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I. INTRODUCCION



I. ROD I

El uso creciente de los antihistaminicos H,,
aproximadamente en 1984, unos 30 millones con cimetidina y unos
2 millones con ranitidina, hace que poco a poco se vayan
conociendo més efectos farmacoldgicos y mas efectos adversos o
secundarios. Los segundes son descritos vcada dia més
frecuentemente en revistas de prestigio y ello es debido por una
parte a que son moléculas de reciente descubrimiento y por otra
parte que tienen un gran uso terapéutico. Por 1los grandes
beneficios que generan las dos principales compafiias ha originado
fuertes tensiones comerciales con el uso antiulceroso de
cimetidina versus ranitidina como sefiala Mc Carthy (1983): "Hasta
ahora, esta batalla ha generado mds agitacidén en Wall Street y
entre las compafiias en competencia que en las consultas médicas"
Yy s8i bien ello es cierto relativamente, ya gue hay un creciente
interés de la clase médica en tomar partido por una u otra,
debido al numero creciente de publicaciones de efectos adversos
de la otra, con lo que contribuye incluso a una mas prudente
vtilizacidén terapéutica y a unas preferencias cambiantes por el
advenimiento de nuevos antihistaminicos H,.

Aungue la histamina es un poderoso agente secretor de &cido
clorhidrico y pepsina por el estdémago, en sinergia, con
acetilcolina y gastrina, los agentes antisecretores del tipo de
los antihistaminicos H, no parecen actuar tan selectivamente
sobre los receptores H, gdstricos, como 1lo demuestran los

diversos efectos farmacoldgicos, poco conocidos, por ser menos



usuales como los endocrinos y metabdlicos, incluso el simplista
concepto de antagonistas H,, a nivel gastrico puede no ser
directo, sino hipotéticamente afectando al movimiento del calcio
intracelular y secundariamente la exocitosis o ambos mécanismos.
En este trabajo hemos visto la influencia de estos agentes en un
tejido no secretor, como es la preparacidn frénico-diafragma de
rata con unos efectos especificos, también a rango de dosis muy
especifico y estrecho, aunque mayor gque el preciso para el
antagonismo de 1los receptores H, y siendo este efecto
potencialmente beneficioso, como es la mejoria de la contracciédn
muscular, al igual que a nivel cardiaco favorecen "in vitro" la
inotropia, salvo algunos agentes nueveos. Cuande utilizamos
ranitidina como agente anticurare in vitro, previamente el grado
de curarizacidén que realizamos con atracurio en esta tesis es
alrededor de un 20 a 50 por ciento de valor basal segun el
preparado y el tipo de estimule, con lo que a diferencia de otros
autores que utilizan dosis supramdximas, nos permite ver, una vez
alcanzada una disminucidén contrdctil estable, el efecto
subsiguiente del antihistaminico H,. A nuestro juicio, ensayar
dosis de curare muy altas presenta el inconveniente de que
producen una depresidn supramaxima de la contraccién
diafragmdtica, la cual es muy persistente, pudiendo durar horas,
incluso tras lavados sucesivos de la preparacién. El ensayo
ulterior de un fdrmaco para ver si revierte o potencia esta
disminucidén de la contractilidad es dificil, porque si 1la
potencia reversal es pequeRa no es posible apreciarlo y si
aumenta mas la depresidén no se puede apreciar, una vez anulada

previamente ésta.



