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RESUMEN
Se ha demostrado que el antagonista irreversible de los receptores a1-adrenérgicos,
fenoxibenzamina (FBZ), incrementa la potencia de algunos bloqueadores de los canales
de Ca™ para inhibir las respuestas vasoconstrictoras mediadas por los receptores o/1-
adrenérgicos in vivo e in vitro. En vista de que la FBZ es mas potente para amplificar los
efectos inhibitorios de la nifedipina (NIF) que para bloquear las respuestas ol-
adrenérgicas in vivo, es posible que tales propiedades amplificadoras de la FBZ se
expliquen por un mecanismo no relacionado con la alquilaciéon de los receptores o-
adrenérgicos, tal como la inhibicién de la calmodulina. Esta proteina puede ser inhibida
irreversiblemente por la FBZ. Con base en estas observaciones, el objetivo del
presente trabajo fue analizar el efecto de la inhibicién farmacolégica de la calmodulina
sobre la capacidad de la NIF para inhibir la contraccién mediada por los receptores
adrenérgicos a4p Y ai4a €n la aorta y arteria caudal de la rata, respectivamente. Para
ello, se montaron anillos sin endotelio de aorta y arteria caudal de ratas Wistar en
camaras de tejido aislado para el registro de la tensién isométrica. Posteriormente se
analizdé la contraccidon producida por concentraciones crecientes del agonista oy-
adrenérgico, fenilefrina (FEN), en presencia de los siguientes tratamientos: 1)
vehiculo, 2) FBZ (1, 10 y 100nM), 3) calmidazolium (CMZ; 3, 10 y 30uM), 4) NIF
(1uM), 5) FBZ (1, 10 y 100nM) + NIF (1uM) y CMZ (3, 10 y 30uM) + NIF (1uM). En los
experimentos con FBZ, las preparaciones fueron preincubadas con el antagonista
o1D-adrenérgico, BMY-7378 (aorta), y al1A-adrenérgico, 5-metil-urapidil (5-MU;

arteria caudal), para prevenir la accién alquilante de la FBZ sobre los receptores.



La FEN produjo un efecto contractil dependiente de la concentracion en ambas
preparaciones. A pesar del efecto protector del BMY-7378 y del 5-MU, la FBZ produjo
una reduccién significativa del efecto maximo a la FEN con un desplazamiento
moderado hacia la derecha; el CMZ produjo s6lo una inhibicibn moderada de la
respuesta a la FEN. Contrariamente a lo esperado, ni la FBZ ni el CMZ fueron
capaces de potenciar el efecto inhibitorio de la NIF sobre las respuestas constrictoras
inducidas por la FEN (1nM-100mM) en la aorta y en la arteria caudal. Estos
resultados contrastan con los reportados por otros autores, lo cual puede ser debido a
diferencias en las condiciones experimentales empleadas. De hecho, experimentos
recientes en el laboratorio indican que la FBZ y el CMZ pueden en realidad
incrementar la potencia de la NIF para inhibir la contraccién vascular inducida por la
noradrenalina en la aorta de rata. Es posible entonces que la participacién relativa de
los canales de calcio (Ca'™) y de sus mecanismos de regulacion durante la
contraccion vascular, incluida la modulacién por calmodulina, dependan del agonista

que se utilice.



INTRODUCCION

Sistema Nervioso Simpatico

La adrenalina y la noradrenalina (NA), también denominadas como catecolaminas,
son los principales mediadores de la actividad del sistema nervioso simpatico y
desemperian un papel crucial en el control inmediato de la presion arterial y de otras
funciones autondémicas vitales (Hoffman y Lefkowitz, 1996). Bajo condiciones de
estimulacién simpatica (durante la reaccion de pelea o huida, por ejemplo), se
produce aumento de la frecuencia cardiaca, de la contractilidad miocardica y de la
presion sanguinea. También se presenta sudoracibn en manos y pies,
vasoconstriccidn de arteriolas y venas cutaneas y viscerales, contraccién de los
esfinteres anal y vesical, e incremento del metabolismo energético para hacer frente a
la demanda de energia, entre otros (Hoffman y Lefkowitz, 1996; Guimaraes y Moura,
2001).

El aporte de oxigeno y nutrientes a los tejidos mediante la irrigacidbn sanguinea
constituye un proceso fundamental para la supervivencia del organismo. El flujo
sanguineo es regulado importantemente por el sistema nervioso simpatico mediante
la accion principal de la NA. Esta sustancia es liberada de las terminales nerviosas
simpaticas que inervan la mayor parte de los vasos sanguineos periféricos, incluidas
las arterias de resistencia o arteriolas, para producir aumento del tono vascular (i.e.
vasoconstriccién) y, consecuentemente, de la resistencia periférica y la presion
arterial. Estas importantes acciones son mediadas por la unién de la NA a proteinas
especificas localizadas en la membrana celular las cuales se conocen como

receptores a-adrenérgicos(Hoffman y Lefkowitz, 1996).



Utilidad y relevancia de los estudios de contractilidad vascular in vitro

Dada la complejidad del sistema cardiovascular y de los procesos que gobiernan su
funcionamiento bajo condiciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas, el analisis de los
mecanismos de contractilidad vascular se facilitan enormemente mediante la
utilizacién de sistemas de tejido aislado. En estos sistemas es posible estudiar
mecanismos de accién de farmacos a nivel del musculo liso vascular, asi como los
procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos que determinan o modifican el tono de los
vasos sanguineos. Entre dichos procesos destacan, por ejemplo, la modulacién del
tono vascular por sustancias liberadas de la capa endotelial, la expresion diferencial
de receptores a diversos agentes vasoactivos, como las catecolaminas, y las
acciones troficas de ciertas sustancias que repercuten en el engrosamiento de la
pared vascular (i.e. hipertrofia), entre otros. Aunque los resultados muchas veces no
son extrapolables al organismo completo, ellos proporcionan informacién valiosa
acerca de los procesos especificos que pueden determinar o modular el tono vascular
y, de manera conjunta, la resistencia periférica y la presién arterial. Este tipo de
estudios a permitido avanzar en el conocimiento de las probables causas de algunas
enfermedades de alta incidencia a nivel mundial, como la hipertension arterial y la
diabetes. Asimismo, resultados provenientes de estudios de contractilidad vascular
han permitido desarrollar tratamientos para dichas enfermedades. Uno de los
ejemplos mas sobresalientes en esta area es el descubrimiento del factor relajante
derivado del endotelio por Furchgott y Zawadzski en 1980, el cual revolucioné de

manera impresionante el area de la fisiologia y farmacologia cardiovascular.



ANTECEDENTES GENERALES

Definicion y clasificacion de los receptores al-adrenérgicos.

Los receptores adrenérgicos son un grupo heterogéneo de glicoproteinas intrinsecas de
membrana que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a las proteinas G
y que, de manera general, se dividen en los tipos o y B (Guimaraes y Moura, 2001;
Garcia-Sainz y col., 2000). Los receptores a-adrenérgicos fueron posteriormente
clasificados en los tipos a1 y a2 mediante el uso del agente farmacol6gico, prazosina.
Los receptores B-adrenérgicos han sido subdivididos en los tipos 1, f2 y B3 (Bylund y
col., 1994; Varma y Deng, 2000; Zhong y Minneman, 1999). El cuadro 1 muestra las
caracteristicas generales de los receptores adrenérgicos oy y o (Guimaraes y Moura,
2001; Lefkowitz JR. y col., 1995; Elliott MR. 1995). Debido al amplio rango de afinidad
de los receptores al para la prazosina, Flavahan y Vahoutte (1986) propusieron su
division en al1H (sitios con alta afinidad) y al1L (sitios con baja afinidad). A esta
clasificacion funcional se ha agregado el subtipo ai1N, el cual tiene una afinidad
relativamente baja para la prazosina, pero la afinidad por la yohimbina es mayor que la
que se esperaria para un receptor adrenérgico (Muramatsu y col., 1990).

Diversos estudios farmacol6gicos, bioquimicos y de clonacién molecular
(Graham y col., 1996; Price y col., 1994; Hancock, 1996) han identificado tres subtipos
de receptores adrenérgicos a1 (RAa1). Los cuales, desde un punto de vista integrativo,
corresponderian a subtipos del receptor alH. En el caso de los receptores o2-
adrenérgicos, éstos fueron divididos en los subtipos a2A, 02B, a2C y a2D (Bylund,
1992). El cuadro 2 muestra la clasificacion farmacolégica y molecular de los tres

subtipos del RAa1 con alta afinidad para la prazosina.



