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INTRODUCCT! OV



El descubrimiento des los Calcio bloqueadores ha
permitido um gran =avance en el tratamiento terapéutico de
paaeﬁlnientos Telacionados con procesos de espasmos del masculo
liso como en el caso de la Angina de pecht¢ y de 1a Hipertension
sigstémica.

Uno de los beneficios de leos Calcic bYlogquezdores
radica en 1i prevenciédn de la vasoconstiriccién ¢ dbien en la
fnduccién de la vasodilatacion.

- E1 vascespasmo es considerado como una “Tespuesta
contractil exagersda del tejido muscular Lliso: Porque la
activaciotn de la maguinaria contractil del mascule de v%as
aéreas, ol e las arierias coronarias y ol de la mayoria de 1los
vesos son dependientes del Calcio l{bre en el mioplasma celular,
ecta situacidn es en bduenza parte regulada por la esntrada del idn
Calcio a la célula. D= modo que el efecto relajente de los Calcio
bloqueadores se 1leva a cabo direciamente sobre esté .tejido. De
z2ht ol fnteres &= investigar el efecto de los Calcio bloquealdores
en eostados tales come 91 broncoespasme en padecimientos como el
Acgma, o] cual ss considersdo o2n 1a mayor parte de los cases como
un evento reversible Jds la obstruccidén de vias aéreas.

! Tal obstruccién es el resultado de la activacisn &=
varias rtespuestzs celyleres como lo pueden ger: La gctivacion
£irultinea 4o las células 48! misculo liso, de las cebadas, de

las sacratoras mucns?s, ¥ A, las neuronsas de! nervic vago, as!?



como tambieén células que ss producen durante Treacciones
infiamatorias en lag que intervienen los essinéfilosc Por tode lo
anterior se puede pensar ques no dnicamente las células musculiros
jisas son capaces de producir el bdroncoespasme sino que pueden
ser todas en conjunto o £6lc algunas de ellss, 1o que dificulta
aﬂn’/mac l1a evaluacién del pape} 4el Calcio en 10os procescos de
obstruccién; ¥a que todas estag célules requieren para sasu
activecion de reacciones dependientes de la translocacién del
Calcio del medio extracelular al! medio intracelular. {(Mongar J1,
Schild HO, 1958):

Con todo esos antecedentes:; numerosos agentes se
han desarrclilado o sstan en vias 4de produccién para prevenir el
flujo del (é4n Calcio del medio extracelular o intracelular a 1a
matriz citoplasmatica. Aungue o]l mecanismo de accién de algunos
agentes no estd adin bien definida, hay svdencia ques pudieran ser
efectivos en 1la prevencion tanto del espasmo de]l masculo '!isa
como en la lidberacion de mediadores gquimicos de células cedadas
que son también responsables de l1a contraccién muscul ar.

Los movimientos d4el Calcio a traves de 1a membrana
celular estan asociadas con reacciones celuleres como las
gescritas del modo siguiente: las ceiula; musculares lisas las
cuales son exitadas sufriendo mas tarde una contraccidn, las
cebadas que al ser activadas sacretan medizdores quimicos, al
fgual qus 1as células glandulares secretoras, vy .los ecsindAfileos
que se encuentran presentes sn gran cantidad en el A&rea de

obstruccidn © Iinflamscién y que ah! se acumulan por mecanismos de

Quimiotaxis.



Se han i{denti{ficado varics canales para el flujo de
iones en las células musculares lisas. Uno es el canal rapido
relacionado principeimente con el flujo 4e fones como el Sodin.
Este canal no parece ser afectado de manera importante por los
Calcio tloqueadcresg diesponibles en 1a actualidad.

Q+ro canal. 1lamads cenal lento, es mas especifico
vara el mevimients de Calzino dent~o Ae la cAlula,., en el canat! hev
€itires recepteores egpecifices para iones de ciert~ radic v cergas

elétricas determinzdac, que 1o hraren e

1)

lectivn ] Celr
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o
(Carefnoli & 1978, Orr TSC, 1973).

Uno de los Calcio bloaueadores o antagonmietas Ao
Calcio qums <=e¢ ha empleads en el <“ratamients del Asma es el
Cromoglicate de scdic, 2! cual se adAminigstra por intalaciaAn v
parece funcionar especificamente en la nrevercisn de 1a liherariaAn

de medildadcogs A2 las ceélulae cerzdas, rer 1o cue .pcsiblerente
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calula muscular lisa {(Altounyvarn PEC. I8&7),

Unce relativamente poc~ *tiempo 1964-1487 co
Aescubrie~on un g-upn d&da Jdd-ngag *aleg como la N
Vearspamil vy Diltipzem empleadas ov principalmente en el
tratamientns de enmfermalades cardicvasculares. Fstes Arogre
fueron designadas como Calrcin Rilrnoauesdores, derideo 2 que ejercen
su accisdn espacificamente Rlcaueanda el canal lentno
(Fleckenstein, 1983).

Posteriormente en 1os a%os 1987-1969 Albroacht

Fleckenstein elaborea uns clasificacién de los Calcio antegroniestas



en relacidn s su potencia y especificida3l. el orden en que

aquedaron fue el siguiente:

GRUPO " A"

Nentro dJde este grupo estan Calcio antagonistas,
cavaces de inhibir en un 90 % el aceople entre la Excifacién y la
Contraccidn en el Miccerdico ventricular de los mamiferos, antes
ds que se vea afestado el flujo de scdis juzgado esto por la
depresitn de 1la fase inicial del potencial de accién. A este
grupo pertenecent

Nifedipina
Ryosidina

VYerapamil

D 600

Diltiazem.

¢CRUPDO waw

Fste grupo de Calcio antagonistas =25 menos potente
y especifico que los del grupo " A ", Esttn incluidas dentro de
este segundo grupo substancias como:
Prenylamina
Fendilina
Terolidina

Perhexilina



Caroverina.
Las cuzales son menrnos potentes y especificas debido a que ademas
inhibhen procesos de excitacion dependient;s del Sodio. Por esta
Tazén la accidon 2 las dosis terapduticas que este grupo de Calcio
antagonistas ejercea es practicamente  insjignificante en
corparacion con las ddsie torapéuticas del grupo ™ A % (A,

Fleckenetein,. 1978, 1979, 1883).

Otros estudios recientes (%reernwood C. 1982) han
demoetrado que la Nifedipina y en forma més significativa el
Verapamil es capaz de bloquear o1 espasmo Bronguial inducido por
el ejercicio. siendo bastante seguroc su empleo: uno de los
efectos secundarios es la Hipotensidn que puede presentarse
cuando se han administrado désis relativamente altas y en forma
prolongada.

En el Pasado era un dilema para =1 medico el
tratamiento que debian seguir los pacientes que sufrian Angina de
pecho y Asma simultAneamente, debido a que el_ medicamento
dieponibhle miAs vpotente para 1a Angina de pscho era 1a
Nitroglicerin& ¥y mas tarde los RBlogueadores Beta-adrereérgicos,
pero éstos estén contrain2icados en presencia de Asma, mientras
que les estirulantes RBota—gdrenérgicos eran empleados
frecu=entemente en el Asme v tiernen efectos indeseables sokre el
aparato cardiévascu!ar.

Fn 1a actualidzd con la introduccién de los Calcio
tloqueadores, estd a disposicidn 42 los médiccos y pacientes una

nueva =lasse de Jdrogas para el tratamiento de 1a Angina de pecho vy

notras enfermedades cerdiovascul ares.



Debido al amplio margen de saeguridad que tienen 1loe
Calecio *lequeadores v aparenta e2fectividad como agentag
profilactices dsl espasmo d4el mé@sculo !igo vagcular, es en 1la
actualidad un Area de estudio prometedora para la prevencion vy
tratamiento del! espasmo de vias aéreas.

£s por tanto el interés de este trabajo, investigar
el mecanismo celuler y subcelular mediante el cual! 1los Calcio
antagonistas desacoplan la excitacién de la contracciédn en las
células musculares que participan srn 8! %roncoeszspasmo. Agimieme
determinar haesta aqaue punto 1os Calcin antageonistas pueden
intervenir en la prevencién 2e el btroncoespasmc inducido por
zgeantes que normalmente se liberan durante el estado de
anafilaxia tales come: Histamina, Serotonina, Acetilcolina vy
substancias de reaccién lenta.