El interés de algunos antihistaminicos H,, estriba en que
presentan algunas acciones farmacoldgicas nuevas, aungue
esperables y sorprendentes como la que estudiamos en este
trabajo. Ya era conocido el efecto contractil de 1los
antihistaminicos H, en miocardio de rata y cobayo, existiendo una
bibliografia abundante Yy revisiones {Manzanero, 1979),
estudidndose incluso en miocardico humano in vitro, donde
cimetidina y ranitidina presentan efectos inotrépicos positivos
(Coruzzi and col., 1983), al igual que mifentidina (Poli and
col., 1985). En misculo liso son también innumerables las
publicaciones de efectos descritos con los antihistaminicos H,.
En misculo estriado hay diferencias de especie y se describen
acciones de incremento y depresidn contractil. En la preparacidn
frénico-diafragma de rata ranitidina tenia una accién contractil
6ptima -cimetidina solo tenia ligeros efectos contractiles-,
mientras que en el cobayo no hay tal efecto, por lo gue esta
especie la hemos excluido. . También ha sido estudiada la accién
contrictil de ranitidina en esta preparacidén sobre dosis
equimolares previas de histamina, para demostrar gque el efecto
contractil no se debe a interacciédn sobre receptores H (Iglesia,
1982), asi como después de la depresidn contractil neuromuscular
de causa miogénica, por inhibicidén del calcio sarcoplasmatico
disponible para la contraccién, causada por dantroleno. Es decir,
el antihistaminico H, ranitidina antagonizaba los efectos de
dantroleno por interaccién con el calcio disponible para la

contraccién.



I.1. MISTON R AR.-

A continuacién se resumen algunos aspectos de la
farmacologia y fisiologia de la placa motora, para una mejor
comprensién de esta tesis.

Dentro del citoplasma de las fibras musculares, llamado
sarcolema estdn los miofilamentos dispuestos en cilindros de
didmetro aproximado de 1 um y cada grupo constituye una
micfibrilla, que es el componente contriactil. En el sarcoplasma
hay miles de  nicleos, mitocondrias y otras organelas
subcelulares. El reticulc endoplédsmico liso, se llama reticulo
sarcopldsmico y esta constituido por una amplia red compleja de
tdbulos, vesiculas y sacos, ocupando un espacio intermiofibrilar.
En estos tibulos se almacenan iones de calcio. Hay otros tibulos
ademds de estos longitudinales, que tienen una disposicidn
transversal, los tibulos T, que son invaginaciones de la membrana
plasmdtica en estrecha oposicidén con las vesiculas y sacos del
reticulo sarcopldsmico. Cada tdbulo en T con las porciones
vecinas del reticulo sarcoplasmico forman la caracteristica diada
© triada en los mamiferos. Los miofilamentos gruesos contienen
la proteina contrdctil miosina, mientras gue los delgados
contienen actina, troponina y tropomiosina interrelacionados. La
contraccién muscular se produce cuando los filamentos de actina
se deslizan entre si y acortan los sarcédmeeros. La molécula de
miosina tiene ATP-asa en su extremo y contiene una porcidn
delgada llamada meromiosina ligera y otra porcidén mas gruesa
llamada meromiosina pesada. La movilidad de cabeza con cuello de

la meromiosina pesada permite el enlace reversible con la actina



para formar la actomiosina. Los icnes Ca++ por mediacién de la
troponina hacen permeables para las cabezas de miosina los puntos

de unidn con la actina.

I.1.a. ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION.-

El desarrollo de la microscopia electrénica los estudios in
vitro de las proteinas contrdctiles, etc., han conseguido grandes
avances, por lo gque se resumen a continuacién. La membrana
plasmdtica de una fibra muscular estriada estd polarizada,
teniendo el interior negativo, de 50 a 90 mV en relacién al
exterior. En la mayor parte de las fibras musculares de los
mamiferos el valor es de aproximadamente de -90 mV. El potencial
de membrana en reposc es esencialmente el potencial de equilibrio
del potasio. El estado contrdctil de la fibra muscular guarda
relacién con el potencial a través de la membrana. Si la
diferencia de potencial disminuye hasta un nivel critico, es
decir se despolariza, se produce una contraccién de fibras
musculares. La cadena de acontecimientos gque acoplan la
despolarizacién de la membrana plasmdtica muscular con la
activacidn de las proteinas contrdctiles se denomina acoplamiento
excitacidén-contraccidén ¢ acoplamiento electromecdnico.