CUADRO 1. Caracteristicas generales de los receptores adrenérgicos

Principal
Receptor Localizacion Funcion sistema Agonistas Antagonistas
efector
od Musculo liso: Contraccién Activacion de A>NA>>Iso Prazosina
vascular fosfolipasa C Fenilefrina
fosfolipasa D Metoxamina
gastrointestinal Contraccién fosfolipasa A2
via proteina Gq
genitourinario Hiperpolarizacion
y relajaciéon
Higado Glucogenodlisis;
Gluconeogénesis
Corazén Aumento de la fuerza
de contraccion
o2 Islotes Disminucion de Inhibicién de A>NA>>Iso Rauwolscina
pancreaticos secrecion de adenilato Clonidina
(células B) insulina ciclasa via BHT-920
proteina Gi
Plaquetas Agregacién

Terminaciones
Nerviosas

Musculo liso
Vascular

Disminuciéon de la

descarga de NA

Contraccion

Modificado de Hoffman y Lefkowitz, 1996, y Guimaraes y Moura, 2001



Cuadro 2. Clasificacion de los subtipos de receptores adrenérgicos a1 con alta afinidad

para la prazosina (Hoffman y Lefkowitz, 1996; Guimaraes y Moura, 2001).

Farmacologica

Molecular actual

Molecular anterior

oA Qg Qic
o4B 1 (4]
1D Ql1d Ql1g; Ol1d, Ol1a/d

Una propiedad importante de los receptores fisioldégicos es que actian por mecanismos
catalicos y por tanto, son amplificadores de sefales bioquimicas. La existencia de
receptores postsinapticos & y & asi como su participacion en diversos procesos ya
esta bien documentada (McGrath.1982, Timmermans and Van Zwieten, 1982, Langer
ond Hicks, 1984). Los receptores &j-adrenérgicos median muchos de los efectos
importantes de las catecolaminas enddgenas. Las reacciones de importancia clinica
incluyen contraccién del musculo liso arterid y venoso, mediada por los receptores &.
Los receptores &p-adrenérgicos participan en la supresion de la emisién de los
impulsos simpaticos, el incremento del tono vagal, la facilitacion de la agregacién
plaquetaria, la inhibicion de la descarga de noradrenalina vy acetilcolina desde las
terminaciones nerviosas y la regulacion de los efectos metabdlicos (Guimaraes S. and

Moura.2001; Lefkowitz JR. et. al. 1995).



Vias de senalizacion

Los receptores a1-adrenérgicos incrementan el calcio (Ca*™) intracelular libre como
mecanismo de transduccion primario (Vazquez-Prado y Garcia-Sainz, 1996). La
hidrélisis del fosfatidil-inositol constituye el mecanismo principal para la formacién del
segundo mensajero, 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3), relacionado con el control de los
niveles de Ca™ citosolico (Minneman, 1988). La estimulacion de los receptores o1-
adrenérgicos promueve la activacion de una proteina G que a su vez modifica la
funcién de la fosfolipasa C, favoreciendo la hidrélisis del fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato
(IP2) en IP3; y diacilglicerol (DAG). Estas dos moléculas actuan a su vez como
segundos mensajeros promoviendo la liberacion de Ca*™ de almacenes intracelulares
y la estimulacion de la proteina cinasa C (PKC), respectivamente (Hein y Kobilka,
1995; Zhong y Minneman, 1999; Garcia-Sainz y col., 2000) (Figura 1). La
estimulacion de los receptores a1-adrenérgicos incrementa ademas el influjo de Ca*™*
via la abertura de canales operados por voltaje, y activa a las fosfolipasas Ay D (Han,
1987), a los intercambiadores Na+/H+ y Na+/Ca++ y a los canales de potasio, asi
como la transcripcion de genes de respuesta temprana (Graham y col., 1996; Varma
y Deng 2000).

La complejidad de la sefalizacion de los receptores a1-adrenérgicos se debe a la
capacidad de los diferentes subtipos para acoplarse a efectores distintos, via
proteinas G diferentes. Asimismo, la diversidad de efectores unidos al receptor es
especifica de la especie y el tejido (Graham y col.,, 1996). No obstante, el

conocimiento relativo a los mecanismos finos de transduccién asociados a la



activacién de los subtipos de receptores a1-adrenérgicos en el musculo liso vascular,

asi como en otros tejidos es aun limitado.

(1) Una hormona se une
a un receptor especifico.

Espacio
extracelular

El receptor ccupado
provoca el intercambio
GDP-GTP en la G,.

Membrana

La G,, unida a GTP, plasmatica

se desplaza hasta la
fosfolipasa C (PLC) activandola.
: @ -
La PLC activa fompe = - R = 5 o, - - =
el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato e ) . - 5 - 5 =
en inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol. 2

Reticulo
endoplasmatico -

&
El 1P5; se une a un
receptor especifico en el P
reticulo endoplasmatico Diacilglicerol .~
liberando Ca?* almacenado.

CALMODULINA

Diacilglicerol y Ca2Z*

activan una proteina quinasa
C en la superficie de

la membrana plasmatica.

L)
La fosforilacion de proteinas
celulares por la proteina
quinasa C produce la
resf)uesta celular a la hormo‘na.

Figura 1. Vias de sefalizacién asociadas a los receptores o4-adrenérgicos



Receptores al-adrenérgicos en el sistema cardiovascular

Los receptores oq-adrenérgicos se encuentran localizados primordialmente en el
musculo de las paredes de los vasos sanguineos y su activacibn se asocia
generalmente con vasoconstriccion. La disponibilidad de farmacos antagonistas
altamente selectivos ha permitido la realizacién de numerosos estudios destinados a
determinar la participacion relativa de los subtipos de receptores a-adrenérgicos en
los fendmenos de contraccidn vascular. El analisis regional de su distribucion en la
vasculatura sistémica indica que los tres subtipos participan en la contraccién, aunque
los subtipos aia Y aiip parecen tener un papel predominante en la respuesta contractil
inducida por la NA en varios lechos vasculares (Kenny y col., 1995; Buckner y col.,
1996). Asi, estudios funcionales in vitro han demostrado que la contraccion inducida
por la NA y por farmacos agonistas oy-adrenérgicos en la aorta de rata es mediada
principalmente por el subtipo oyp-adrenérgico (Ibarra y col., 2000; Villalobos-Molina e
lbarra, 1996), mientras que la respuesta vasoconstrictora en la arteria caudal (Ibarra'y
col., 2000; Lachnit y col., 1997; Villalobos-Molina e Ibarra, 1996) y en los lechos
prefundidos del mesenterio (Alvarez-Guerra y col., 1999; Bognar y Enero, 1988) y de
las extremidades inferiores de la rata (Zhu y col, 1998) es mediada
fundamentalmente por el receptor asa-adrenérgico. Experimentos in vivo han
demostrado también una participacién importante de los receptores aya- Y O4p-
adrenérgicos en los incrementos de presion arterial inducidos por la administracidon
intravenosa (i.v.) de farmacos agonistas as-adrenérgicos, tales como la fenilefrina
(FEN) y la cirazolina (Zhou y Vargas, 1996), y por la estimulacion eléctrica de la

cadena simpatica preganglionar (Castillo y col., 1998). Por otro lado, se ha

10



demostrado que la expresion de los receptores oyp-adrenérgicos aumenta con la
edad (lbarra y col., 1997) y que esta proteina se expresa en la vasculatura de
resistencia de animales pre-hipertensos e hipertensos, lo cual sugiere su posible
participacion en el desarrollo y mantenimiento de la hipertension arterial (Villalobos-

Molina et al, 1999).
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Canales de calcio y sus antagonistas

El Ca™ puede penetrar a la célula por estructuras proteinicas llamadas canales. A la
fecha, se han descritos cuatro tipos de canales selectivos para el Ca*™ que se han
denominado canales tipo L, T, Ny P y cada uno de ellos tiene caracteristicas y
sensibilidad especifica a diferentes farmacos como se muestra en el cuadro 3

(Catterall, y col., 1989).

Cuadro 3. ClasificaOcion de canales de calcio

N Voltaje ; :
Canal Localizacién ctivacion Farmacos antagonistas
. Musculo cardiaco, vascula
Tipo L esquelético -10 mv Blogueadores del canal lento
Tipo T  Tejido de marcapasos -70 mv Amilorida, Ni*, mibefradil

Omega-conotoxina (toxina

Tipo N Neuronas -10 mv molusco marino)
- Cerebelo (células - ~
Tipo P Purkinje) -50 mv A-aperta (toxina de arafna)

(Catterall, y col., 1989).

Los blogueadores del canal de Ca* lento actian selectivamente en los canales tipo
L, mismos que han sido ampliamente estudiados y caracterizados. Los canales tipo L
se localizan fundamentalmente en el miocardio, el nodo auriculo-ventricular y las
células del musculo liso vascular. Tienen una estructura oligomérica formada por
cinco subunidades y un poro central por donde transita el Ca™ (Figura 2) Las

subunidades se denominan alfay, alfa,, beta, gamma y delta (Catterall, y col., 1989).

12



Figura 2. Canal de calcio de tipo L. Se muestran las subunidades y el lugar donde se
encuentran los sitios de interaccidén con los farmacos antagonistas (Catterall, y col.,
1989).