Como punteo final y consezuencia de este trabajo se
investigaron y dsterminzreon las désisg terapéuticas i{dAneas an
procesos troncoespasmédiceos Y se les compard Ton las
concentraciones (DOSIS) a las cuales esas 2rogas funcionan como

sntianginosos » antikipertensnres.
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GENERALTIDADES

La contraccitn del masculo liso depende de 1la
cantidad de ién Calcio libre dentro de 1a célula (Bolton 1979:
Ebashi 1980) 1la concentraciotn intracelular del Calcio 1libre
durante el reposo es de aproximadamente 1lE-7 M o mas pequefia,
mientras que 1a c¢oncentracién extracelular est4 en el orden de
1E-3 M (0. Doherty et al, 1980) por 1o que existe un gradiente de
concentracion parea iones Calcio hacia el interior de la célula.

Por otra parte, la permeabilidad de la membrana
celular al Calcio es muy baja por lo que la entrada del catidn al
citoplasma es muy paquefia para que resulte suficiente para
iniciar la contraccioén.

Cuandoc la concentracid del Calcio extracelular se
eleva 100 veces por éncima de la concentracidén basal o sea,
aproximadamente SE-6 M o 1lE-5 M se inicia la secuencia bioquimica
dentro de 1la ceélula lograndose a fin de cuentas la contraccidn
del masculoc en cuestiodn.

tLas proteinas responsables de la contraccidon en el
masculo 1liso son la Actina y la Miosina (figura B) 1las cuales
forman filamentos finos y gruesos respectivamente, unidos
mediante puentes transversales, los cuales no se forman cuando la
célula muscular esta en reposo y los filamentos pueden deslizarse

libremente.
Cuando la concentracién de Calcio intracelular

alcanza un nivel critico (aproximadamente 1lF-6 M) este se une a



la calmodulinra para formar el complejc Calcio-calmodulina que ss
capaz de iniciar la activiadad ticlégica de diferentes proteinas
muchas de ellas enzimas como 1la Ca-¥g ATPasa (Dabrowska et al.,
1977: Adelstein & Klee, 1981).

E! proceso de excitacidtn - contracciétn en el
madsculo se efectda principalmente por 1la movilizacién del
Calcio intracelular vy extracelular entre otros factores
(Ticku & triggle 1976, Beolton 1979).

Tog eventos involucrados en el acople excitaciodbn-
contraccién y la homecstasis de]l misculo lisoc de vias aéreas se
ilustra en 1la figura A y B.

Existe suficiente evidencia experimental de que 1la
entrada del Calcio extracelular a 1l1a célula puede ocurrir
mediante dos vias:

1.- Mediante los canales de Calcio sensibles a
Potencial (CCSP, 1 en la figura A).

2.- A través de los canales de Calcio sensibles a
Receptor (CCSR, 2 en 1la figura A) situados en 1a membrana
plasmatica (Beclton 1979, Meisheri et al 1981).

Después de la entrada del ion Calcio a la célula,
éste se une a la Calmodulina formandose el complejo Calcio-
calmodulina el cual activa las cadenas ligeras de Miosina
lleva&ndose a cabo su fosforilacidn, la Miosina ya fosforilada se
une a otra proteina contractil, 1la Actina formandose entre ellas
puentes transversales, criginandose de esta forma la contraccién
en el miusculo liso.

La homeostasis del Calcio intracelular es regulada

i0



Espasmogenos
T

ST
NA?
Ca™* A ! Ca™
Ca’ Ca’ _

Calmodulina

Miosina
Ca®* Calmodulina
Cadenas ligeras de
Miosina. :
Cadenas ligeras. de Miosina CIBASE LABLIIVA). Fosfatasa

CINASA (INACTIVA} ‘/////

Miosina—POa,

CONTRACCION 4<

Actina

FIGURA " A"

Representacion de los eventos envueltos en el
acople EXCITACION-CONTRACCION y Homeostasis del idn Calcio intrace-
lular en el miisculo liso de vias aéreas.
l.- Canales de Calcio sensibles a Potencial.
2.- Canales de Calcio sensibles a Receptor.
3.- Activacidn de la liberacidén de Calcio intracelular.
4.~ Liberacidn de Calcio que se encuentra dentro del
reticulo sarcoplasmico.
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TROPOMIOSINA

JCT,

FIGURA "B "

Representacidon de los filamentos de las proteinas envueltas
en el mecanismo de CONTRACCION del misculo liso, ACTINA y MIOSINA.
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por el recambiador electrogénico Na+/Ca++ en el gue el flujo de
Calcio depende directamente del gradiente de Na+ y el flujo de la

bomba de Calcio (Ca-Mg—-ATPasa) puede ser estimulado por

espasmogenos como la Acetilcolina, 5-Hidroxitriptamina,
Histamina, Leucotrienos, Prostaglandinas y agonistas alfa, lo
cual produce movimientos intracelulares de el 1i6n Calcio
activandose de esta forma l1a calmodulina vy formAndose al

complejo Calcio-Camodulina el cual induce la activacidn de las
cadenas ligeras de Miosina.

Los canales sensibles a voltaje se abren debido a
la interacciones de ciertos espasmogenos {incluyendo las
soluciocnes despolarizantes de KCl) con receptores especificos de
membrana que reducen el potencial del sarcolema, de modo que
en ciertos msculos lisos tal despolarizacidn puede generar un
potencial de sccidn (Bolton 1979, Daniel et al 1983).

En las células del misculo 1liso traqueal se
establece un potencial de reposo entre —-48 mv y —-60 mv ¥y no
presentan potenciales de accidén esponténecs (Xirk Patrick 1975,
1981;:; Coburn & Yamaguchi, 1977 Farley & Miles, 1877; Codburn,
1979: Foster et al 1983).

Se ha observado que el Tetraetilenamonio pueds
inihitir la conductancia a Potasio y d2 esta manera puede inducir
potenciales espontiénens en piceo. Este efecto no se ha observado
con soluciones despolarizantes de KCl (Mc caing &, Souhrada,
1980; Small, 1982; Dixon % Small, 1983;:; Foster et al 1984).

Estudios in vitro apoyan la existencia de dos tipos

de canales de Calcio =n los que su apertura depende de

13



Aiferaentes espasTégencos y do la ceorcentracién extracelular 4o
Calcic.

Dichos estudios también confirman la existencia 2de
depdecitos de Calcic intra y extracelulares demostrandose que los
egspasmégenos que utilizan Calciono de compartimientes
extracelul ares son més sensitles a reducciones en la
concentracién de Calcio externo.

Tstos experimentos fueron hechne en prevaraciores
e bovirncs, caninces, coravpe ¥ humaznas arn las cuales ge indujo

1a con*raccién mediznte una solucién despolarizante 22 ¥C! vy  se

observd que son mas <gensitles a reducciones en lag
concentraciones de Calcin que aquellas induciidzs con 8
Hydroxitriptamina, Hisgstamina, Acetilcolina, Metacelina,

lLeucotrienns C4 y D4.

La prevencién y/o alivin 8e! tTroncoespasmo esta
agociado con el control de 1a cantidad de Calcio dentroe de 1la
céalula, diche contrel puede 1levarse 2 cabho mediants varias
maniobras:

1.— La inhibdbicidn <trasmembranal del fluje de Calzio ip=sde

compartimientos eviracelvliares.

2.- Lz inkhivicidnrn 4o 113 nrctiogeidn 2o 1z Calmrodulina.
2.— Lz inkiticiAn 32 l1a literacidn e Calcioc intracelulzr.
4. — 1 agum=nto 2o procesrs de socusstrec de Calcic 1ibtre.

.- La inhitricidn de 12 secuenciza »iocgquimica primari{a pzvra 1=z
intersgccidn de Actina v Miceina.
Se pie=msa que 1as drogas “loguezadoras dJde 1los

canales dea Calrirn son artivadzs peor mecaniemos dependiontes A



AMPc. Drogae como el Verapamil! y Diltiazem forman un grupo de
Calcio %bloqueadores mientras que otro estd formado por las
Dihidropiridinas representadas por la Nifedipina que podra ser
utilizada en fcrma segura en el tratamiento de varias patologias
cardiovascul ares. Sin embargc a2 excepcién del asma inducida por
el ejercicio hay poca evidencia convincente de que estas drcgas
bloqueadoras de los canales Calcic inhiken la broncoconstriccién
inducida por una gran variedad de espasmdgenos lograndose esto

s¢lo a altas ccncentraciones plasmiAticas.

1.8
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METODOS

Para el presente trabajo se seleccionaron Cobayos
hembras o machos de un peso entre 400-500 gramos. Los animales
se sacrificaron sometiéndolos a inhalar éater, dentro de un frasco
cerrado. Después se colocaron sobre una mesa de diseccién, se
limpiéd perfectamente el toérax y se abridé capa por capa hasta
llegar a la traquea, la que se cortd desde el extremo inferior de
la laringe hasta la bifurcacidn de los bronquios.