Un método experimental para despolarizar la membrana
plasmiatica de células excitables se consique mediante el
incremento extracelular de K+. En la mayor parte de las fibras
musculares de los mamiferos el primer potencial a través de la
membrana disminuye desde su valor en reposo, de aproximadamente

90 mV a un valor de aproximadamente 50 mV, es decir se



despolariza de -8%0 mV a -50 mV. El valor de —-50 nV se denomina
umbral de activacidén mecdnica. Al aumentar la intensidad de 1la
despolarizacién se producen aumentos graduales de la contraccién,
hasta gque el potencial de membrana se acerca a -20 mV. La
despolarizacién mds alla de este valor no produce ningin aumento
de la contraccién, por lo que se dice que con este valor se ha
alcanzado la saturacidn mecanica. La relacién entre
despolarizacién de -50 mV -20 mV y contraccidn se expresa por una
curva sigmoidea. Se han obtenido resultados similares con la
técnica del pinzamiento o fijacidn del voltaje si se usa para
despolarizar la membrana hasta valores controlados durante
determinado tiempo. El1 empleo de esta técnica demuestra que
durante periodos muy breves de despolarizacidén los valores de
umbral y de saturacién de potencial de membranas varian seguin la
duracién de la despolarizacién, que cuando més breve es la
duracién de la despolarizacidén, por debajo de un periodo critico
mayor es la despolarizacién. En la mayor parte de los tipos de
fibras musculares estriadas, incluyendo casi todas las fibras de
los misculos de mamifero, el mecanismo fisioldgico que inicia la
contraccidén es la despolarizacién producida por potenciales de
accién gue se propagan en la membrana. Asimismo, la mayor parte
de las membranas de fibras musculares estriadas conducen
potenciales de accidén a una velocidad de aproximadamente 5 m/segq.
El potencial de membrana varia entre -90 mV en reposo hasta +30
mV © +40 mV en el mdximo de la espiga. El mecanismo en el cual
se basa la generacidén y propagacién del potencial de accidn en
las fibras musculares estriadas es esencialmente igual que el de

las fibrag nerviosas amielinicas. Como la saturacién mecédnica



tiene lugar con un potencial de membrana de aproximadamente -20
mV, la despolarizacién mas alld de este valor, incluyendo el
exceso del potencial de espiga, no produce mayor aumento de la
contraccién y esta parte del potencial de accién, es decir 50 mv,
de -20 mV a +30 mV o 40 mV constituye un factor de seguridad.
Este factor se confirma por experimentos en los cuales se
disminuye el contenido de Na+ de la soluciédn en la cual se bafian
los misculos aislados. El conteﬁido de Na+ tiene que reducirse
hasta el momento en que la amplitud del potencial de accidn cae
en 50 mV aproximadamente antes de que disminuya la intensidad de
la contraccidén asociada.

De lo dicho se deduce que la contraccidén muscular por si
misma no es un fendmeno del "todo o nada", pues se producen
contracciones graduales por despolarizaciones también graduales
dentro de los 1limites de potenciales de membrana, desde
aproximadamente -50 mV a =20 mV. Sin embargo, la contraccidn
muscular parece obedecer a la ley del teodo o nada, porque en
circunstancias normales esta desencadenada por potenciales de
accidén que se propagan y la conduccién nerviosa obedece a esta
ley. Los potenciales de accidn que se propagan pueden producirse
en una membrana de célula muscular, aplicando los electrodos
estimulantes directamente al misculo o Dbien estimulando
indirectamente su nervio motor. El mecanismo en virtud del cual
un potencial de accidén que se desplaza en un nervio motor
desencadena un potencial de accidén en la membrana celular del
misculo correspondiente, incluye la acetilcolina comeo
neurotransmisor quimico, es similar a la transmisidén en cualguier

otra parte.