Los agentes bloqueadores de canales de Ca™ son un importante grupo de drogas
para el tratamiento de la hipertension, ya que la contracciéon de la musculatura lisa es
dependiente de la concentracion de Ca*™ intracelular libre. Asi, la inhibiciéon del
movimiento de Ca*™ a través de la membrana plasmatica puede disminuir la cantidad
del i6n total que llega a los sitios intracelulares. Debido a esto, todos los bloqueadores
de los canales de Ca'™ disminuyen la presion sanguinea por relajacion de la
musculatura lisa arterial y disminucion de la resistencia vascular periférica. Tres tipos
de drogas son actualmente usadas en el tratamiento de la hipertensién bloqueando
directamente canales de Ca*™ dependientes de voltaje de tipo L (Figura 3): las 1,4-
dihidropiridinas  (p.e. nifedipina; NIF), benzotiacepinas (p.e. diltiazem) vy
fenilalquilaminas (p.e. verapamil). Los bloqueadores que inhiben los canales de Ca™

dependientes de voltaje en el tejido vascular lo hacen a concentraciones menores que

las requeridas para interferir la liberacion de calcio intracelular o para el bloqueo de

13



canales de Ca™ mediados por receptores. (Robertson y Robertson, 1996; Oates,

1996).

0 H,y

£
@: CEO8 Jull: s
)H VJ'H L HO,

DILTLA ZET HIFEDIPIF.A
{herzotiacepina) ( 1,4-ditudropirdina

j&fﬂy l

mo P Ay

¢H, O O H,
VEF_L T AT

{ ferulalepailarairia)

Figura 3. Formula estructural de los farmacos antagonistas selectivos de los canales
de calcio tipo L. Se muestra un ejemplo del grupo de las 1,4-dihidropiridinas
(nifedipina), las benzotiacepinas (diltiazem) y de las fenilalquilaminas (verapamil)
(Robertson y Robertson, 1996; Oates, 1996).

Existen varias hipétesis que tratan de explicar la selectividad de los bloqueadores
de canales de Ca*™ y los factores que determinan dicha selectividad, tales como la
polaridad del farmaco, el tamano de su molécula y las caracteristicas funcionales del
organo en el cual se encuentra el canal de Ca*", ya que la capacidad de penetracion
del farmaco al receptor dependera de la frecuencia con que se abra el canal y del
tiempo que permanezca abierto. Por ejemplo, la NIF, que es eléctricamente neutra a
pH de 7.4, interactia en la parte externa del canal y tiene preferencia por aquellos
tejidos que abren su canal lentamente (vasos sanguineos), mientras que el verapamil,

que esta enteramente cargado a pH de 7.4 y requiere una via hieroglifica para ganar

14



acceso al interior del canal y ejercer su accidn, tendra mas facilidad de penetracion en
aquellos tejidos que abren su canal con una frecuencia mas elevada, como el

miocardio (60 a 100 veces x’) (Sanguinetti y col.,1984; Glossmann y col., 1983).
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Mecanismos de movilizacion de calcio durante la contraccién vascular

Existen por lo menos 3 diferentes mecanismos en la contraccion del musculo liso
vascular que involucran el influjo de Ca**. El primero involucra la apertura de canales
de Ca™ sensibles a voltaje en respuesta a una despolarizacién de la membrana
plasmatica con el consiguiente movimiento de Ca*™ hacia el interior de la célula. El
segundo se refiere al proceso de contraccién inducido por agonistas, el cual ocurre
sin la despolarizacion de la membrana y que involucra la participacién de segundos
mensajeros, entre los que destaca el IP3; éste ultimo, actua sobre receptores
localizados en el reticulo sarcoplasmico para dar lugar a la liberacion de Ca'™.
Finalmente, el tercero se refiere a la abertura del canal por accién de farmacos sobre
un sitio receptor especifico en la molécula de dicho canal (Robertson y Robertson,

1996; Oates, 1996).
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Calmodulina y su interaccion con el Ca** en la contraccion

La calmodulina es una proteina acidica con cuatro centros de unién de alta afinidad al
Ca™ la cual pertenece a una gran familia de proteinas fijadoras de Ca*. Tiene un
peso molecular de 16700 Daltones y el 30% de su estructura esta constituida por los
aminoacidos aspartato y glutamato (Cheung, 1980; Lehninger y col.,, 1995). La
calmodulina se une al Ca*™ que se libera del reticulo endoplasmico como resultado de
la accion del mensajero intracelular IPs;. El complejo resultante interactia con
proteinas cinasas especificas o0 multifuncionales dependientes de calmodulina y otras
proteinas sensibles a la calmodulina lo cual altera su actividad produciendo con ello
una variedad de respuestas fisiolégicas (Van Bremen y col., 1986).

La calmodulina participa en la contraccibn muscular como respuesta a un
aumento de la concentracion de Ca*. La concentracién citosélica basal de Ca™ se
mantiene a niveles muy bajos (<107M) debido a la accién de bombas especificas
situadas en el reticulo endoplasmico, en la mitocondria y en la membrana plasmatica.
Cuando la concentracién intracelular de Ca** supera 10°M (1i M), launién del ién a la
calmodulina produce un cambio conformacional de ésta ultima y el complejo
resultante puede asociarse con un gran numero de proteinas y modular sus
actividades (de ahi el nombre de "calmodulina”) (Cheung, 1980; Lehninger y col.,

1995; Van Bremen y col., 1986).
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Diversos farmacos tienen la capacidad de inhibir la actividad de la calmodulina. Su
efecto puede ser evaluado in vitro sobre procesos que son regulados por la proteina,
tal como la actividad de las enzimas miosina cinasa de cadena ligera (MLCK) o
fosfodiesterasa (PDE) (Korstanje y col., 1988). Sin embargo, la mayoria de los
antagonistas de la calmodulina actuan también como bloqueadores de los receptores
G&radrenérgicos, colinérgicos, dopaminérgicos, serotonérgicos o histaminérgicos a
concentraciones dentro del rango nM, aunque el calmidazolium (CMZ) parece ser una
excepcion (Van Belle,1981). A concentraciones moderadas (rango i M) muchcs de
estas drogas interfieren con la contraccion del musculo liso vascular inducida por
potasio, lo cual implica su interaccién con canales de Ca™ dependientes de voltaje.
La interaccibn de estos compuestos con la calmodulina ocurre solamente a
concentraciones altas (rango uM-mM). Existen, sin embargo, compuestos altamente
selectivos que incluyen el W-7 (N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-naftalensulfonamida;
Hidaka y col.,1981) y el CMZ (Van Belle, 1981; Zimmer y Hofmann, 1984). Por otro
lado, se ha reportado también que algunos antagonistas a-adrenérgicos tienen la
capacidad de inhibir la activaciéon de fosfodiesterasa estimulada por calmodulina.
Entre los mas potentes destacan la fenoxibenzamina (FBZ) y la dibenamina, los
cuales se unen irreversiblemente a la calmodulina (Earl y col., 1984; Cimino y Weiss,
1988).

Algunos estudios han demostrado que el antagonista irreversible a1-adrenérgico,
fenoxibenzamina (FBZ), aumenta la potencia de algunos bloqueadores de los canales

de Ca'™, para inhibir las respuestas vasoconstrictoras mediadas por los receptores o1-
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adrenérgicos in vivo (Holck, 1988; Ruffolo y col., 1984; Timmermans y col., 1985,1987)
e in vitro (Bognar y Enero, 1988). No obstante, la potencia de la FBZ para bloquear las
respuestas mediadas por el receptor a1-adrenérgico in vivo no se correlaciona con su
potencia para incrementar la capacidad inhibitoria de la NIF, es decir, la FBZ es mas
potente para amplificar los efectos inhibitorios de la NIF (Timmermans y col., 1985). Por
lo tanto, parece razonable considerar la posibilidad de que las citadas propiedades
amplificadoras de la FBZ sobre el efecto inhibitorio de la NIF se expliquen por un
mecanismo no relacionado con la alquilacién de los receptores al-adrenérgicos. Un
mecanismo alterno para explicar las propiedades amplificadoras de la FBZ sobre los
citados efectos inhibitorios de la NIF es la posible interaccién de este farmaco con la
calmodulina dado que, como se menciond anteriormente, la FBZ es también un
antagonista irreversible de dicha proteina (Earl y col.,1984).