Posteriormente ésta se limpi® de tejido conectivo y
grasa colocaAndola en una caja de Petri con solucidotn de Krebs
{con un pH de 7.4 y a una Osmolaridad de 300 miliosmolas)
procediendo a cortarla en forma transversal para obtener 16
anillos con los que se formaron 4 cadenas de 4 anillos cada una
como se muestra en la figura C (G).

En seguida se amarraron de un extremc a un pato de
vidrio ¥y se cortaron todos los anillos de 1a cadena por el lado
del cartilago, segun fue descrito por Akacusa en 1952. Después
se sumergieron en un bafio para Organc aislado que contiene
s0luciétn de Krebs y se amarraron del otro extremo a un
transductor isométrico FTO3 conectado a su vez a un Poligrafo
Grass, como se muestra en la figura C.

En el bafio se hizo burbujear gas con 95 % de
oxigeno Yy un 5 % de Bioxido de Carbono., manteniéndose a una
temperatura de 38 grados centigrados en forma constante. Cuando

lag preparaciones estAn colocadas en el dispositivo experimental

17



A.,- BANO PARA ORGANO AISLADO

B.— TRANSDUCTOR ISOMETRICO

C.- PATO PARA BURBUJEO

D.- BOMBA TEMPERATURA CONSTANTE

E.—~ POLIGRAFO GRASS

F.— BOTELLA DE KRERS

G.- CADENA DE CUATRO ANILLOS TRAQUEALES

FIGURA .icll
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s les dejo 2 horas para que se estabilizara, aplicandoles una
carga de 2 gramos para que los elementos elAsticos del tejido se
estiren ¥y no se enmascaren o amortixué la actividad mecanica

contractil.

La composicidn de la solucidédn de Krebs—Henseleit

fue la siguiente:

mM / 1t.
Cloruro de Sodio 130.0
Cloruro de Potasio 4.7
Sulfato de Magnesio 1.17
Bicarbonato de Sodio 14.9
Fosfato diacido de Potasio 1.19
Cloruro de Calcio 1.1
Dextrosa 27.7

Todos los componentes para la preparacion de la
soluciodn de Xrebs—Henseleit se tomaron de soluciones Stock de las

siguientes concentraciones:

Cloruro de Sodio 2 M
Cloruro de Potasio 2 M
Sulfato de Magnesio 0.25 M
Bicarbonato de sodio 1M

Fosfato diAcido de Potasio 10 %

Cloruro de Calcio 0.5 M

19



Tomando en cuenta la disociacién de cada substancia
la solucion asi prsparada tiene una osmolaridad de
aproximadamente 300 miliocsmolas, y es isotédnica con el plasma del
mamifero, con un pH inicial de 7.85 el cual es corregido a un pH

de 7.4 mediante el burbujeo de 95 % de Oxigeno y 5% de Biodxido de

Carbono.

Las drogas utilizadas son:

A) Drogas agonistas utilizadas para inducir la contracciétn en el

misculo liso traqueal:

l1.- Clorhidrato de Histamina.
Esta substancia estA almacenada normalmente en las
células cebadas, mastositos y basdéfilos y <tiene una
poderosa accion broncoconstrictora sobre el musculo
liso traqueal des cobayot
Peso molecular: 184.1 grs/mol (Compafiia Quimica Sigma).
Da esta substancia se prepara un stock de 1.62E-3 M,
(disolviendo 10 mgs. de Clorhidrato de Histamina en 20
mis. de agua destilada). De esta solucidon se tomaran
diferentes volimenes que correspondan a las

concentraciones requeridas durante el experimento.

2.- Clorhidrato de Carbacol.
Peso molecular: 182.7 grs/mol (Comparnta Quimica Sigma).

Se prepard un Stock de 2.73E-3 M (se disuelven 10 mgs.

20



de Clorhidrato de Carbacol en 20 mls. de solucidn de
Krebs ) para tomar diferentes volimenes que correspondan

a las concentraciones requeridas para sl experimento.

3.- Cloruro de Potasio.
Peso molecular: 74.5 grs/mol (Compafiia Quimica Merck).
Se grepara un stock de una concentracion 2 M (se
disuelven 74.5 grs. de Cloruroc de Potasio en un litro de
agua destilada) para tomar diferentes volamenes que

correspondan a las concentraciones requeridas para el

experimento.

Todas estas substancias a excepcidtn de Cloruro de

Potagsio deben ser preparadas horas antes del experimento

para contar con scluciones frescas.
Los wvolumenes de las soluciones anteriores., usadas
durante el experimento son del orden de los microlitros

y por tanto la alteraciotn de la osmolaridad del bafio es

ingignificante.

B).- Drogas utilizadas para inducir la relajaciéon del masculo

lisc traqueal:

l1.- Adrensalina.
Funciona como dilatador del misculo liso bronquial.

Es un polvo cristalino. blanco. inodoro de sabor
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3.~

ligeramente amargo que se obscurece gradualmente por
exposicion al aire, muy poco soluble en alcochol y en
aceites, mientras que en agua un gramo Bitartrato de
Adrenalina se disuelve en 3 mls.

Peso molecular: 333.3 grs/mol. (Compafita Quimica Sigma).
Se prepara un stock de 1lE-3 M (si se disuelven 6.66 mgs.
de Bitrartato de Adrenalina en 20 mls. de agua
destilada) del cual se toman 1los volamenes necesarios
para alcanzar las concentraciones requeridas en los
experimentos.

Clorhidrato de Isoproterenol.

Es un poderoso activador de los receptores beta, relaja
el misculo 1iso bronquial y fue utilizado en ol
tratamiento del asma bronquial.

Peso Molecular: 247.7 grs/mol (Compafiia Quimica Sigma).
Se prepara un stock de una concentracion de 4.03E-4 M
(se disuslven 10 mgs. de Clorhidrato de Carbacol en 20
mls. de agua destilada) del que se toman 1los volamenes

necesarios para alcanzar las concentraciones requeridas

en los experimentos.

Clorhidrato de Verapamil.

Es la substancia Calcio bloqueadora prototipo, utilizada

on la clinica.
Peso Molecular: 454.9 grs/mol. ¥Knoll
Se prepara un stock de 1.09E-3 M (se disuslven 10 mgs de

Clorhidrato de Verapamil de 20 mls. de agua destilada).
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De esta solucidén se toman los volamenes para obtener las
concentraciones requeridas durante el experimento.
4.~ Clorhidrato de Diltiazem.
Es una sustancia que se emplea como vasodilatador
coronario.
- Peso Molecular: 451 grs/mol. -

Se prepara un stock de 1E-3 M {disolviéndose 4.5 mgs de
Clorhidratoc de Diltiazem en 10 mls. de agua destilada).
De esta soluciodn se toman los volGmenes necesarios para
obtener las concentracionaes requeridas durante el

aexperimento.

5.- Bepridil.

Peso Molecular: 403.22 grs/mol.

Se prepara un stock de 1.24E-3 M (debido a que el
Bepridil es soluble en a1c6h91 pero muy poco soluble  en
agua se pesan 10 mgs. de Bepridil y se disuelven en 1.5
mls. de alcohol y se afora con agua destilada a 20
mls. ). De esta solucién se toman los volamenes
requeridos para obtener las concentraciones necesarias

durante el experimento.

Todas las sustancias mencionadas anteriormente a
excepciotn del Bepridil se pueden disclver en agua desfilada.
pero tomanédo en cuenta la variabilidad de los volamenes
requeridos durante los experimentos es recomendable que se

disuelvan en sclucién de KREBS, para evitar un cambio de
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concentracion del medio en el que se encuentra el muisculo
l1isc traqueal, al agregarle 1los volimenes requeridos de

las diferentes drogas.
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" PROTOCOLO No. 1 "

Las drogas para inducir la broncoactivacidon fueron
afiadidas a los bafics en concentraciones graduales {(tabla I) para
explorar el comportamiento del mdsculo 1liso mediante curvas
dosie-respuesta. Al mismec tiempo se determindé la concentraciodn
a la que se induce en el misculo liso la maxima contraccién con
agonistas como el Carbacol. KCl e Histamina.

El registro de 1la contraccidn se hizo en un
Poligrafo Grass., o lavd la preparacioén y se dejo estabiiizar
durante dos horas aproximadamente, en seguida se agregd una doésis
de algun Calcio antagonista (Verapamil, Bepridil o Diltiazem)
en una ddsis Gnica de 1E-6 M. El cual se dejd actuar por un
espacio de 30 minutos. Y s& volvio a exponer la preparacidn a
las désis acumulativas del agonista empléado inicialmente vy se
determind el poeible efoecto que el antagonista fue capaz de

inducir.

