Figuras 44 y 45 págs.172 y 174. pudImos apreciar que las contracciones
de 8-MT 920 y 9.1-fr 933 se potenclaban si forzábamos la entrada de Ca”,,. en las
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preparaciones de anillos de aorta de conejo con BAY 1<8644. Puede apreciarse que
con 84-IT 920 el área bajo la curva dosis-efecto es unas 4 veces mayor en presencIa
de RAY 1< es«, y así mismo el tea be» la curva dosis-efecto de 8-NT 933 es unas
7 voces mayor en presencia de RAY K 8844. Puede también apreciarse una acusada
disminución de la DE~ de ambos agonistas en presencia de BM’ 1< 8644. En este
sentido, podemos señalar que RAY K 864s también potenció las respuestas de 6-1-fr
920 en la vena safena de rata < Cheung 1905), Por su parte, Sulpizio y Hieble en
1987 tambIén comprobaron que el compuesto 9-1-fr 920 sólo producía contracciones
consistentes en la arteria safena canina aIslada en presencia de RAY 1< 8844. Las
respuestas en arteria safena canina producidas por 8-1-IT 920 eran para estos autores
Indudablemente Inducidas por estímulo a, postainíptico, ya que se Inhibían cuando
se bloqueaban estos receptores con ralMois cina, y no Se modificaban con el
bloqueo de receptores a, por prazosín. D.l mismo modo en nuestro caso pudimos

revertir parcialmente el efecto vasoconss,Ictor de B-HT 920 y 8-NT 933 en presencia
de RAY 1< 8644 cuando los ensayos se levaban a cabo después de bloquear loe
receptores a, con yohimbina Así en las Figuras 44 y 45. las curvas dosls.respuesta
de los Ag cx, mostraron nuevamente un desplazamiento a la derecha cuando los

ensayos tenían lugar Incubando las preparaciones con yohimbina l0M. Esto pondría
de manifiesto una ImplIcación de receptores a, en las respuestas con a-MT 920 y
6-NT 933 en presencia de RAY 1<8844. Por otra parte en algunos ensayos ¡evades
a cabo con 8-1-IT 920 y 6-NT 933 en presencia de RAY 1< 8644, hemos Intentado

eliminar el posible estimulo de receptores a, bloqueando éstos con prazosín 1a~yl.
Sin embargo, en estas condiciones únicamente el Ag a, que mostró mayor potencia
en esta preparación, ea decir el compuesto 8-MT 920, se mostró capaz de producir
contracciones, Estas serían únicamente consecuencia del estímulo cx, como lo
prueba el hecho de que no apareciesen sí además las preparaciones se Incubaban
con yohimbina 1O’M. En estas condiciones, las respuestas de 8-NT 920 ya hemos
señalado en el apartado 32.C de Resuhados, que no eran respuestas mantenIdas,
apareciendo varias contracciones consecutivas de magnitud decreciente después de
la administración del agonísta ( ver Figura 48, pág. 176 ), A la luz de los
conocimientos actuales es dificlí justificar estas contracclones probablemente debidas
al estímulo de receptores a, en las preparaciones de anillos de aorta de conejo
pero sin ninguna duda existen diferencias marcadas entre las contracelones a.. y
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las contracciones de otros agonistas en esta preparación- La Figura 51, pág.21 4
muestra las contracciones obtenidas en esta preparación por 011<. por un Ag a, y
por un Ag a, Con nuestros conocimientos Intentaremos resumir las diferencias que
pudiera haber en el apode de Ca’ para estas contracciones. El 01K es capaz de
producir una despolarización en la membrana que ocaslona la apertura de canales
VOC y la entrada del Ca”,,., por estos canales. La respuesta ítalos de la
corjlrecclón podría depender también en parte del ca” secuestrado en depósitos
Intracelulares, pero la contracción tónica se debería únIcamente a la entrada da
Ca% por canales VOC. En las respuestas a, la primera tase de la contracción
tiene lugar como consecuencia de la utilización del Ca” de los depósitos
Intracelulares, y la fase de contracción tónlca también se debe a la entrada de
Ca”.,. - En .4 caso de la aorta de cone*sta entrada tiene higas sobre todo por
canales ROO, pudiendo en otros tejidos vasculares tener mayor Importancia la
entrada de Os”,., por canales VCC para la contracción mantenida Los Ag ci, que
parecen necesitar en mayor medida el Ca”,,, para su aedo contráctiL podrían
despolarizar parclahnente la membrana, permitiendo la entrada de 0.”.,,, por canales
VOC cuando actuan en presencla de un AgCa (SAN’ 1<6644). Es decir, el estímulo
de receptores a~ sería capaz de despolarizar la membrana celular hasta un nivel
en el que se podrían producir contracciones tAsios oscilantes. Estas estarían
motivadas por la entrada da Ca”,,, que SAN’ K 0644 ocaslona en tejido parcialmente
despolarizado. En cualquier caso, la forma en que tiene lugar la apertura de los
canales VOO para la entrada de Ca”,,. como consecuencia del estimulo a,, seria
suslandaimente distinta de la apertura de los canales VOC consecuente a la
despolarIzación con 011<. Ls apeflira de los canales cuando Interactiona MV 1<6644
podría irniplear uit. modte,dón distinta en be estados conformacloneles del canaL
Después del estimulo de receptores a, se producida tina activación InIcial de
canales de Ca” por SAN’ 1< 6644, con un incremento de Os”,,., y de tono contráctM.
Después de la activación inicial de los canales de Ca” estos podrían entrar sri un
estado da b-,actlvaclóo, y a medida que el nivel de Ca”,, Ubre disminuye como
consecuencia de su ullflzaclóo, se producirla la relajación de la fibra vascular, Con
la reacttvaclón de los canales de Ca” nuevamente podrían conseguirse niveles de
Ca”~ Ubres suficientes para un nuevo efecto contrActa, Esta reactivaclón podría
resuifar cada vez más costosa y el aporte de Ca”,,. ‘In vifro” por el procedimIento
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descrito cubriría cada vez con más dificultad los requerimientos necesarios para
poner en marcha el mecanismo contráctt Por este motivo las contracciones