Por otro lado, existe un numero limitado de estudios que hayan investigado el
posible papel de la calmodulina en los procesos de contraccion vascular mediada por
los receptores ol1-adrenérgicos. Por ejemplo, Korstanje y col. (1988) evaluaron el
efecto de varios antagonistas de la calmodulina, tales como bepridil, CMZ, flunarizina,
trifluoperazina y W-7, sobre los incrementos de la presién arterial diastolica mediados
por activacién de los receptores adrenérgicos al y o2 en ratas descerebradas vy
desmeduladas, y sobre las respuestas vasoconstrictoras mediadas por los receptores
adrenérgicos a1 en el lecho perfundido de las extremidades inferiores de la rata. Sin
embargo, los efectos nulos o0 moderados de tales compuestos no pudieron ser
explicados por una interaccion con la calmodulina (Korstanje y col., 1988). Con

excepcion de CMZ y W-7, la capacidad de algunos de estos y de otros antagonistas
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de la calmodulina, tal como el Ro 22-4839 (Yajima y col., 1987), ha sido explicada por
una accion bloqueante sobre los receptores adrenérgicos. Por el contrario, la
capacidad del W-7 y del bepridil para inhibir la contraccién inducida por NA y por
despolarizacién con K* en la aorta de rata y de conejo (Asano y Hidaka, 1985;
Winslow y col., 1986), y la del bepridil para inhibir la contraccién producida por la FEN
y por despolarizacion con K+ en la vena portal de la rata (Campebell y col., 1986),
fueron atribuidas a una accién a nivel intracelular (inhibicién de la calmodulina). El W-
7 produce también inhibicién del tono vascular en tiras de arteria mesentérica
previamente contraidas con NA y KClI 60mM (Asano y col., 1988). A la fecha, no
existen reportes acerca del efecto de los farmacos inhibidores de la calmodulina

sobre la contraccién vascular mediada por los subtipos oip y oya del receptor

adrenérgico oy.
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HIPOTESIS

La FBZ puede amplificar de manera diferencial el efecto inhibitorio de la NIF sobre la
contraccion vascular mediada por los receptores adrenérgicos aip Y aia. Este efecto
amplificador de la FBZ se debe a su interaccion con la calmodulina, por lo que un

inhibidor selectivo de esta proteina amplificara también el efecto inhibitorio de la NIF.
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OBJETIVO GENERAL

Investigar el efecto de la inhibicion farmacoldgica de la calmodulina sobre la
capacidad de la NIF para inhibir la contraccion mediada por los receptores

adrenérgicos aip Yy aa €n la aorta y arteria caudal de la rata, respectivamente.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la FBZ sobre las respuestas vasoconstrictoras inducidas
por la FEN bajo condiciones de proteccién de los receptores adrenérgicos op
y aa con antagonistas especificos en la aorta y en la arteria caudal de la rata,
respectivamente.

2. Analizar el efecto de la FBZ sola, y en combinacién con NIF, sobre las
respuestas vasoconstrictoras inducidas por la FEN en la aorta y en la arteria
caudal de la rata.

3. Evaluar el efecto del antagonista selectivo de la calmodulina, calmidazolium
(CMZ), sobre las respuestas vasoconstrictoras inducidas por la FEN en la aorta
y en la arteria caudal de la rata.

4. Analizar el efecto del CMZ solo, y en combinacién con NIF, sobre las
respuestas vasoconstrictoras inducidas por la FEN en la aorta y en la arteria

caudal de la rata.
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MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del presente proyecto se utilizaron ratas macho de la cepa
Wistar de 250-300g de peso corporal. Se utiliza este sexo con el fin de evitar
variaciones en los resultados posiblemente debidas a los cambios en el ciclo estral
de ratas hembras. Los animales fueron sacrificados por sobre-exposicién a vapores
de éter etilico e inmediatamente después se procedi6 a diseccionar la aorta toracica
y la arteria caudal, las cuales fueron colocadas en solucion bicarbonatada de Krebs
a temperatura ambiente. Se eligieron estas arterias porque esta bien documentado
que la contraccion debida a la estimulacion de receptores al-adrenérgicos es
mediada por los subtipos a1D (aorta) y alA (arteria caudal) (ver antecedentes).
Después de eliminar el tejido adherente, las preparaciones fueron seccionadas en
anillos de 3-4 mm de longitud; de cada arteria se obtuvieron cuatro anillos
adyacentes. El endotelio fue removido mecanicamente por friccion suave de la
superficie luminal con unas pinzas finas de diseccion.

Los anillos fueron suspendidos horizontalmente entre dos ganchos de niquel-
cromo en forma de L (0.5 y 0.2 mm de diametro para aorta y caudal,
respectivamente) en cdmaras de tejido aislado. El gancho inferior fue fijado al fondo
de la camara mediante un sujetador de vidrio, mientras que el gancho superior
estaba conectado directamente a wun transductor de tensibn isométrica
(Grass FT03C) para registrar los cambios de tension isométrica en analizadores de
tensién (Digi-Med), los cuales estaban conectados a su vez a una computadora
Pentium II (HP). Los datos fueron colectados a través de un programa de Digi-Med

y procesados posteriormente con MS Excel 7.0.
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Los ganchos fueron montados en camaras de tejido aislado que contenian 10 mi
de solucion bicarbonatada de Krebs con la siguiente composicién (concentraciones
milimolares): NaCl, 118; KCI, 4.8; CaCl,, 1.15; MgSOy, 1.2; NaHCO3, 24; KH2PQOy,
1.2; dextrose, 11; y Ca,EDTA, 0.026. Esta solucién se mantuvo a una temperatura
de 37°C con burbujeo continuo de una mezcla de gas carbdgeno (95% de O, y 5%
de CO,) a un pH de 7.4. Posteriormente, se aplicé a los tejidos una tensién inicial de
5y 2g para la aorta (Terrdn y col., 1992) y la arteria caudal, respectivamente. Con el
objeto de permitir que las preparaciones se equilibrasen, se dejé transcurrir un
periodo de 120min durante el cual se generaron respuestas contractiles cada 30min
por exposicion a FEN 0.1uM, seguidas de una contraccién final por exposicion a
solucién de Krebs conteniendo KCI 80mM (Figura 4 y 5). La ausencia de endotelio
en los anillos fue verificada por exposicion a acetilcolina (1uM) durante la dltima

contraccion a FEN (0.1uM).

TENSION (gr)

1.00

TIEMPO (min)

Figura 4. Registro original de uno de nuestros experimentos completo en aorta
mostrando el protocolo experimental general. El registro fue obtenido por
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procesamiento del archivo original con MS Excel 7.0 y muestra los cambios de
tensién registrados en analizadores de tension Digi Med.

7

o

TENSION INICIAL 5g ﬂ KCI 80mM

LR

S
D e N S

L

Tension

N

TIEMPO (min)

Figura 5. Registro original de un experimento en aorta donde se observan las
respuestas contractiles a la FEN (0.1uM) y al KCI (80 mM).

Protocolo experimental

Una vez determinada la respuesta contractil maxima al KClI 80mM, se construyé una
curva concentracién-respuesta (C-R) a la FEN (1nM—-100uM) bajo las siguientes
condiciones: 1) en presencia de vehiculo (control); 2) en presencia de FBZ (1, 10y
100 nM) sola, previa incubacién con los antagonistas selectivos aip, BMY-7378
(BMY; 0.1uM), y ouya, 5-metil-urapidil (5-MU; 0.1uM), para aorta y caudal
respectivamente; 3) en presencia de NIF (1uM); 4) en presencia de FBZ (1, 10 y
100nM) + NIF (1uM), previa incubacién con BMY 0.1uM (aorta) y 5-MU 0.1uM
(caudal); 5) en presencia de CMZ (3, 10 y 30uM); y 6) en presencia de CMZ (3, 10y

30uM) + NIF (1uM). El uso de BMY y 5-MU en los experimentos con FBZ tuvo por
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objeto proteger a los receptores aip Yy o4a, respectivamente, de la accion alquilante
de la FBZ. El periodo aproximado de incubacién con cada uno de los tratamientos
fue de 30min. Cada concentracién de FEN (espaciada por un factor de 10 ) fue
adicionada una vez que la respuesta maxima a la concentracion anterior fue
alcanzada (Figura 6). Las respuestas a la FEN en preparaciones tratadas con
vehiculo o con antagonista fueron producidas en tejidos independientes y solo una
curva C-R fue construida en cada tejido. Cada experimento, realizado bajo las
condiciones descritas en arterias provenientes de animales distintos, se repitié de 4
a 5 veces. La duracién aproximada de cada experimento, desde el momento de la
preparacion de los tejidos hasta la realizacién de la curva C-R acumulativa a la
FEN, fue de 5 horas. La fase experimental del presente estudio se realizd durante la

época de otofo-invierno (octubre-marzo).

-4M
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TIEMPO (Min)

Figura 6. Registro original de un experimento en aorta mostrando los cambios de
tensidén que se producen durante la realizacion de una curva C-R a concentraciones

crecientes de FEN (1nM-100uM).
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Farmacos

Los farmacos utilizados fueron FEN, CMZ, FBZ, BMY y 5-MU. Con excepcién del
CMZ, cuya solucién stock en dimetilsulféxido (DMSO) es estable durante varias
semanas (de acuerdo con el proveedor), las soluciones de todos los farmacos
fueron preparadas el dia del experimento. La FEN fue preparada y diluida utilizando
agua bidestilada; las soluciones fueron mantenidas en refrigeracion durante el
transcurso del experimento hasta el momento de su utilizacién. La solucién stock
(10M) de NIF fue preparada en alcohol etilico. En el caso del CMZ y de la FBZ (10°
M ambas), se utiliz6 DMSO y propilenglicol al 40%, respectivamente. Las
diluciones sucesivas de todos los farmacos se prepararon con agua bidestilada.
Finalmente, en el caso del BMY y del 5-MU, tanto la solucién stock (102M) como las

diluciones correspondientes se realizaron con agua bidestilada.