*  PROTOCOQLO No. 2 "

Este proceso experimental consistid en exponer a la
preparacidn, a la concentracién de agonista a la cual se obtiene
una contraccidén maxima. se emplea s6lo esta ddsis Unica para
inducir el ma&ximo de contraccion en el masculo liso y en seguida
observar el efecto relajante que produce la aplicacién de ddsis
acumulativas de drogas como la Adrenalina, Isoproterencl,

Verapamil, Diltiazem y Bepridil a las concentraciones indicadas

en la tabla I1I.
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TABLA I

Agonista Concentracion M/Lt.
KC1 1E-3 2E-2 4E~-2 8E-2 1E-1
Histamina 1E-8 5E-8 1E-7 SE-7 1E—-6 SE-6 SE-8 SE-5

Carbacol l1E-8 SE-8 1E-7 SE-7 1E-6 SE~-6 1E-5 S5E-5

TABLA 11

Antagonista Concentracion M/Lt.

Adrenalina 1E-8 5E-8 1E-7 5E-7 1E-6 SE-6 1E-5 5E-5
Iscproterencl 1lE-8 5E-8 1E-7 SE-7 1E-6 SE-6 1E-5 5E-5
Verapamil 1E-8 5E-8 1E-7 5E-7 1E-6 8E-6 1lE-5 BE-5
Diltiazem 1E-8 SE—-8 1E-7 SE~7 1E-6 SE-6 1E-8% G5E-5
Bepridil 1E-8 5E-8 1E-7 SE~7 1E-6 5E-6 1E-5 B5E-5
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ANALISIS DE RESULTADOS

— A ——e o sl — S T Al ——— T — — d———— A —— —

Los resultados experimentales fueron ajustados
mediante un programa elaborado en lenguaje PASCAL 1llamado
DOSE-RESPONSE CURVE FITTING que utiliza una regresién 1lineal

mediante minimos cuadrados. Este programa se corri¢é en una

computadora APPLE 1le.

La elaboracién de las curvas se realizd en base a

los experimentos realizados. de manera que el namero de

experimentos fue de 3 a 6 seguin se indique para cada curva.
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RESULTADOS

. . ——————— ——— ————

El comportamiento mecAnico del maGsculo liso
traqueal se determin® midiendo las contracciones inducidas
sobre ese tejido con altas concentraciones de Potasio, Histamina
y Carbacol,. para ello se corrieron relaciones dosis—-respuesta
{D-R) para cada agonista a las concentraciones indicadas en la
tabla I.

Las relaciones asi obtenidas se utilizaron como
controi para un grupo de expsrimentos posteriores, sin embargo
por otra parte, cabe aclarar que cada experimento en el que se

empled un Calcio antagonista tuvo su propio control.

En las curvas (D—R) del lado izquierdo (rombos)

de las figuras 1, 2y 3 se muestra la actividad contractil en
el musculo liso traqueal producida por los agonistas
anteriormente mencionados., asimismo se pusde observar que para

obtener la mAxima respuesta contractil (figuras 1°. 2" yv 3° de
los registros isométricos obtenidos en los experimentos) se
necesit® una concentracién de 1lE-1 M para KCl, en cambio para la
Histamina y el Carbacol se necesitd una concentracion de SE-5 M
como se ilustra en las figuras mencionadas con anterioridad.

De igual forma se puede ver que la contraccidédn se
inicid a concentraciones diferentes para cada agonista. Asfi el
KCl1 1la iniciéd con 2E-2 M, la Histamina necesitd una
concentracidn de 1E-7 M y o1l Carbacol con 1lE-8 M.

Por otra parte para demostrar o valorar la
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estabilidad, confiabilidad y repetibilidad de las diferentes

respuestas, se efectuarcn los siguientes experimentos:

PRIMER PROTOCOLO.

Se determind el efecto que tiene el pretratramiento
con désis unicas de 5E~-6 M de algunos Calcio antagonistas como
lo son el Verapamil, Diltiazem y Bepridil sobre las curvas (D-R)
de los agonistas utilizados, y sefialados en cada figura, grafica.,
cuadro, etc.

La droga que se considera como Calcioc antagonista
prototipo es el Verapamil, de manera que lo que se pretendid
hacer fue determinar 1la potencia inhibidora del broncoespasmo
Que tiene el Diltiazem y Bepridil en comparacidon con el
prototipo (tabla 111 ¥y 1IV),

En 1las figuras 1, 2 ¥y 3 e puede oObservar el
efecto de los Calcio antagonistas a2 la contraccidn sefialada
anteriormente sobre 1la respuesta contractil inducida con alto
Potasioc como se puede tambien observar en las figuras 1°', 2° y 3°
de los registros obtenidoe en el Poligrafo Grass, donde la maxima
concentracidén utilizada de este agonista fue de una
concentracion de 1lE-1 M (tabla III).

Se puede ver que el efecto del Verapamil fue mayor
que el deo los otros dos va que éste logrd disminuir la respuesta
contractil mAxima en un 58 % (figura 3 y 3'), mientras gque el
Diltiazem 1la disminuyo® en un 50 % (figura 2 y 2°) ¥ el Bepridil

en un 42 *% (figura 1 y 1°).
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Estos resultados indican que 1la contraccioéon
inducida con KCl en &1 masculo 1iso es mas sensible a Verapamil
que a los otros Calcio antagonistas utilizados (tabla V).

Los resultados obtenidos en relacidén con las curvas
dosis-respuesta cuando se usd® la Histamina como agonista se
pueden observar en las figuras 4, $ vy 6. Tambiean se pueden
observar las figuras 4°, 5" yv 6° de los registros obtenidos para
este agonista. En este caso el Bepridil logréd reducir 1la
respuesta contractil en un 4% % (figura 4 y 4'"), el Verapamil la
redujo en un 40 % (figura 6 y 6°), mientras que el Diltiazem
logré reducir 1la respuesta a un 25 % (figura 5 vy T T

En 1las mismas figuras 4, 5 ¥ 6 se puede
observar 4que aan cuando el efecto fue mas severo o marcado con
Bepridil {(figura 4), l1a sensibilidad del masculo 1liso a la
contraccién inducida por Histamina disminuyd en forma mas
notoria con el Verapamil a una concentracién de SE-6 M que es la
concentracion (désis Gnica) que se emplea en este primer
anflisis al igual que para Diltiazem y Bepridil (tabla IV).

En el caso de las contracciones inducidas con
Carbacol el efecto del pretratamientoc con los Calcio antagonistas
se puede observar en las figuras 7, 8, 9 vy en las figuras 7°,
8° y 9’ que son los registros obtenidos en un Poligrafoc Grass
durante los experimentos . LLa respuesta contractil fue reprimida
en un 40 % por el Verapamil (figura 9) mientras que el Diltiazem
y Bepridil (figuras 8 y 7 respectivamente) lograron deprimirla en
un 25 % con una concentracion de SE-5 M (tabla IV). También se

puedsa observar gque aun cuando se utilizaron las mismas
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concentraciones de Carbacol que en las curvas doésis respuesta
obtenidas inicialmente el efecto del Verapamil y del Diltiazem se

observd con mayvor eficacia a doésis pequeﬂﬁs de Carbacol.
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TABLA 111

Relaciédn entre las concentraciones de los agonistas
Carbaccl, Histamina y KCL con el % de contraccioén.

25 % 50 % 75 % 100 *
KC1 7E-3 M 1.5E-2 M 2.5E-2 M 1E-1 M
Histamina 3E-6 M 7E-6 M S9E-6 M SE-5 M
Carbacol 7E-8 M 2E-7 M BE-7 M S5E-8 M

TABLA 1V

Efecto de el pretratamiento con alguno de los siguientes Calcio
antagonistas sobre las curvas ddsis—respuesta de KCl.

25 % 50 % 75 % 100 %
Bepridil 4E-2 M 6E-2 M ————— me———
Diltiazem 6E-2 M 2.5E-1 M —_—— emem—
Verapamil 4E-2 M 20 em———— ——

—————

Efecto de el pretratamiento con alguno de los siguientes Calcio
antagonistas sobre la curva désis—-respuesta de Histamina.

25 % 50 % 75 % 100 %
Bepridil BE~6 M JE~8 N =@ e e
Diltiazem BE-6 M 1.5E-5 M GE-5 M = -—-=-
Verapamil 7E-6 M B3 M 2 =eeees reesEse

Efecto de el pretratamiento con alguno de los siguientes Calcio
antagonistas sobre la curva ddsis—-respuesta de Carbacol.