Aungue la transmisidén esta desencadenada por el potencial
de accidn del misculo dura mucho mds gue el cambio eléctrico.
Ocurre asi porgque los acontecimientos iniciados por 1la
despolarizacién se producen en forma relativamente lenta, ¥
siguen después que el proceso de recuperacién de la membrana ha
terminado el cambio eléctrico. El cambio eléctrico en la membrana
plasmatica de la célula muscular es conducido al interior de la
célula siguiendo las membranas de los tibulos T, gque penetra en
ella en la regidén de las membranas Z en el limite A-I. En alguna
forma el cambio eléctrico de la membrana de los tibulos T provoca
la liberacién de una peqguefla cantidad del 1llamado "Ca++
desencadenante" de las triadas de unién. Esto a su vez provoca
la liberacidn de una cantidad mayor de "Ca++ activador" desde los
sacos laterales y las vesiculas del reticulo sarcoplasmico, donde
estd almacenado, hacia el sarcoplasma en la unién de los
miofilamentos.

En reposo, la cantidad de Ca++ libre en el sarcoplasma es
baja y el complejo troponina-tropomiosina, juntoc con Mg++ ATP
intacto, impide la formacidn de puentes cruzados entre filamentos
gruesos y delgados de manera gue persiste la relajacién. Cuando
se ha liberado Ca++ por el reticulo sarcopldsmico y se ha unido
al complejo troponina- tropomiosina-actina, desaparece la
represién que existe para la contraccidén; la ATPasa de miosina
es activada, ATP es hidrolizado y tiene lugar la interdigitacién
de filamentos, con la formacién consiguiente de puentes cruzados

(Bowman and Rand, 1984).



I.1.b. RELAJACION,—

El restablecimiento del estado de relajacidén reguiere que
Ca++ desaparezca del complejo troponina~tropomiosina que entonces
puede volver a ejercer su accién inhibidora. La superficie
exterior de los sacos laterales del reticulo sarcoplasmico esta
jalonada con intervalos de unos 10 nm, de pequefios elementos a
modo de nudos de 2-4 mm de didmetro. Se cree que intervienen en
el transporte activo de Ca++ a través de la membrana del reticulo
sarcopldsmico hacia sus lugares de almacenamiento internos. En
esta forma Ca++ a través de la membrana del reticulo
sarcoplédsmicoe los atrapa en forma activa. Cuando los sacos
laterales y las vesiculas del reticulo sarcopldsmico estén
plenamente saturados, el 80 % aproximadamente, del Ca++ esté
fijado electrostdticamente a lugares en la superficie interna de
la membrana que contienen grupos de imidazol, fosfatidilserina
Yy lecitina. El resto del Ca++ gueda libre en solucidén dentro de
los sacos. El transporte activo de Ca++ penetrando en el reticule
sarcopldsmico depende de la hidrélisis de ATP por una ATPasa
asociada con su membrana. El1 reticulo sarcopldsmico también
contiene la enzima adenilciclasa, que cataliza la conversién de
ATP en AMP ciclico. No sabemos hasta gue punto esta enzima
intervenga en la captacién de Ca++, aungue se ha senalado que
esta captacidn por reticulo sarcopldsmico aislado es estimulada
por AMP ciclico.

Las mitocondrias del misculo también tienen gran capacidad
de almacenar Ca++, aungue su afinidad por él es menor gue la del
reticulo sarcoplasmico, y se acumulan mas lentamente. De todas

maneras, también intervienen las mitocondrias contreolande la



concentracién intracelular de Ca++ libre; su importancia relativa
en diversos tipos de misculos depende del nimero existente.

Si la membrana de una fibra muscular estriada se conserva
a nivel despolarizado (esto es, con exceso de K+ o por fijacién
de voltaje), la contracecién resultante disminuye en forma gradual
debido a un proceso de "acomodacidén", mal conocido del mecanismo
contradctil, gque incluye secuestro de Ca++ por el reticulo
sarcopldsmico, a pesar de persistir la despolarizacién. Por otra
parte, si el potencial de membrana se restablece rapidamente
hasta valor normal, como ocurre cuando la contraccién es iniciada
por un solo potencial de accidén, entonces el mecanismo de
relajacién radpidamente sigue al proceso contrdctil. La relajacién
se evita por una serie de potenciales de accidén en réapida
sucesién. Esto se denomina tétanos.