Coleccion de datos y analisis estadistico

Los registros de tension en gramos fueron obtenidos por procesamiento de los
archivos originales con MS Excel 7.0. En todos los casos, se determinaron los
valores basales de tension y aquellos obtenidos después de la incubacion con cada
farmaco. Todos los datos fueron tabulados y graficados utilizando los programas de
MS Excel 7.0 y Prism GraphPad 2.0, respectivamente.

Las comparaciones de las curvas C-R construidas bajo las diferentes
condiciones se realizaron mediante un analisis de variancia de dos vias de medidas
repetidas seguido de una prueba de Student-Newman-Keuls para determinar
diferencias. Asimismo, los valores de la concentracion efectiva 50 (CEsp) y del

efecto maximo (Emax) fueron obtenidos mediante un andlisis de regresién no lineal

27



empleando el programa Prism GraphPad 2.0, y presentados como la media + el
error estandar de la media. Finalmente, los valores de CEsyp y Emax fueron
comparados utilizando la prueba de t no pareada. En todos los casos, las
diferencias fueron consideradas significativas cuando el nivel de significancia p fue
menor a 0.05 (p<0.05).

El estudio de los mecanismos de accién de los farmacos sobre los tejidos bajo
estudio comprende habitualmente la construccién de relaciones dosis-respuesta,
pues ello refleja la acciéon de dichos farmacos sobre sus receptores y la relacion
cinética de tal interaccion. La correspondiente representacion utilizando una escala
logaritmica da lugar a una curva de tipo sigmoide en la que podemos determinar
diversas variables, entre las que destacan: a) Eficacia: que corresponde al efecto
maximo que un farmaco es capaz de producir y va a depender, en principio, del
namero de complejos farmaco-receptor y de la eficiencia con la que este complejo
desencadena la secuencia de eventos que conduce al efecto farmacoldgico; b)
Potencia: que corresponde a la afinidad del farmaco por su receptor y se refleja en
términos de dosis o concentracion. Generalmente la potencia de un farmaco se
expresa en funcion de la concentracion necesaria para alcanzar el 50% de la
respuesta maxima o concentracién efectiva 50 (CEsy) en el caso de farmacos
agonistas, o como la concentracidén necesaria para bloquear el 50% de la respuesta
(Clso) en el caso de farmacos antagonistas. La comparacion de la CEsg o la Clsg de
dos farmacos permite definir potencias relativas entre éstos, siendo mas potentes

aquellos farmacos cuyas DEsg 0 Clsg sean menores.

28



RESULTADOS

Efecto de la FBZ sobre las respuestas vasoconstrictoras inducidas por la FEN en
la aorta y la arteria caudal.

En la Figura 7A y 7B se muestran las respuestas vasoconstrictoras inducidas por la
FEN en anillos de aorta y arteria caudal, respectivamente, en ausencia y presencia de
concentraciones crecientes de FBZ (1, 10 y 100nM). Como se mencioné anteriormente,
estos experimentos se realizaron en condiciones de proteccién de los receptores aip ¥y
a1a con BMY y 5-MU (0.1uM, ambos), respectivamente. Bajo tales condiciones, la FEN
produjo respuestas constrictoras dependientes de la concentracién. En la aorta, este
efecto fue inhibido por la FBZ observandose un desplazamiento de la curva C-R hacia
la derecha junto con una depresién progresiva y significativa del Efecto maximo (Ens) a
la FEN (111£1.7, 1094+1.8, 96+0.5* y 84+2.4* en ausencia y presencia de FBZ 1, 10 y
100nM, respectivamente; n=5; *p<0.05 vs. control). Como consecuencia del
desplazamiento de la curva C-R hacia la derecha y a pesar de la reduccion del Enay, 10
valores de potencia (CEs) fueron alterados significativamente por la FBZ (6.8+0.05,
6.6+0.4, 6.5+0.2* y 6.1+0.070* en ausencia y presencia de FBZ 1, 10 y 100nM,

respectivamente; n=5; *p<0.05 vs. control) (Figura 7A).
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Figura 7. Efecto de concentraciones crecientes de fenoxibenzamina (FBZ) sobre la
respuesta contractil inducida por la fenilefrina (FEN) en anillos sin endotelio de aorta (A)
y de arteria caudal (B) de rata. Los puntos representan la media y las barras verticales
denotan el error estandar de la media de 5 observaciones. * p<0.05 vs. control.

En el caso de la arteria caudal se observéo un fendmeno interesante, pues la
concentracion mas pequefia de FBZ (1nM) produjo una potenciacién de la respuesta
contracti a la FEN. Las concentraciones mayores de FBZ produjeron un
desplazamiento de la curva C-R hacia la derecha y una depresidn significativa del Enax
a la concentracion mayor (115+0.8, 125%1.4*, 110£1.4 y 98%f1.2* en ausencia y
presencia de FBZ 1, 10 y 100nM, respectivamente; n=5; *p<0.05 vs. control) (Figura
7B). La FBZ produjo un aumento significativo de la CEsp a la concentracion de 100nM

(6.510.02, 6.7£0.04, 6.2+0.03%, 6.110.03" en ausencia y presencia de FBZ 1, 10 y

100nM, respectivamente; n=5, *p<0.05 vs. control).
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Efecto de FBZ, en combinacion con NIF, sobre las respuestas vasoconstrictoras

inducidas por la FEN en la aorta y la arteria caudal.

El efecto de la concentracién menor (1nM) de FBZ sobre la capacidad de la NIF para
inhibir la respuesta contractil a la FEN en anillos adrticos y de arteria caudal se muestra
en la Figura 8A y 8B, respectivamente. Como se puede observar, la NIF produjo una
depresién importante de la contraccién a FEN en ambas preparaciones, siendo mayor
el efecto en la aorta (Figura 8A). No obstante, la preincubacién de las preparaciones
con FBZ (1nM) no increment6 el efecto inhibitorio de la NIF sobre la contraccién a la
FEN, como se puede concluir a partir de los valores correspondientes de Enax en la
aorta (109+2.2, 73+1.9* y 68+1.5 para el control, NIF 1uM y FBZ 1nM + NIF1uM,
respectivamente; n=5, *p<0.05 vs. control) y en la arteria caudal (115+0.8, 99.6+1.4* y
107%2 para el control, NIF 1uM y FBZ 1nM + NIF1uM, respectivamente; n=5, *p<0.05
vs. control). Asimismo, esta concentracion de FBZ + NIF no produjo un mayor
desplazamiento de la curva C-R obtenida en presencia de NIF sola, como se puede
juzgar a partir de los valores correspondientes de la CEsy en la aorta (7+0.07, 6+0.07*
y 6.2+0.06 para el control, NIF 1uM y FBZ 1nM + NIF1uM, respectivamente; n=5,
*p<0.05 vs. control) y en la arteria caudal (6.5t£0.02, 5.910.03* y 640.05 para el control,
NIF 1uM y FBZ 1nM + NIF 1uM, respectivamente; n=5, *p<0.05 vs. control). En ambas
preparaciones, el efecto de la combinacion de FBZ + NIF puede interpretarse como la

suma de los efectos producidos por los farmacos individuales (Figura 8A y 8B).
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Figura 8. Efecto de la fenoxibenzamina (FBZ, 1nM) sobre la capacidad de la nifedipina
(NIF) para inhibir la respuesta contractil a la fenilefrina (FEN) en anillos sin endotelio de
aorta (A) y de arteria caudal (B) de rata. Los cambios de tension estan expresados
como porcentaje de la contraccion a cloruro de potasio (KCI) 80mM. Los puntos
representan la media y las barras verticales denotan el error estdndar de la media de 5
observaciones. *p< 0.05 vs. control; *p< 0.05 FBZ+NIF vs. NIF

El efecto de la concentracidn intermedia (10nM) de FBZ sobre la capacidad de la
NIF para inhibir la respuesta a1-adrenérgica en la aorta y la arteria caudal se muestra
en la Figura 9A y 9B, respectivamente. Como se puede observar, ni en la aorta
(107+2.6, 71+1.9%, 96+0.5 y 56+1**, para control, NIF 1uM, FBZ 10nM y FBZ 10nM +
NIF1uM, respectivamente; n=5, *p<0.05 vs. Control, **p<0.05 FBZ+NIF vs. NIF) ni en la
arteria caudal (11520.8, 100+1.4*, 110+1.4, y 90+1.5, para control, NIF 1uM, FBZ 10nM
y FBZ 10nM + NIF 1uM respectivamente; n=5, *p<0.05 vs. Control) la FBZ incrementé
el efecto inhibitorio inducido por la NIF en términos del Enax pues la mayor depresion de