resultarían cada vez menores. Aunque hemos tratado de F.Jst¡flcar nuestros resultados
en términos de activación y desactivación de canales del Ca”, será necesario utilizar
otras técnicas ( medidas de flujo de Ca”, patch cismp~,,>, y realzar nuevos
ensayos en distintas condiciones experimentales, para poder llegar a conocer más
exactamente como tiene lugar la utilización de Os” cuando se provocan
contracciones por estímulo de receptores a, en vasos aislados, y ritAs

concretamente en aorta de conejo,
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FIGURA SI.’ ~egistrosde la coníracción en la preparación de anillos de aorta de

conejo producida por: ( A) C[K 80 mM, (8) un Ag a, (0) un Ag a~.
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5.- CONCLUSIONES
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1.- Nlfedipinay RAY 1<8644 ocasIonan respectivamente descensos y aumentos de la
PSP en ‘piU~ed-rar más señalados cuando se administran en la yugular que cuando
se administran en el cayado de aorta. En este último caso parece posible evitar sus
electos cardilóxicos resultando ésta «a de administración idónea para estudIar los
efectos vasculares de las DI-IP en “plIlied-rar.

2.- Los Ag a, ( metoxamina y fenilefrina ) y los Ag a2 ( 8-1-IT 920 y 8-NT 933 5
producen aumentos preseros dosis-dependientes en la preparación de plthed-rat’.
El aumento de la PSD se produce más lentamente y es de mayor duración en el
caso de los Ag a,, pudiendo esto implicar diferencias en el mecanismo
vasoconsírimor de ambos lipes de agonistas.

3.- La enírada de Ca’, por canales VOC es más importante para el efecto
vasoconsirictor mediado por estimulo de receptores a2 vasculares que para el efecto
vasoconstrIctor mediado por es~muio de receptores cx, vasculares, ya que las
respuestas presoras de Ag a, en plthed-rar fueron más sensibles al tratamiento
con nifedipIna o RAY K 8544, que las respuestas prescras de Ag a, en esta misma
preparación.

4.- La concentración saco pg/l<g del bloqueante de Ca’ ‘~, 7MB-a no fue capaz de
modificar el electo de metoxamina y fer,ilefrina en “plthed-ral”, resultando por tanto el
efecto vasopreser a, en esta preparación más sensible al bloqueo de fa utíNzación
del ca”,.,.

5.. NifecipIna se comporta como AnCa en la preparación de anillos de aorta do
conejo, Inhibiendo en forma concentraclóndependiente las contraccIones producidas
por 01K 80 mM. Por el contrario BR? 1< 8644 se comporía como AgCa en asía
misma preparación cuando se utiliza en concentracIón 1 0

4M, produciendo
contracción en prepara±nesparcialmente despolarIzadas <ifls mM> y potenofando
las Contracciones de 011<30 mM y 01K 80 mM.
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6.- Los Ag a, ( metoxamína y fenilefrina ) producen contracciones mantenidas
concentración-dependientes en la preparación de anuos de aorta de conejo. Su
efecto en esta preparación es consecuencia de la utilzaclón de Ca”,,. y Ca”, ya

contracciones son menoresque dichas cuando se trabaja con fquldo nutricio sin Ca’•
y con ESTA &5 mM.

7.- La entrada de Ca”,,. por canales VOC parece poco importante para la
contracción de Ag a, selectivos en anillos de aorta de conejo, no moengcándose casi
en esta preparación el efecto de metoxamIna y fenuefrIna cuando se trabaja en
presencia de nitedipína < IO4M ) o BAt’ K 8644 ( 1OM>. Cuando se estimulan en

aorta de conejo receptores a, el Ca”,,. podría acceder al interlor celular lundamen-
talmente por canales ROO.