Ademas de su papel en la captacién activa de Ca++ por el
reticulo sarcoplasmico, ATP desempefia otros papeles en el proceso
de relajacidén. Es necesario alterar la capacidad de fijacién de
los sacos laterales en favor de Ca++ sobre otros iones,.
Posiblemente de ATP produce esta alteracién provocando un cambio
de conformacidén en los lugares de fijacidédn. No sabemos si esta
accién particular de ATP depende de su hidrélisis. Incluso cuando
todo el Ca++ activador ha sido eliminado de los miofilamentos;
no se produce relajacién a menos que estén presentes Mg++ y ATP
intacto; estas substancias ejercen una accidn directa sobre los
miofilamentos que, ademds de la pérdida de Ca++ por el complejo
troponina-tropomiosina, es necesaria para lograr que se produzca
la relajacidén. Esta, por lo tanto, también incluye la resintesis

de ATP.
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La breve latencia y la rdpida contraccién de un misculo
estriado, en respuesta a un solo impulso nervioso, hizo que
muchos investigadores dudaran de que existiera un mecanismo
humoral a nivel de la unidén neuromuscular. Sin embargo, Dale,
Feldberg y Vogt, en 1936, demostraron 1la liberacidn de
acetilcolina al estimular un nervio motor somdtico. Perfundieron
los vasos sanguineos de la lengua de un gato; cuando estimulaban
el nervio hipogloso, produciendo contraccidn del misculo estriado
de la lengua, se identificd acetilceolina en el liquido de
perfusidn gque salia de ellas. En otros experimentos se perfundid
el misculo gastrocnemio de la pata del perro o del gato y se
estimularon las raices motoras del nervio cidtico dentro de la
columna cervical para evitar estimular mas fibras nerviosas que
las de motoneurcnas. La substancia que aparecia en el ligquido de
perfusidén tenia cualitativa y cuantitativamente la misma accidén
gue una solucidén estandar de acetilcolina ensayada con el misculo
dorsal de la sanguijuela y con la presién arterial del gato. La
presencia de la substancia sdélo se descubridé cuando se afadid
fisostigmina al 1liquido de ©perfusidn, para inhibir 1la
colinesterasa. Dale y colaboradores luego comprobaron que la
liberacidén de acetilcolina no dependia de la contraccidén del
misculo. En primer lugar el curare suprimia la contraccidn, pero
seguia presentadndose acetilcolina en el liquido de perfusidn
después de estimular el nervio. En segundo lugar, la estimulacidn
eléctrica directa del misculo denervado crénicamente

desencadenaba contracciones, pero no se descubria acetilcolina
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en el liquido de perfusidn. En el desarrollo de esta tesis se han
realizado experimentos estimulando el nervio frénico ~estimulo
indirecto- o el misculo diafragma -la contraccidn que se producia
era sin liberacién de Ach-.

Otros experimentos demostraron que la acetilcolina era
liberada cuando se estimulaban los nervios motores y trabajos
posteriores demostraron que remedaba el efecto de la estimulacién
nerviosa provocando la contracciodn. Cuando se inyecta
directamente una pequefia cantidad de acetilcolina en arterias que
riegan misculo esquelético se produce una contraccidén rapida y
breve, similar a la causada por la estimulacién nerviosa. Ademis,
las contracciones producidas por la acetilcolina y las producidas
por estimulaciones nerviosas son afectadas por diversas farmacos
en forma similar. Asi, el curare blogquea y la fisostigmina
potencia la respuesta de las dos. Grandes dosis de acetilcolina
después de la fisostigmina pueden deprimir las sacudidas
desencadenadas por la estimulacién nerviosa.