éste ultimo en presencia de la combinacion se debe a que la FBZ sola deprimié el
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Emax a la FEN (véase también la Figura 9). La misma conclusion puede derivarse de
los efectos de la FBZ sola y en combinacion con NIF sobre los valores de potencia
(CEsp), tanto en la aorta (6.8+£0.08, 6.3+0.07*, 6.5+0.02* y 6.2+0.05, para control, NIF
1uM, FBZ 10nM y FBZ 10nM + NIF 1uM, respectivamente; n=5, *p< 0.05 vs control)
como en la arteria caudal (6.5+0.02, 5.9+0.03*, 6.2+0.03* y 5.8+0.04, para control, NIF
1uM, FBZ 10nM y FBZ 10nM + NIF 1uM, respectivamente; n=5, *p< 0.05 vs control). Al
igual que con la concentracién menor de FBZ, el efecto de la combinacién de FBZ +
NIF sobre la respuesta contractil a la FEN puede considerarse como la suma del efecto
de los farmacos individuales (Figura 9A y 9B) por lo que no existe un efecto potenciador

de la FBZ sobre el efecto inhibitorio de la NIF.
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v FBZ10nM v FBZ10nM
+NIF 1uM .. +NIF1uM

100+

754 & 754

%% Contraccion KCI 80mM

50 50
254 25
0- 0- |
o 8 7 6 5 4 9 8 7 6 5 4
A FEN Log [M] B

Figura 9. Efecto de la fenoxibenzamina (FBZ; 10 nM) sobre la capacidad de la
nifedipina (NIF) para inhibir la respuesta contractil inducida por la fenilefrina (FEN) en
anillos sin endotelio de aorta (A) y de arteria caudal de rata (B). Los cambios de tensién
estan expresados como porcentaje de la contraccion a cloruro de potasio (KCI) 80 mM.
Los puntos representan la media y las barras verticales denotan el error estandar de la
media de 5 observaciones. * p<0.05 vs control; 'p<0.05 FBZ+NIF vs. NIF.
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Finalmente, el efecto del tratamiento con FBZ a una concentracién de 100nM en la
aorta y en la arteria caudal se muestra en la Figura 10A y 10B, respectivamente. A esta
concentracion elevada la FBZ tampoco amplificé el efecto inhibitorio de la NIF sola pues
los valores de Emax €n la aorta (118+1.5, 80+1.2%, 84+2.4* y 44+0.6™*, para el control,
NIF 1uM, FBZ 100nM y FBZ 100nM + NIF 1uM, respectivamente; n=5, p<0.05 vs
control, **p<0.05 FBZ+NIF vs. NIF) y en la arteria caudal (115+£0.8, 100+1.4*, 98+1.2* y
73t1**, para el control, NIF 1uM, FBZ 100nM y FBZ 100nM + NIF 1uM,
respectivamente; n=5, p<0.05 vs. control, **p<0.05 FBZ+NIF vs. NIF) reflejan una
sumatoria de los efectos de los farmacos individuales. La misma conclusién puede
establecerse al observar los valores de potencia (CEsg) tanto en la aorta (6.6+0.04,
6.310.04*, 6.1+£0.07* y 5.8+0.03**, para el control, NIF 1uM, FBZ 100nM y FBZ 100nM +
NIF 1uM, respectivamente; n=5, *p<0.05 vs. Control, **p<0.05 FBZ+NIF vs. NIF) como
en la arteria caudal (6.5+0.02, 5.9+0.03*, 6.1+0.03* y 5.7+0.03, para el control, NIF

1uM, FBZ 100nM y FBZ 100nM + NIF 1uM, respectivamente; n=5, *p<0.05 vs. Control).
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A FEN Log [M] B
Figura 10. Efecto de fenoxibenzamina (FBZ; 100nM) sobre la capacidad de la
nifedipina (NIF) para inhibir la respuesta contractil inducida por la fenilefrina (FEN) en
anillos sin endotelio de aorta (A) y de arteria caudal de rata (B). Los cambios de tensién
estan expresados como porcentaje de la contraccidn a cloruro de potasio (KCI) 80mM.

Los puntos representan la media y las barras verticales denotan el error estandar de la
media de 5 observaciones, *p<0.05 vs.Control, “p<0.05 FBZ+NIF vs. NIF.

Efecto del CMZ sobre las respuestas vasoconstrictoras inducidas por la FEN en
la aorta y la arteria caudal.

El efecto del antagonista selectivo de la calmodulina, CMZ (3, 10 y 30uM), sobre las
respuestas vasoconstrictoras inducidas por la fenilefrina (FEN) en anillos de aorta y
arteria caudal se muestra en la Figura 11. Como se puede observar, el CMZ produjo
una inhibicion moderada, pero significativa, de la respuesta contractil a la FEN en
ambas preparaciones. Este efecto se visualiz6 como una depresidn progresiva del Epax
ala FEN en la aorta (110£2.1, 114£1.9, 104+1.8 y 97+2.6%, para el control y CMZ 3, 10
y 30uM, respectivamente; n=4-5, *p<0.05 vs. Control) y la arteria caudal (102 + 0.5,
100 £ 0.8, 95+ 1 y 85 £ 2*, para el control y CMZ 3, 10 y 30uM, respectivamente; n=4-
5, *p<0.05 vs. control), asi como un incremento progresivo de la CEsy en la aorta
(7.8+0.08, 8+0.07, 7.9+0.07 y 7.2+ 0.09*, para el control y CMZ 3, 10 y 30uM,
respectivamente; n=4-5, *p<0.05 vs. control) y la arteria caudal (6.2+0.01, 6.1+£0.02,
5.6+£0.02* y 5.4+0.05*, para el control y CMZ 3, 10 y 30uM, respectivamente; n=4-5,
*p<0.05 vs. control). La concentracibn mas baja de CMZ (3uM) produjo un leve

desplazamiento hacia la izquierda de la curva C-R a la FEN en la aorta (Figura 11A).
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Figura 11. Efecto de concentraciones crecientes de calmidazolium (CMZ) sobre la
respuesta contractil inducida por la fenilefrina (FEN) en anillos sin endotelio de aorta (A)
y de arteria caudal de rata (B). Los puntos representan la media y las barras verticales
denotan el error estandar de la media de 4-5 observaciones. *p<0.05 vs. control.

Efecto del tratamiento combinado de CMZ con NIF sobre las respuestas

vasoconstrictoras inducidas por FEN en la aorta y la arteria caudal.

El efecto del CMZ, a las concentraciones de 3, 10 y 30uM, sobre la capacidad de la NIF
para inhibir la respuesta contractil a la FEN en la aorta y arteria caudal se muestra en
las Figuras 12, 13 y 14, respectivamente. La concentracién menor de CMZ (3uM) no
amplificé el efecto inhibitorio de la NIF sobre la contraccion a la FEN en ambas

preparaciones (Figura 12A y 12B), pues los valores de Emnax no cambiaron
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significativamente ni en la aorta (11412, 83+1*, 114+1.9 y 91+2.3, para el control, NIF
1uM, CMZ 3uM y CMZ 3uM + NIF1uM, respectivamente; n=4 *p< 0.05 vs. control) ni en
la arteria caudal (102+0.70, 95+0.80, 100+0.80 y 94+1.5 para el control, NIF 1uM, CMZ
3 uMy CMZ 3 uM + NIF1uM, respectivamente; n=5). En cuanto al efecto sobre la CEsy,
tampoco se observaron cambios ni la aorta (8 £ 0.08, 7 + 0.40*, 8 £ 0.08 y 6.9 + 0.08
para control, NIF 1uM, CMZ 3uM y CMZ 3uM + NIF1uM, respectivamente; n=4, *p<0.05
vs control) ni en la caudal (6.2+0.02, 5.9+0.02*, 6+0.02 y 5.7+0.03 para control, NIF

1uM, CMZ 3uM y CMZ 3uM + NIF1uM, respectivamente; n=4, *p< 0.05 vs control).
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Figura 12. Efecto del calmidazolium (CMZ; 3uM) sobre la capacidad de la nifedipina
(NIF) para inhibir la respuesta contractil inducida por la fenilefrina (FEN) en anillos sin
endotelio de aorta (A) y de arteria caudal de rata (B). Los cambios de tension estan
expresados como porcentaje de la contraccion a cloruro de potasio (KCI) 80mM. Los
puntos representan la media y las barras verticales denotan el error estandar de la
media de 4-5 observaciones *p<0.05 vs.Control, *p<0.05 <CMZ+NIF vs. NIF.
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Con respecto de la concentracion de 10uM de CMZ, tampoco se observd un efecto
amplificador sobre el efecto inhibitorio de la NIF (Figura 13A y 13B) pues los valores de
Emax N0 cambiaron significativamente en la aorta (111+2.2, 89+1*, 104+1.8 y 84+1.8
para el control, NIF 1uM, CMZ 10 uM y CMZ 10uM + NIF1uM, respectivamente; n=5,
*P<0.05 vs control) o en la arteria caudal (102+1.1, 94+0.63, 95+1.03 y 82+0.79 para el
control, NIF 1uM, CMZ 10uM y CMZ 10uM + NIF1uM, respectivamente; n=5). El
tratamiento combinado tampoco produjo efectos significativos sobre los valores de la
CEsp en la aorta (8+£0.09, 7.2+0.04*, 7.9+0.07 y 7+0.07 para el control, NIF 1uM, CMZ
10uM y CMZ 10uM + NIF1uM, respectivamente; n=5, *p<0.05 vs control) o en la arteria
caudal (6+0.03, 5.9+0.02 y 5.6+0.02*, 5.6+ 0.02**) para el control, NIF 1uM, CMZ 10uM

y CMZ10 uM + NIF1uM, respectivamente; n=5, *p<0.05 vs.Control, **p<0.05 CMZ+NIF

vs. NIF).
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Figura 13. Efecto del calmidazolium (CMZ; 10uM) sobre la capacidad de la nifedipina
(NIF) para inhibir la respuesta contractil inducida por la fenilefrina (FEN) en anillos sin
endotelio de aorta (A) y de arteria caudal de rata (B). Los cambios de tension estan
expresados como porcentaje de la contraccion a cloruro de potasio (KCI) 80mM. Los
puntos representan la media y las barras verticales el error estandar de la media (n=5)
*p<0.05 vs.Control, 'p<0.05 <CMZ+NIF vs. NIF.