25 % 50 % 75 % 100 *
Bepridil 1.5E-6 M 4E—-6 M SE-6E M = | ===
Diltiazem 3.5E-6 M 6E-6 M 1.5E-8 M = =-———-
Verapamil BE-6 M SE-6 M = -mmem—m—— esme——
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SEGUNDO PROTOCOLO:

Como segundo punto se eétudio el efecto relajador
de las siguientes drogas: la Adrenalina, el Isoproterenol. el
Diltiazem, el Verapamil y el Bepridil, a las concentraciones
indicadas en la tabla II. Y se observd el efecto gue tienen sobre
las contracciones maximas inducidas por 1los agonistas antes
mencionados (KCl, Carbacol e Histamina).

El agente que se considerd como droga estaAndar o
prototipo para la relajacion del musculo liso respiratorio en
funcion de su capacidad para revertir la mayvoria de los cambios
fisioldgicos que so suscitan durante el choque anafilictico fue
la Adrenalina, a las concentraciones indicadas en la tabla 11.

De acuerdo con los datos obtenidos resulta claro
que esta amina simpaticomimética es muy eficaz revirtiendo 1la
contraccioéon inducida por Histamina con una ED-50 de S5E-7 M, pero
que para el caso del Carbacol y el KCl es de 8E-6 M y 2E-6 M
respectivamente, permaneciendo un tono remanente para Carbacol de
8 %, ¥y de 20 % para KCl esto se puede observar en las figuras 10,
11 ¥y 12 curvas D-R. Del mismo modo se pueden observar las figuras
10°, 11’ y 12' que son los registros isométricos obtenidos en los
experimentos, mediante un Poligrafo Grass.

Otra drecga que se utilizdé fue el Isoproterenol que
desde el punto de vista terapéutico es un broncodilatador muy
eficiente pero cayd en desusco debido a sus efectos

cardiovasculares deletereos.

Los resultados que se obtuvieron (figuras 13°’, 14°

40



y 15" que son los registros isométricos obtenidos durante los
experimentos) con esta d4droga indican que o1 mayor efeﬁto 1o
tuvo sobre la contraccién inducida ﬁor Histamina (tabla V) ya
que es capaz de revertirla en un 7% % a una concentraciotn de 7E-
8 M (figura 14)., no asi la inducida con KCl1 o Carbacol (figuras
13 ¥y 15 respectivamente), donde el tono remanente fue del 20 x ,
cuando la ED-S50 fue del orden de 1lE-6 como se observa en las
figuras 13, 14 , 15 curvas D-R y en la tabla V.

El efecto broncodilatador del Verapamil (a las
concentraciones indicadas en 1la tabla II) fue el que mas se
semejo al de la Adrenalina. Los resultados se pueden cbservar en
lag figuras 16°, 17" y 18° que son los registros isométricos que
se obtuvieron durante los experimentos los cuales indican que
este Calcio antagonista es capaz de revertir en un 100 % 1la
contraccién inducida por los tres agonistaé utilizados (figuras
16, 17 y 18 curvas D-R) con una ED-50 de 5E-6 M para KC1 (figura
16), SE-6 M para Histamina (figura 17) y de 2E-5 M para Carbacol
en la figura 18 yvy en la tabla V.

Los datog obtenidos en los experimentos (19°.20° y
21’ figuras de los registros isométricos) con Bepridil indican
que éste es menos eficiente para revertir 1las contracciones
inducidas por 1los agonistas utilizados (KCl, Histamina vy
Carbacel) ya que para revertir el 50 % de la contraccion
inducida por 1lE-1 M de KC1 se requirid de una contraccion del
orden de 1lE-58 M de este Calcio antagonista, la cual es
ligeramente superior a la de las octras drogas relajantes tabla V.

El efecto de la contraccion se logréd revertir en un
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75 % s0lo en las contracciones inducidas con histamina y Carbaccl
vya que en el caso de la inducida con KC1 permanecid un tono
remanente de un 40 % (figuras 19, 20 y 21 curvas D-R).

Por tGltimo se empled, el Diltiazem &1 cual resultod
gor el que mAs se asemeja a la Adrenalina revirtiendo el
broncoespasmo inducido por KCl1 (figuras 22°, 23" y 24’ registros
isométricos). _Aunque por otra parte el Diltiazem no logré
revertir completamente 1la repuesta contractil evocada por 1los
ctroe dos agonistas. Quedando un tono remanente de 20 * para

Histamina y de 30 > para Carbacel (figuras 22, 23 y 24 curvas

D-R).
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TABLA v

Concentraciédn de Calcio antagonista necesaria para
revertir la contraccidn inducida por 1E-1 M de KCl.

ED-25 ED-580 ED-75
Adrenalina 4E-7 M 2E-6 M 1E-6 M
Isoproterenol 1E-7 M 2.5%5E-6 M 3E-5 M
Verapamil 1E-6 M SE-6 M 1.5E-5 M
Diltiazem SE-7 M 2E~-6 M 1E-6 M
Bepridil SE-6 M 8E-6 M 00—

Concentracitn de Calcio antagonista necesaria para
revertir la contraccioén inducida por 5E-5 M de Histamina.

ED—-25 ED-50 ED-758
Adrenalina 2E-7 M SE-7 M 1E-6 M
Isoproterenol S5E-8 M 6E-8 M 7E-8 M
Verapamil 9E-7 M SE-6 M 2E-5 M
Diltiazem 1E-6 M 1E-5 M 1E-4 M
Bepridil 4E-6 M 1.5E-S M 3E-S M

Concentracion de Calcio antagonista necesaria para
revertir la contraccidn inducida por S5E-5 M de Carbacol.

ED-25 ED-50 ED-75
Adrenalina 2E-6 M BE-6 M 3E-5 M
Isoproterenol 1E-7 M 2ZE-6e M 0 m————
Verapamil SE~6 M 2E-5 M 7E-% M
Diltiazem 2E-6 M 3E-5 M SE-4 M
Bepridil 1.5E-5 M 2.8E-85 M 4E~-S M
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DISCUSTION

En este trabajo se investigd 1la posibilidad de que
algunos Calcio antagonistas pudieran emplearse en el tratamiento
del broncoespasmo producido durante estados asmaticos.

El Asma es un estado reversible de 1a obstruccién
de vias aéreas causado por la activacién y respuesta de
diferentes tipos de células. Evidencia reciente ha demostrado cue
las células musculares lisas y las células cebadas gque son las
que intervienen principalmente en los procesos de
broncenstriccidn, requieren de reacciones dependientes del idn
Calcio para su activacidn. Por loc que varios agentes han sido
desarrollados para prevenir la corriente de Calcio al interior de
la célula, entre ellos el Verapamil, Diltiazem y Bepridil.

El movimiento del Calcio en la membrana celular
esta asociada con 1 acople excitacidén-contraccidn de las
células musculares lisas, y con la 1liberacidn de

mediadores

quimicos de las células cebadas.

Inicialmente el método empleado para . determinar el
mecaniemo de &acople excitacidén-contraccidn fue  descrito por
Castillo y Debeer en 1947 en el cual se emplea anillos traqueales
integros los cuales son unidos para formar cadenas de 4
unidades. Sin embarge las respuestas de las contracciones
inducidas por agonistas como el KC] eran poco consistentes y el
tiempc en producirse la respuesta, era muy variable.

Este matodo sufrio una modificaciédn (Akcasu, 1952),
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debido a su poca consistencia.

Tal modificacion consiste en unir los anillos por
sus lados cartilaginoso mas cercanoé al masculo liso y cortar
cada anillo por el centro del cartilago, 1lc cual permitid una
mayor amplitud de la respuesta, asi{ como también fue posible
obtener resultados mas reproducidbles en comparacidn con el otro
método de unidades traqueales integras (Castillo y Debeer, 1947).

Los Calcio bloqueadores parecieron ser en principio
una herramienta ldégica de prevenir o inhibir las reacciones de
las células dependientes de Calcio, a semejanza de su actuaciodn
en vasos sanguineos.

El movimiento del Calcio a través de la membrana
celular, ha sido intensamente investigado en las dos principales
células, envueltas en el proceso de obstruccién de las vias
aereas, ©estas son las células musculares lisas y las células
cebadas.

Sin embargo la acciotn especifica de dichas células
difieren en su actividad funcional pero ambas son dependientes
del ion Calcio ' para su activacion. Para que se produzca tal
activacidn es necesario que estas células recidban un estimulo ya
sea bioquimice o© antigénico, el cual activa un receptor muy
especifico de la membrana para iniciar el procesc de la entrada
del Calcio.