8.- En condiciones de despolarización el efecto vasoconstrictor a, puede aumentar,

siendo también mayor en este caso el efecto de nlfedipína. Este hecho puede
apreciarse en la preparación de anillos de aorta de conejo trabajando con fquldo

híperpotásíco ( 1<15 mM ).

9.- En la preparación de anilles de aorta de conejo el bloqueante de Ca’~ TMB-B

Inhibe en forma concentración-dependiente las contracclones de los Ag a, selectivos
(metoxamina y fenlietrina), así como tas contracclones de 011<80 mM, resultando en
presenciada BAt’ K 6644 ( 1091) menor la Inhibición de estas últimas. Esto pone
de manifiesto la Importancia del Ca”,, para la contracción de esta preparación por
Ag a,. y sugiere que TMB-8 podría bloquear la utilzaclón de Ca” cuando éste ha
accedido al interior celular por canales VOO.

1O- Los Ag a, ( 8-1-It 920 y B-HT 933 > producen contracciones

concentración-dependIentes en la preparación de solios de aorta de conejo, pero
muestran una potencia mucho menor que los Ag a, ( metoxamina y fenleirina ) en
esta preparación. Además, el débil efecto contráctil de B-HT 920 y de B-I-f~ 933 en
aorta de conejo es posiblemente consecuencia del estmuio de receptores a,, ya
que no aparece cuando se bloquean estos receptores con prazosin ( IO’M ).
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11.- Para que se contraiga la preparación de anillos de aorta de conejo por estimulo

de receptores a, parece necesaria la entrada de Ca”,,. por canales VOC, ya que
en presencia de DAN’ 1< 6644 ( 10M se potencian sIgnIficativamente las
contraccicnes de B-HT 920 y de 6-1-fr 9a3~ pudiendo revertirse parcialmente este
potenciamiento cuando se bloquean los receptores a, con yohimbina ( 104M).

12.- Cuando se producen contraccIones con 6-1-fr 920 en presencia de BM’ K 6644

lOM > después del bloqueo de receptores a, en la preparación de Millos de
aorta de conejo, estas contracciones se deberían únicamente al estfmuio de
receptores a, ya que no aparecen en presencia de yohimbina ( 1O’M >. Las
contracciones producidas por 6-1-fr 920 en estas condiciones no son contracciones
mantenidas, apareciendo varias contracciones fásicas de magnitud decreciente
después de la administración del fármaco. Pensamos que los mecanismos de
uVilzación de Cr que conlíeva el estimulo de receptores a, en aorta de conejo,
merecen esclarecerse mejor en posteriores estudios con técnicas distintas e las
utilizadas en este trabajo.
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FE DE ERRATAS

Pagina 65, línea 5*:

Donde dice “estimularía de IP
3’

Debe decir “estimulada la formación de de-

rivados de IP

Pagino 191 comienzo de página:

Falta “Cabo pensar que con el bloqueo de la fuente”

Falta en Bibliograf la

:

GUILLESPIE, .1,5, aid MUIET tC. <1967). A method of stimula—
ting the cou,iplete sympathetic outflow fían the apinal
cord te bloed veasais la the pithed-rat. Br.d.Pharmacol.
Clieraother. 30: 78-81.

GIJILLESPIE, .1.5., MACLAREN, A. aid POLLOCK, 0, <1970>. A me—
thod of stimulating different segmentsof ehe autono-
mic outf lev fíen the spinal colun te varleus organa in
dic pithed cat and ial.. Br.J.Pharmacol. 257—267.


	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	ESTUDIO SOBRE LA IMPORTANCIA DEL CALCIO EN LA VASOCONSTRICCIÓN MEDIADA POR ESTÍMULO DE RECEPTORES ALFA-1 Y...
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	INTRODUCCIÓN
	Distribución del calcio en el cuerpo humano
	La membrana plasmática como barrera de intercambio de iones
	Agonistas y antagonistas del calcio
	Importancia del lón calcio para la contracción celular
	Receptores vasculares alfa-adrenérgicos
	Antecedentes y objetivos de esta Tesis Doctoral

	MATERIAL Y MÉTODOS
	Fármacos, metodología general y condiciones de trabajo
	Preparación de "pithed-rat"
	Preparación de anillos de aorta de conejo
	Ensayos en "pithed-rat"
	Ensayos en anillos de aorta de conejo
	Tratamiento estadístico de los resultados

	RESULTADOS
	Resultados de los ensayos en "pithed-rat"
	Resultados de los ensayos en anillos de aorta de conejo

	DISCUSIÓN
	Discusión de los resultados en "pithed-rat"
	Discusión de los resultados en anillos de aorta de conejo

	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	FE DE ERRATAS

	mjnl: 
	km-: 
	ÑOI: 
	IUY: 
	POI: 