La acetilcolina, inyectada por wvia intravenosa produce
acciones intensas sobre estructuras inervadas por nervios
autdédnomos, pero poca accidén sobre misculos estriados, incluso
después de inhibida la colinesterasa. De manera similar, la
acetilcolina afiadida al liquido del balio que contiene un tejido
aislado con inervacidén auténoma, como un segmento de intestino,
produce rdpidamente una respuesta del misculo liso que contiene;
sin embargo no ocurre asi en el caso de misculos estriados
aislados, constituidos principal o totalmente por fibras de
inervacién focal. Tales misculos pueden conservarse en estado

funcional aislados del cuerpo y suspendidos en solucidén salina
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fisioldégica, siempre que sean suficientemente delgados para
poderse oxigenar adecuadamente. Ejemplos empleados frecuentemente
en eXperimentos farmacoldgicos incluyen diafragma de rata,
misculo sartorio de rana y misculo dorsal ancho posferior del
pollo. Estos misculos responden con sacudidas o con tétanos a la
estimulacién nerviosa adecuada. Sin embargo, no se pueden
contraer anadiendo acetilcolina al liquido nutricio.

El fracaso de la acetilcolina para producir una contraccién
del miscuvlo estriado cuando se da por via intravenosa, o cuando
se aflade al liquido del bafio donde hay un misculo aislado,
depende sobre todo de la rapidez con gque es hidrolizada y la
extraordinaria brevedad de las contracciones, aungue se pueden
sumar para producir una respuesta visible cuando hay peqgueifias
cantidades de acetilcolina en el torrente vascular. Para que
tenga lugar la sumacién en un misculo estriado tienen gque
responder sincrénicamente un nimero elevado de fibras musculares.
Esto s6lo se produce cuando la contraccidn local de acetilcolina
en placa motora es elevada. Por ejemplo, después de una rapida
inyeccién arterial préxima que riega el misculo.

Es sabido que la transmisidén de la excitacidén desde las
terminaciones nerviosas motoras a las fibras estriadas de los
misculos, no sélo de mamiferos sino también de pdjaros y anfibios
es por la acetilcolina que es sintetizada dentro de las
terminaciones nerviosas motoras y almacenada en las vesiculas
sindpticas. Cuando es liberada de las terminaciones nerviosas por
la llegada de impulsos nerviosos, la acetilcolina se difunde
atravesando el estrecho espacioc de unidén y despolariza la

membrana postunidén, produciendo un potencial de placa terminal
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(e.p.p.) © sea una respuesta similar a la del potencial
postsindptico excitador (EPSP). Esta accidén de la acetilcolina
es remedada por la nicotina y por 1lo tanto, segin la
clasificacién de Dale se describe como accién nicotinica de la

acetilcolina (Bowman and Rand, 1984)

I.1.4. LIBERACTION ESPONTANEA DE ACETILCOLINA, -

En ausencia de impulsos nerviosos la acetilcolina es
liberada espontaneamente y al azar en cuantos de volumen
aproximadamente uniformes; cada cuanto probablemente seria la
cantidad contenida en una sola vesicula sinaptica. El1 ndimero
midximo de moléculas de acetilcolina gque pueden almacenarse en una
vesicula de 40 nm de didmetro es de 45000, y las valoraciones mas
probables del nimero real en una vesicula estdn entre 12000 y
21000, La liberacidn espontédnea origina pequeiias
despolarizaciones de 1la membrana postunién conocidas como
potenciales miniatura de placa terminal (m.e.p.ps), gue se
producen con frecuencias medias de 1-4 Hz en diferentes misculos.
Son demasiado pequefias para desencadenar el mecanismo contractil
en un misculo. En fibras musculares de inervacién focal los mepps
tienen volumen aproximadamente uniforme cuando se registran con
un microelectrodo en la placa terminal. En fibras de inervacién
miltiple aparecen en amplitud mas variable y en cronologia
diferente, porque la gran densidad de placas terminales significa
que se registran no sélo de las placas terminales mas cercanas
al electrodo de registros sino también de otras ligeramente mas

alejadas, cuyas respuestas han sido atenuadas por la distancia.
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I.l.e. LIBE N _D ET LINA POR IM NERVI et