Finalmente, el CMZ a una concentracién de 30uM no amplificé el efecto inhibitorio de la
NIF ni en la aorta ni en la caudal (Figura 14A y 14B, respectivamente). En concordancia
con esto, los valores de Ena en aorta (108+2.2, 73+1.8%, 97+2.6 y 68+1.6 para el
control, NIF 1uM, CMZ 30uM y CMZ 30uM + NIF1uM, respectivamente; n=4, *p<0.05
vs control) y en la arteria caudal (102+2.3, 911, 85+2* y 70+1** para el control, NIF
1uM, CMZ 30uM y CMZ 30uM + NIF1uM, respectivamente; n=4, *p<0.05 vs control,
**p<0.05 CMZ+NIF vs. NIF) no fueron modificados significativamente por el tratamiento
combinado. Asimismo, los valores de CEsy tampoco se vieron alterados por el
tratamiento combinado ni en la aorta (7.3+0.07, 6.8+0.08*, 7.2+0.1 y 6.8+0.08 para el
control, NIF 1uM, CMZ 30uM y CMZ 30uM + NIF1uM, respectivamente; n=4, *p<0.05
vs control) ni en la arteria caudal (6.3+0.06, 5.6+0.02%, 5.4+0.05*, 5.3+0.04** para el
control, NIF 1uM, CMZ 30uM y CMZ 30uM + NIF1uM, respectivamente; n=4, *p<0.05

vs.Control, "p<0.05 *p<0.05 vs.Control, *p<0.05 <CMZ+NIF vs. NIF CMZ+NIF vs. NIF).
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Figura 14. Efecto del calmidazolium (CMZ; 30 uM) sobre la capacidad de la nifedipina
(NIF) para inhibir la respuesta contractil inducida por la fenilefrina (FEN) en anillos sin
endotelio de aorta (A) y de arteria caudal de rata (B). Los cambios de tension estan
expresados como porcentaje de la contraccion a cloruro de potasio (KCI) 80mM. Los
puntos representan la media y las barras verticales el error estandar de la media (n=4).
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio con el antagonista irreversible de los receptores
o-adrenérgicos y de calmodulina, FBZ, se encuentran en discrepancia con los
reportados por otros autores en el sentido de que la FBZ no ejercié efectos
amplificadores de la accién inhibitoria de la NIF sobre la contraccién inducida por la
FEN en la aorta y la arteria caudal de la rata, la cual es mediada por los receptores
op- Y aa- adrenérgicos, respectivamente.

Uno de los argumentos para considerar un mecanismo alterno a la alquilacion de
receptores ol1-adrenérgicos en la accion amplificadora de la FBZ sobre el efecto
inhibitorio de la NIF, se basa en el hecho de que la FBZ es mas potente para
amplificar los efectos inhibitorios de la NIF que para bloquear las respuestas presoras
o1-adrenérgicas en la rata descerebrada y desmedulada (Holck, 1988; Ruffolo y col.,
1984; Timmermans y col.,, 1985,1987). Dada la capacidad de la FBZ para unirse
irreversiblemente a la calmodulina (Earl y col.,1984), resulta razonable suponer que
las citadas propiedades amplificadoras de la FBZ sobre el efecto de NIF se expliquen
por la inhibicién irreversible de esta proteina. Nuestros resultados no apoyan esta
hipétesis y, de hecho, cuestionan los resultados de otros investigadores. No obstante,
como lo demuestran otros resultados recientes en nuestro laboratorio, parece que la
manifestacion del citado fendémeno de amplificacién por la FBZ y el CMZ depende del

agonista que se utilice y/o de las condiciones experimentales.
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Papel de la calmodulina en la contracciéon o1-adrenérgica de la aorta y la arteria
caudal de la rata.

El numero de estudios referentes al efecto de farmacos antagonistas de la calmodulina
sobre la contraccidén vascular mediada por receptores a1-adrenérgicos es muy limitado.
Por lo tanto, parte de nuestro interés en este proyecto fue el de analizar el efecto de la
inhibicién farmacoldgica de la dicha proteina sobre la contraccién vascular mediada por
los receptores ap y a4 adrenérgicos. Como se puede observar, la respuesta contractil
en la aorta y en la arteria caudal se afecta de manera diferencial con la FBZ pues ésta
produce una mayor inhibicién de la respuesta contractil en la aorta que en la arteria
caudal. De interés particular es el hecho de que la concentracion menor de FBZ (1nM)
produjo un desplazamiento significativo de la curva C-R a la FEN en la arteria caudal
(i.e. una potenciacién) pero no en la aorta. La razdén de esta diferencia en las dos
preparaciones es desconocida pero representa un fendmeno que requerird un analisis
posterior. Por otro lado, en vista de que los experimentos se realizaron bajo
condiciones de proteccion de los receptores oup (con BMY en la aorta) y asa (con 5-MU
en la arteria caudal), es probable que el efecto inhibitorio de la FBZ sea debido, al
menos en parte, a la inhibicién de la calmodulina con la cual la FBZ se une de manera
irreversible (Earl y col., 1984). En apoyo de la posibilidad de que el efecto inhibitorio de
la FBZ sobre la contraccion sea debido en parte a la inhibicién de la calmodulina, la
concentracion mas elevada de CMZ produjo una inhibicion significativa de la respuesta
contractil a la FEN en ambas preparaciones. Estas observaciones, por lo tanto,
sugieren que la calmodulina se encuentra involucrada en el proceso de contraccién

debido a la activacién de los receptores op- y aa-adrenérgicos.
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Efecto de la FBZ y del CMZ sobre la capacidad de la NIF para inhibir la

contraccion en la aorta y la arteria caudal.

Los resultados del presente estudio indican que la FBZ y el CMZ no son capaces de

amplificar el efecto inhibitorio de la NIF sobre la contraccion inducida por la FEN en la

aorta y arteria caudal de la rata. No obstante, considerando la posibilidad de que el

fendmeno sea dependiente de las condiciones experimentales y/o del agonista que se

emplea, se realizaron experimentos en el laboratorio -independientes de este trabajo-

destinados a investigar si la FBZ y el CMZ podrian amplificar el efecto inhibitorio de la NIF

sobre la contraccion inducida por la NA en anillos sin endotelio de aorta de rata. Los

resultados demostraron que tanto la FBZ (Figura 15) como el CMZ (Figura 16) fueron

capaces de amplificar el efecto inhibitorio de la NA de manera dependiente de la

concentracion.
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capacidad de la nifedipina

(NIF) para inhibir la
respuesta contractil
inducida por la
noradrenalina (NA) en

anillos sin endotelio de

aorta de rata. Los
cambios de tensién estan
expresados como
porcentaje de la

contraccién obtenida en
las preparaciones control.
Los puntos representan la
media y las Dbarras
verticales denotan el error
estandar de la media de 3
observaciones.

150

100+

50+

1504

1004

Contraccién (% del control)

50

O

® Vehiculo

Control

150

100

501

o FBZ1nM
® FBZinM+
NIF 1uM

150

1004

501

43

A FBZ0.1nM
A FBZ0.1nM+
NIF 1uM

v FBZ 10nM
¥ FBZ10nM+
NIF 1uM

NA -Log [M]



Figura 16. Efecto del
calmidazolium (CMZ; 3, ° S?rd & Contra
10 y 30uM) sobre la ® Vehioulo 4 CMZ M
_ ool 150 A NIF 1uMm 150 O CMZ3uM+
capacidad de la nifedipina NIF 1uM
(NIF) para inhibir la
respuesta contractil 100- 1004
inducida por la
noradrenalina (NA) en
anillos sin endotelio de
aorta de rata. Los
cambios de tension estan

(e
o
Il

+

50

o
L
o
L

expresados como , : : , : : : ,
porcentaje de la o -8 6 4 10 8 6 4
contraccién obtenida en

las preparaciones control. o Control v Control

Los puntos representan la ® CMZ10uM ¥ CMZ 30uM
med|a y Ias barras 150+ vV CMZ 10LLM+ 150- o CMz 30]J.M+
verticales denotan el error NIF 1uM NIF 1uM

Contraccién (% del control)

estandar de la media de 3

observaciones. 100 100-

50 50

NA Log [M]

Vale la pena destacar que las condiciones utilizadas en estos experimentos fueron
distintas a las empleadas en los experimentos con FEN (trabajo presente), pues en
cada preparacion se realizaron de dos a tres curvas C-R a la NA, tomandose como
control la primera curva y sin provocar contracciones a KCI 80 mM.