Dependiendo del estimulo recidido por la célula., el
Calcioc puede segulir principalmente dos caminos o canales para
entrar a ella. Uno de ellos se le ha llamado canal sensible a

Potencial (CCSP) y un segundo canal de Calcio sensible a Receptor
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(CCSR), el cual se abre mediante el estimulo de un espasmoOgeno,
como s muestra en la figura A.

Existen varias evidenﬁias que permiten distinguir
entre los canales, al partir de la hipdotesis de que 1la
depolarizacién de la membrana y la ocupacidn del receptor pueden
abrir dichos canales éor separado, algunas de esas evidencias son
las siguientes:

l1.- E1 flujo de Calcio es aditivo.

Demostrado mediante 1la estimulacidén con altoe
Potasic y Norepinefrina esto produce un maximo flujo de Calcio el
cual es aproximadamente aditivo en la aorta de conejo. Dicha
aditividad también se encuentra en los vasos mesentericos de
resistencia (Meisheri KD, Hwang O van Breemen C., 1981).

2.~ Inhibicién selectiva de los canales.

Los Calcio antagonistas como el Diltiazem y D 600
son capaces de inhibir el flujo de Calcio inducido por alto
Potasio ma&s que el inducido con Norepinefrina en la aorta de
conejo (Loutzenhiser R, Van Breemen C., 1983). De este estudio y
de otros similares se determind gue los canales sensibles a
Potencial son maAs sensibles a los Calcio antagonistas orgéAnicos
que los canales sensibles a receptor). S5Sin embargo en los vasos
mesentéricos de resistencia del conejo las contracciones
inducidas por Norepinefrina son mAs sensibles a Diltiazem y D
600 (Cauvin C. Loutzenhiser R. van Breemen C., 1983), &esto
demuestra que la selectividad también depende de que tipo de vaso
sea estimulado.

3.— Activacion diferencial de los canales.

I.La evidencia mas fuerte que apoyva el hecho de que
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los agonistas pueden abrir los CCSR (canales de Calcio sensibles

a receptor) en el mOsculo liso, es el hecho de que pueden

producir 1la entrada del ion Calci§ Yy por tanto inducir la
contraccion en el masculo liso en ausencia de la depolarizacion
de la membrana. Dichas observaciones han sido descritas
observando la activacidn de la Aorta de conejo con Norepinefrina,
los resultados indican que esta droga induce la entrada de Calcio
a traves de los CCSR mejor que a través de CCSP en este vaso.

También se eoncontrd que la Norepinefrina es capaz de inducir

virtualmente la misma contracciodn y por lc tanto el mismo flujo

de Calcio en tejidos depclarizados y tejidos con una polarizacién

normal (Cauvin y Van Breemen. 1985). Con lo que se concluye que

la Norepinefrina activa CCSR (canales de Calcio sensibles a

receptor) en el meculo liso arterial de conejo. en modo distinto

que PSCe activados por la depolarizacidédn producida por alto

Potasio (80 mM).

l.as ceélulas cebadas pueden ser activadas por un

estimulo antigénico. el cual se lleva a cabo mediante el

siguiente proceso: El antigenc s une a la porcién Fab del
anticuerpo Ig2E que se encuentra en la membrana de la c¢élula.

provocando un cambio bioquimico en ella, que se traduce en 1la

activaciédn de l1os sitios receptores de transporte, de manera que

el Calcio es liberade de 1los gréanulos vy del reticulo

sarcoplasmicce de la célula, originando a su vez la formacidn vy
liberacién de mediadores quimicos como la Histamina que es capaz
de causar la contraccién del masculo liso (David. G Tinkelman.

1985%).
En el caso de las células musculares lisas, el
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sistema de transporte de la membrana celular es activado por un
estimulo ya sea bioquimico o antigenico, 11lo que provoca 1la
mobilizaciédn de Calcic desde los depésitos extracelulares, los de
la mitocondria y del reticulo sarcoplasmico a 1la matriz

citoplasmatica, en seguida se une el ién Calcio con la Calmodulina

formAndose el complejo Ca-calmodulina, desPUés este complejo se

une a las cadenas ligeras de Miosina kinasa inactiva, pero que
al unirse al complejo se activa.- Mas tarde se produce 1la
fosforilacidn de la Miovsina por medio de una fosfatasa y asi la
Miosina va fosforilada se une con la Actina produciéndose de esta
forma la contraccidén en las células musculares lisas.

Por 1o anteriormente mencionado este trabajo de
investigacion se enfocd hacia la determinacidn del comportamiento
del misculec 1iso al ser estimulado mediante agonistas de 1los
canales de Calcio como l1a Histamina, el Carbacol & el KCl, asti
como también determinar el comportamienteo del midsculo liso ante
un pretratamiento con algunos Calcio blogueadores como el
Verapamil, Bepridil ¥ Diltiazem, de igual forma el efecto que
tienen dichas drogas sobre la contraccién inducida previamente
con Histamina, Cardbdacol y KC1.

Los resultados con respecto al comportamiento del
masculo 1liso al inducir en él., la contraccién con 1los tres
diferentes agonistas., fue de diferente magnitud., de tal forma que
la inducida por Carbacol fue mayor gque la inducida por Histamina
y a su vez ésta fue mayor que la inducida por alto Potasio.

Este hallazgo nos puede dar una idea de gue en la

célula del mdsculo liso traqueal probablemente existe mayor
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densidad de canales de Calcio sensibles a receptor por unidad de

Area vya que la mayor contraccitn que se obtuvo en las

preparaciones in vitro fue cuando se utilizd el Carbacol como

agonista el cual abre canales de Calcio sensibles a receptor al

igual que la Histamina, s0l0 que esta Gltima parece abrir menor

ntmero de canales sensibles a receptor en comparacién con el

Carbacol.
Lo anteriormente seffalado puede ser posible yvya que

la magnitud de 1las contracciones inducidas por Carbacol,.

Histamina Y KC1 en el misculo liso brongqguial fueron diferentes

atn cuandco las concentraciones para obtener la maxima respuesta

contractil para Histamina y Carbacol fue la misma (5E-5 M).
Estos resultadcs nos muestran la existencia de los

dos diferentes canales de Calcio (Meisheri KD, 1981, Cauvin C.

Lukeman, 1984, Cauvin C. Saida K. 1984 ), uno de los cuales es

sensible a Potencial v que fue activado por la solucién de KC1,

y otro sensible a Receptor, que fue activado por Histamina

y por Carbacol en forma separada, va que estos agonistas se

utilizarcn en forma individual tanto en ddsis Unicas como en

désis acumulativas en las preparacicnes in vitro.

Por otro lado lcos resultados obtenides en cuanto al

efecto de Calcio antagonistas como el Verapamil, Bepridil vy

Diltiazem administrados previamente a la induccidn de la

contraccidén con KCl, Histamina o Carbacol, revelan la posibilidad

de que dichas drogas Calcio antagonistas pusdan ser utilizadas en

la profilaxia de el broncoespasmo producido durante estados

asmaticos. Ya que como se puede observar en las figuras 3, 6 Y 9

el Verapanil logré prevenir por lo menos en un 40 % 1la

contracci¢n inducida con Histamina y Carbacol (figuras 6 y 9
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respectivamente), mientras que para la inducida con KC1 logro

prevenirla en un 60 % (figura 3), 1o que también nos revela que

la sensibilidad a 1os Calcio antagoniétas es mayor en los canales
de Calcio sensibles a Potencial que en los canales de Calcio
sensibles a Receptor.

Mientras que el Diltiazem logrd prevenir un 25 % de
la contracciédn inducida por Histamina y Carbacol figuras 5 y 8
respectivamente el caso de la inducida con KCl1 logro prevenirla
en un 50 % (figura 2). Observandose nuevamente que los canales
de Calcio sensibles a Potencial son bloqueados mas rapidamente
que 1los sensibles a Receptor.

Los datos obtenjidos en cuanto al efecto del
Bepridil, muestran que éste logrdé inhibir aproximadamente el 40 %
de 1a contracciédn inducida con KC1 e Histamina (figuras 1 y 4
respectivamente), en cambio para la inducida con Carbacol sélo
logrd inhibirla en un 2% % como se puede observar en la figura 7.

Hasta este punto de la investigaciotn 1o que se ha
pedido determinar es que una dosis de 1E-6 M de Calcio
antagonistas como el Verapamil Bepridil y Diltiazem, pueden

emplearse en la preofilaxis del broncoespasmo segin la siguiente

tabkla:

T ABL A Vv iI

VERAPAMIL DILTIAZEM BEPRIDIL

% D E I NHIBICTION
AGONISTA
KC1 60 50 40
Histamina 40 25 40
Carbacol 40 25 25

. A —— T A VI S S it Al e M A A S — ———— A S AP N A S— — — T— T L S S e A S . T — — T — T — A iy . A S — — — o ———— ——



De acuerdo con los datos anteriores el Verapamil a
una concentracion de 1lE-6 M es el Calcio antagonista que funciona
mejor en la profilaxia de la broncocohstriccibn. para inhibir la
respuesta celular producida por lcs tres diferentes agonista
empleados.