Tomando en consideracion estos datos con NA, los resultados de nuestro
trabajo sugieren que el fendmeno de amplificacion del efecto inhibitorio de NIF por
FBZ y CMZ depende del agonista que se utilice para estimular los receptores -
adrenérgicos y/o de las condiciones experimentales. Estas observaciones dan

soporte al concepto de que las vias de sefnalizacion involucradas en el proceso de
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activacién de los receptores ol-adrenérgicos no participan en la misma medida
cuando se emplean agonistas distintos; hipotéticamente, esto parece extenderse al
papel de la calmodulina tanto en la contraccion (nétese que el CMZ no bloqued la
respuesta contractil a la NA) como en la modulacién de los canales de Ca™ en el

musculo liso vascular (véase mas adelante).

Mecanismos propuestos en la accion amplificadora de la FBZ.

Como ya se ha explicado, la contracciéon vascular mediada por la activacién de los
receptores al1-adrenérgicos implica dos mecanismos fundamentales de manejo del
ion Ca*™*. El primero de ellos comprende principalmente la generacién de segundos
mensajeros a partir de los fosfolipidos constituyentes de la membrana, entre los que
destaca el IP3, y la consecuente liberacién de Ca*™ del reticulo sarcoplasmico (véanse
antecedentes generales). El segundo mecanismo incluye la apertura de canales de
Ca++ sensibles a las dihidropiridinas. Se ha propuesto que el primer mecanismo
opera de manera predominante en el caso de la contraccion vascular inducida por
agonistas a1-adrenérgicos completos, mientras que el segundo lo hace cuando las
respuestas son inducidas por agonistas a1-adrenérgicos parciales (Oriowo y col.,
1992), y que el hecho de que la FBZ amplifique el efecto inhibitorio de la NIF sobre
las respuestas vasoconstrictoras a1-adrenérgicas se debe a que el agente alquilante
inhibe selectivamente el proceso de contraccion que involucra la liberacién de Ca++
intracelular (Timmermans y col., 1985; Ruffolo y Nichols, 1988; Ruffolo y col., 1984).
Esta hipotesis se vio favorecida por el hallazgo de que la FBZ facilita en mayor

medida el efecto inhibitorio de la NIF sobre las respuestas vasoconstrictoras o-
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adrenérgicas que dependen mayormente del influjo de Ca++ extracelular, tales como
aquellas inducidas por agonistas parciales al-adrenérgicos (Ruffolo y col., 1984;
Timmermans y col., 1985). Adicionalmente, con base en los efectos diferenciales de
agentes bloqueadores de la entrada de Ca++ sobre la vasoconstriccién inducida por
diversos agonistas a1-adrenérgicos, se habia propuesto la existencia de dos subtipos
distintos del receptor ail-adrenérgico uno de los cuales estaria acoplado al
mecanismo dependiente de Ca++ intracelular, mientras que el otro lo haria con el
mecanismo que depende del influjo de Ca++ extracelular (Holk y col., 1983).
Mediante en analisis del efecto de antagonistas de estructura quimica diversa contra
las respuestas presoras inducidas por un agonista completo y uno parcial al-
adrenérgico (Korstanje y col., 1984), con experimentos clasicos de proteccion del
efecto alquilante de la FBZ con NA y el agonista parcial o1-adrenérgico, dobutamina
(Oriowo y col., 1992), se demostré que un solo receptor a1-adrenérgico puede estar
acoplado a los dos mecanismos de movilizacién del Ca*™.

Tomadas de manera conjunta, las observaciones anteriores no permiten llegar a
una conclusién en torno al mecanismo preciso mediante el cual la FBZ facilita el
efecto inhibitorio de la NIF sobre las respuestas vasoconstrictoras mediadas por la
activacién de los receptores ail-adrenérgicos. Sin embargo, como se discute mas
abajo y en concordancia con los datos obtenidos con CMZ, el mecanismo mas

factible parece involucrar la inhibicién de la calmodulina.
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Papel de la calmodulina en la modulacion de los canales de Ca*™".

Diversas evidencias han demostrado que los canales de Ca*™ tipo L tienen la
propiedad de regularse a si mismos a través de su propia actividad por medio de
mecanismos de inactivacién y facilitacién (McDonald y col., 1994). Tales mecanismos
involucran procesos de fosforilacion via la participacidn de proteinas cinasas
especificas inhibitorias como la proteina cinasa dependiente de AMP ciclico y la
dependiente de GMP ciclico (Xiong y Sperelakis, 1995). Asimismo, la activacion de la
PKC por el segundo mensajero DAG puede dar lugar a la fosforilacién del canal (en
un sitio distinto de aquel utilizado por las cinasas inhibitorias) lo cual conlleva a su
activacién (Xiong y Sperelakis, 1995).

Entre los mecanismos propuestos para explicar la naturaleza de los fenédmenos de
inhibicién y facilitacién de los canales de Ca++ tipo L, se ha implicado la participacién
de la calmodulina (Gurney y col., 1989; McDonald y col.,, 1994). En este sentido,
desde un punto de vista molecular, se ha reportado la existencia de un sitio de union
al Ca++ denominado “EF”, el cual se encuentra situado a un lado de un sitio de unién
a calmodulina conformado por los amino&cidos isoleucina y glutamina, al que se le ha
denominado “IQ”. Ambos sitios se encuentran localizados hacia el final de la
secuencia carboxilo terminal de la subunidad a1C del canal (Peterson y col., 1999;
Zihlke y col., 1999). Resultados recientes sugieren que la calmodulina desempefia un
papel clave como sensor del Ca++ durante el proceso de inactivacion del canal

(Peterson y col., 1999).
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Inhibicion de calmodulina como posible mecanismo en la accion amplificadora
de la FBZ y el CMZ.

Considerando el hecho de que la activacion de receptores oy-adrenérgicos vasculares
dispara un proceso de contraccion que utiliza Ca™ de fuentes extracelulares e
intracelulares (Timmermans y col., 1985), podria contemplarse la posibilidad de que la
inhibicion de la calmodulina pudiera inhibir también el proceso de inactivacion Ca™ -
dependiente de canales tipo L (Peterson y col., 1999), y que un mecanismo facilitador
independiente de calmodulina que requiera solamente un aumento de los niveles de
calcio intracelular se vea favorecido. Esta posibilidad es consistente con reportes
previos que demuestran que el proceso de facilitaciéon disparado por una carga de
Ca'™ puede operar sin fosforilacion de proteinas (Yamaoka y Seyama, 1996) lo cual
excluiria la participacion de la calmodulina. Con base en esta informacién, parece
razonable suponer que la inhibicién de la calmodulina mediante la accién de agentes
farmacolégicos, como la FBZ y el CMZ, puede inhibir el proceso de inactivacién del
canal, dando como resultado un fenémeno de facilitacién del mismo. Esto se veria
reflejado como un fendbmeno de amplificacion de los efectos inhibitorios de los

agentes bloqueadores de la entrada de Ca™ como la NIF.
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CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo, aunados a resultados posteriores de nuestro
laboratorio, sugieren que la inhibicién farmacolégica de la calmodulina facilita los
efectos inhibitorios que la NIF ejerce sobre el proceso de contraccién vascular
mediado por los receptores ol1-adrenérgicos en la aorta. Desde luego, se requiere
investigacién adicional para determinar que es lo que sucede en la arteria caudal y en
otras preparaciones vasculares. Este fendmeno de facilitacidén, sin embargo, parece
expresarse funcionalmente de acuerdo con el agonista empleado pues no se observd
con la FEN pero si con NA. El mecanismo probablemente responsable de dicho
fendmeno puede involucrar la expresién de un proceso de facilitacion del canal de
Ca™ (lo cual explica la mayor susceptibilidad a la NIF) pues existe evidencia de que el
proceso de inhibicion del mismo requiere la participacion de la calmodulina. De
acuerdo con esta posibilidad, la inhibicion de la calmodulina puede abolir a su vez

este proceso inhibitorio del canal.
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RECOMENDACIONES

Son necesarios la realizacion de experimentos adicionales para determinar en que
medida participa la calmodulina en la contraccién vascular producida por agonistas
con diversos grados de eficacia (agonistas completos y parciales), asi como la
susceptibilidad de modulacion de los canales de Ca++ en la contraccién inducida

por dichos agentes.
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