El Diltiazem a una concentracidn de 1E-6 M
funciona mejor para inhibir la contraccidn inducida con KCl vya
que la inducida con Histamina y Carbacel sélo logra prevenirla en
un 25 *% poco menos de lo que logra el Verapamil.

Mientras 9que., el Bepridil a una concentracion
igual que 1los Calcio antagonistas anteriores (lE-6 M) logra
inhibir la contracccién inducida con KCL e Histamina, aunque no
también como 11lo hace el Verapamil y el Diltiazem al inhibir el
flujo de Calcio provocado por el estimule con KC1 a una
concentracién de lE-2 M.

Los datos anteriormente sefialados concuerdan con
estudios, sobre 1los Calcio blogqueadores (M. D. Cristobal H.
Fanta. 1385) los cuales fueron efectuados en pacientes asmaticos
para la prevencién de la broncoceonstricciédn inducida por el
ejercicio, demostrandocse que la broncoconstriccidn es inhibida
significativamente por la premedicaciédn con Verapamil inhalado a
una dosis de 3 mgs. y Nifedipina sublingual a una dosis de 10
mgs .

También se encontrd que el Diltiazem en una doésis
de 1E-4 M es capaz de inhibir el 50 % de la contraccidén inducida
por Histamina, esto en experimientos in vitro sobre tiras

traqueales aisladas de cobayos. (Nagao T. Iwasawa Y. Ikezawak,

1381. Douglas J. S, Binkc. 1977).
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Como se puede observar en la tabla IV, el Bepridil
logr® inhibir la respuesta contractil de la Histamina y del KCIl
mas no la inducida por Carbacol. por-lo que podemos decir que no
todos 1los canales de Calcio son iguales sino qus exiesten entre
elilos diferencias de afinidad, composicidén molecular, y muy
posiblemente mecanismos bioquimicos., que determinan la capacidad
de las drogas para bloquear el flujo de Calcioc al interior de la
célula y de esta forma inhibir 1la contraccién, ya que sin este
ién es imposible que el proceso de contracciédn se lleve a cabo.

El efecto que los diferentes Calcio antagonistas
producen despuéas de haberse inducido la contraccidon con 1los

agonistas también fue investigado y los resultados al respecto

indican que a8l Verapamil es unoc de los Calcio Bloqueadores méas
potentes ya que éste es capaz de revertir en un 100 2% la
contraccion inducida por cualquiera de los tres agonistas, como

se puede observar en las figuras 16, 17 y 18.

El Diltiazem sélc logré inhibir completamente 1la

contraccién inducida con KC]l mientras gque la inducida con los

otrose dos agonistas (Histamina y Carbacol), inhibid s&lo el 75 %

del efecto preoducido por los agonistas, 1o cual nos dice que el

Diltiazem es una droga que tiene un efecto mavyor sobre los
canales de Calcio dependientes de potencial que sobre los

dependientes de receptor (figuras 22, 23 y 24).

Los resultados con respecto al efecto del Bepridil
indican que los canales de Calcio sensibles a Potencial son mucho
mAs suceptibles al bloqueo por esta droga que los canales de

Calcio sensibles a receptor (19, 20 y 21).
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CONCLUSIONES
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CONCLUSTIONES

La aplicacién rutinaria hasta la fecha de 1los
Calcio antagcnistas Y- a hecho para tratar problemas
cardiovasculares en los humanos.

En 1la siguiente tabla se presentan una serie de
datos, sacados de la literatura en 1a que se sefialan las
concentraciones mol ares de cada uno de les diferentes
antagonistas en las patologias sefialadas en el encabezado de 1la
tabla VI1. Esto con el fin de compararlos con 1los datos

experimentales obtenidos en este trabajo (tabla VI).

TABLA vIZI

DATOS DE LA LITERATURA:  ANGINA PROBLEMAS RESPIRATORIOS
Diltiazem  1.24E-7 M % 1.463E-4 M <
Verapamil 6.37E-8 M * 1.568E-5 M >
Bepridsl = ===z0z20 0 =—eessmcsseses sceseceeeee
Nifedipina 6.23E-7 M @ 6.23E-7 M &
W DATOS ERPERIMENTALES »
""""""""""""""""""""" Post-tratamiento.

Pretratamiento Contraccién inducida con:

KC1 Histamina Cardbacol

Diltiazem  SE-6 M SE-6 M SE-6 M 2E~5 M
Verapamil SE-6 M 2E-6 M 1E-5 M 3E-5 M
Bepridil BE-6 M 8E-6 M 1.5E-5 M 2.5E-5 M

* Herman et al, @ Foster et al, & DRUGS 3.
* Freedman et al, > Fobert E. Kates, < Van Breemen C.
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fos datos mas abundantes fueron 1los encontrados
para Piltiazem, Verapamil ¥y Nifedipina utilizados como
antianginosos y antiarritimicos. |

En cambio para problemas respiratorios el uso de
esas drogas no es frecuente y los datos son escuetos, sefial Andose
estos en la segunda columna de la tabla VII. En la que se muestra
que las concentraciones utilizadas de Verapamil y Diltiazem &on
altas en comparacidn a cuando estas drogas son utilizadas como
antianginosos.

Lo anterior nos da idea de que el Verapamil y el
Diltiazem no pueden ser empleados de manera segura en problemas
respiratorios va que a tales concentraciones terapetticas
producen efectos deletereos sobre el sistema cardiovascular.
Aunque esto no es del todo concluyente, va que los datos
seffalados para problemas respiratorios son escascs y ademas se
sabe qgue un ataque asmatico puede ser inducido por diferentes
causas entre ellas por alergenos, por el ejercicio y por la
inhalacidn de aire frio. De manera que los datos que se sefialan
en la tabla VII para problemas respiratorics sélo son validos
para asma inducida por ejercicio, pero no hay datos disponibles
aan. para casos de Asma inducida por los otros dos factores
mencionados.

En el caso de la Nifedipina, como se puede observar
en la tabla anterior, es 1la dnica drcocga que se emplea en
concentraciones equimelares cuando es utilizada en problemas
cardiovasculares y respiratorios.

En 1la parte inferior de la tabla VII se muestran
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las concentraciones empleadas en este trabajo son menos elevadas
que las concentraciones a las que el Diltiazem es empleado en
problemas respiratorios. Esta situﬁcion deja aun abierta 1la
investigacién a 1la posibilidad de que los Calcioc antagonistas
sean Otiles en otos casos de broncoespasmo ademas del inducido
por el ejercicio, como cuando el Broncoespasmo es inducido por

frio, polvos, polen, y algunas respuestas anafilacticas.

67



RIBLIOGRATFTIA

658



1.~

BIBLIOGRAFTIA

Adelstein, R. S. & triggle, D. J.

Purification and characterisation of smooth suscle myosin
ligth chain kinase.

J. Biol. Chem., 1%81, 25&: 7501-7509.

Akcasu, A.

Action of drugs on the isclated trachea.
J. Pharmacol. 1852, 4:671.

Altounvan REC.

Inhibition of exXperimental asthma by a new compound disodium
cromoglycate.

Acta Allergy 1967, 22:487.

Riggs. D. F.

Direct and indirect of trans mitters and other substances on
smooth muscle.

Can. J. Physiol. Pharmacol. 1584, 62:727-733.

Bolton, T. B.

Mechanisms of action of trans mitters and other substances on
smooth muscle.

Physiocl. Rev. 1979, 59: 606-718.

Bramah N. Singh, M D. DPhil, Sherrin BRaky, M S. and Koonlawee
Nademanee, M D.

Second—-Generation Calcium Antagonists: Search for Greater
Selectivity and Versatitlity.
Am. J. Cardiol. 1885, Vol. 55,

Carafoli E, Clementi F, Darbikowzki W, et al.
Calcium transport in contraction and secretion.
Amsterdam: North, Holland Publishing 1978.

Castillo J. C. and De Beer. E. J.

The tracheal chain preparation for the study of
antispasmodics with particular reference +t6o bronchodilator
drugs.

J. Pharmacol Exp. ther. 1947, 90:104-199.

Cauvin C. Loutzenhizer, R & Van BRreemen C.
Mechanisms of calcium antagonist induced vasodilation.
amn Rev Pharmacol Toxicol., 1883, 23: 373-336.

Cauvin C. Lukeman S. Cameron J. et al.

Theorical bases for vascular selectivity of calcium
antagonists. -

J. Cardiovasc. Pharmacol 1984, 6 (suppl. 4): S630-8.

639



13.—

15. -

16. -

i9.-

20.-

22.-

23.~

Cauvin, C., Saida, K & Van Breemen, C.
Efects of Ca—-antagonists on Ca fluxes in resistance vesseles.
J. Cardiovasc. Pharmacocl 1982, 4 (suppl. 3): 287-290.

Christopher H. Fanta Md.

Calcium channel blockers in profilaxis and treatment of
asthma.

Am J. Cardiol 1985, 55: 202B-209B.

Coburn, R. F. & Yamaguchi, T.

Membrane potential-dependent and—-independent tension in the
canine tracheal muscle.

J. Pharmac. Exp. ther.., 1977, 201: 276-284.

Coburn, R. F.

Electromechanical coupling in canine trachealis muscle:
acetylcholine contractions.

Am. J. Physicl., 1979, 236: Cl77-Clg4.

Constantine J W.
The spirally cut tracheal strip preparation.
J. Pharmacol 1965, 17: 384-385.

C. S. Venugopalan.

Comparison of response of tracheal +twin spirals to
brenchoactive agents.

Clin. Pharmacol 1985, 7(10): 519-521.

Cynthia Cauvin and Cornelis van Breemen.
Diferent CazZ+ channels along the arterial tree.
J. Cardiovassc. Pharmacol 13985, 7 (suppl. 4).

Daniel, E. E., Grover, A. K. & Kwan, C. Y.

Calcium Biochemistry of smooth muscle.

Vol. I11 (1-88) ed. Sthephens, N. L., 1983, Boca Raton.
Florida: CRC Press Inc.

David G. Tinkelman, M. D.
Calcium channel blocking agents in the Prophylaxis of
Asthma.

The American Journal of Medicine, 1385 February wvol. 78
{(suppl 213).

Dixon, J. S. & Small, R. C.

Evidence of poor conduction of muscle excitation in the
longitudinal axis of guinea-pig isolated tracheal.

Br. J. Pharmac., 1983, 79: 75-83.

Douglas J S, Ridgway P, Brink C.
Airway responses of the guinea pig in vivo and in vitro.
J. Pharmacol Exp. Ther 1977, 202: 116-124.

Dabrowska, R., Aromatoria, D.. Sherry, J.M.F. & Hartshorne.
Composition of the myosin ligth chain kinase from chicken

70



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33+

34.

gizzard.
Biochim. Biophys. Res. Comm., 1977, 78: 1263-1272.

Drugs.
1985, Veol. 30, pé&g. 192.

E. Chandler Deazal., M.D., Andrew D Cherniock.

Effects of Verapail on Histamine and Carbacecl-Induced
contraction of Pulmonary tissues in vitro.

Chest /86/5/November 1984.

Edward D. Hogestatt.

Characterizacion of two different Calcium entry pathways in
small mesentyeric arteries from rat.

Acta Physiol. Scand 1984, 122: 483-495.

Farley, J. M. & Miles, P. R.

Rcocle of depolarisation in acetylcholine—induced contractions
of dog trachealis muscle.

J. Pharmac. exp. ther., 1977, 201: 199-205.

Fanta CH. Venugopalan CS, Lacouture PG, Drazen JM.
Inhibition of bronchoconstrictor.
Am Rev. Respir. Dis., 1978, pag:275-679.

Fleckenstein A.
History of calcium antagonists.
Cir. Res. 1983, 8§82 (suppl. 1): 1-3-1-186.

Fleckenstein A.

Specific Pharmacology of calcium antagonists in myocardium,
pacemakers and vascular smooth muscle.

Amu. Rev. Pharmacol Toxicol 1979, 17: 149-166.

Fleckenstein Grun G, Fleckenstein A, Byon YK. Kim KW.
Mechanism of action of Calcium antagonists in the
treatamente of coronary disease with special referenc to
perbexiline maleate.

Amsterdam: Excerpta Medica 1978, pag: 1-22

Foster et al.
Drugs.
1983, Vol. 30: 218.

Foster., R. W., OK palugu, B. I & Small, R. C.

Antagonism of Ca++ and other actions of Verapamil in guinea
pig isolated trachealis.

Br. J. Pharmac., 1984, 81l: 499-507.

Feoster, R. W., Small, R. C. Wesion., A. H.

Thespasmogenic action of potassium choride in guinea-pig
trachealis.

Br. J. Pharmac., 1983, 80: 553—-559.

71



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Freedman et al.

Verapamil kinetics inmormal subjects and patients with
coronary artery spasm.

Clin Pharmac Ther November 1981, 30:646.

Herman et al.
Drugs.
1985, Vol. 29: 192.

I. W. Rodger.
Excitation—contraction coupling and oncoupling in airway.
J. €Clin Pharmac. 1985, 20: 255S5—-266S.

Janice B. Schwartz. D. R. Abernethy. A. Taylor & J. R.
Mitchell.

An investigation of the causa of accumulation of Verapamil
during regular dosing in patients.

J. Clin Pharmac 1985. ¥Vol. 189.

KirK Patrick, C. T.
Excitation and contraction in bovine tracheal smooth muscle.
J. Physiol.. 1975, 244: 263-281.

lLoutzenhiser R. & Van Breemen C.

The influence of receptor occupation on Ca++ influx
mediated vasculasr smooth contraction.

Circular Res, 1983, 52(Suppl. 1): 97-103.

McCaing, D. J. & Souhrada, J. F.

Alteration of electrophysioclogical properties of airway
smooth muscle from sensitised guinea pigs.

Resp. Physiol., 1980, 41: 49-60.

Meisheri, X., Hwang, 0. Van Breemen, C.

Evidence for two separate Ca++ pathways in sooth muscle
plasmalemma.

J. memb. Biol., 1981, 59: 19-25.

Mongar JL., Schild HO.
The effect of Calcium and pH on the anaphylactic Histamine

release.
J. Physiol (Lond) 1958, 140: 272-282.

Nagao T, Iwasawa Y, Ikezawa XK, Murata S, Sato M.
Bronchodilator actions of Diltiazem in vitro and in vivo.
Folia Pharmacol Jpn. 1981, 77: 553-558.

1 .
0. Doherty, J., Youmans, 5. J.
Calcium regulation during stimulus secretion coupling:
continuous measurement of intracelullar calcium actives.
Science, 1980, 209: 510-573.

Oorr TSC.

Mast cells and allergic Asthma.
Br J Dis Chest 1973, 67: 87-106.

72



47.-

480—

49.-

500-

51.-

52.-

530_

540-

585. -

56.-

570-

Patel KR.

The efect of Verapamil on Histamine and Methacholine induced
bronchoconstriction.

Clin All 1981, 11: 441-447.

Patel KR.

Calcium antagonists in exercise—induced Asthma.
Br. Med J 1981, 282: 932-933.

Robert E. Kates, Ph. D., Deborah L. D.

Verapamil dispesition kinetics in chronic atrial
fibrillation.

Clin Pharmacol Ther. July 1981, 30: 44.

Saida K Van Breemen C.

Mechanism of Ca+2 antagonists induced Vasodilation:
intracellular actions. .

Circ. Res. 1983, 52: 137-142.

Schwartz J. B. Keefe D. L. Kirsten E.. Kates R. E: &
Harrison D. C.

Prolongation of Verapamil elimination kinetics during
chronic oral administration.
Am Heart J., 1982, 104.

Small, R. C. _
Electrical slow waves and tone of guinea pig isolates

trachealis muscle: the effects of drugs and temperature
changes.

Br. Jo Pharmaco ] 198_2' 77: 45-540

Ticku, M. K. & Triggle, D J.
Calcium antd the muscarinic receptor.
Gen. Pharmac., 1876, 7: 133-240.

Thimothy J. Kamp, Richard J. Miller.
Voltaje—-sentitive Calcium channels and Calcium antagonists.
Pharmacology 1987. vol. 1.

Van Breemen C. Hwang 0. Meishen KD.

The. mechanism of inhibitory action of Diltiazem on vascular
smooth muscle contractility.

J Pharmacol Exp. Ther 1981, 218: 459—464.

Van Breemen, C. Aaroson., P. & Loutzenhisder, R.
Sodium—Calcium interactions in mammalian smooth muscle.
Pharmaceol Rev. 1979, 30: 167-208.

1
Weiss GB.
Calcium in drug action.
New York: Plenum Publishing., 1978, 3-32.

73