Cuando un impulso nervicoso alcanza la terminaciéﬁ nerviosa
proveca un aumento breve, pero enorme, de la descarga de
vesiculas, de manera que se libera simultdneamente el contenido
de varios centenares. Se ha calculado gue un impulso nervioso a
nivel de una sola unidén libera méds de 4 millones de moléculas de
acetilcolina; o sea el contenido de 200 a 350 wvesiculas.
Experimentos en los gue se han despclarizado terminaciones
nerviosas hasta grados fijos de impulsos despolarizantes de
corriente, demuestran que la relacidén entre la magnitud de la
despolarizacidén nerviosa terminal y la intensidad de liberacién
de transmisor se expresa por una curva muy empinada en forma de
S. De manera similar, la intensidad de liberacidén depende mucho
de la duracidén de la despolarizacién terminal. El potencial de
accidén en la terminal nerviosa tiene un efecto muy neto sobre la
liberacién de transmisor.

La despolarizacidén de membrana por el potencial de accién
solo es la primera de una serie de reacciones gue terminan en la
liberacién de acetilcolina. El intervalo entre el comienzo de la
despolarizacidédn de la membrana terminal del nervio y el comienzo
de la respuesta postunién a nivel de uniones neuromusculares de
la rana a 2.5° C es prolongado, hasta de 3.5-7.0 mseg., y solo
0.15 mseg., de este retraso puede atribuirse al tiempo necesario
para que la acetilcolina difunda a través del espacio de unidn
e interactue con los receptores postunidén. Asi pues, la mayor

parte de retraso depende de los acontecimientos del acoplamiento
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de excitacién-liberacién. El mejor conocido de estos
acontecimientos es 1la entrada de Ca++ extracelular en el
axoplasma terminal, que es acelerado por la despolarizacidn de
la membrana terminal. La cantidad de acetilcolina liberada por
un impulso nervioso es funcidén de la concentracién de Ca++ libre,
y parte de la liberacién de Ca++ en la liberacién de acetilcolina
es por tanto wvital. ©Los compuestos gque desacoplan 1la
fosforilizacidn oxidativa hacen que las mitocondrias que hay
dentro de las terminaciones nerviosas liberen Ca++ hacia el
interior del axoplasma. Se ha comprobado que tales compuestos
aumentan la liberacién espontdnea de acetilcolina a nivel de las
uniones neuromusculares in vitro en ausencia de Ca++ externo.
Los iones de magnesio tienen una accidén opuesta sobre los
iones de calcio en cuanto a liberacién de transmisor. Una con-
centracién elevada (Mg++) inhibe la liberacidn de acetilcolina
y se opone a la accidn de Ca++. Por lo tanto, la liberacidén de
acetilcolina, como la de otros transmisores, varia segin el grado
de despolarizacién de la terminal nerviosa y de la concentracidén
de Ca++ y Mg++ en el liquido extracelular (Bowman and Rand,

1984) .

I.1.f. LOCALIZACION Y BTIQOUIMICA DEL RECEPTOR NICOTINICO
MUSCULAR, -

Para su identificacidén y localizacidén se han utilizado
ligandos como a-bungarotoxina, un polipéptido gue se une de

manera especifica e irreversible a estos receptores (Lee, 1972).
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Con radioniclidos o peroxidasas marcadas, a-bungarotoxina (a-BT)
se puede ver su localizacidédn por microscopio electrénico. El
receptor de acetilcolina (Ach-R) estd localizado en las crestas
de los pliegues de la unidén neuromuscular, justo debéjo de las
zonas activas (Fertuck and Salpenter, 1974; Daniels and Vogel,
1975). El1l nimero de uniones a a-BT se estima por algunos autores
alrededor de 30.000 nm ~2 en estas dreas (Fertuck and Salpenter,
1976).

La biogquimica del receptor de acetilcolina segun Drayer
(1982) consiste en una glicoproteina que se extiende 5 nm al
exterior de la membrana y unos 1.5 nm en el espacio intracelular
(Ross and cel., 1977). El receptor tiene un peso molecular de
250.000 y estd constituido por varias subunidades. El receptor
aislado es como una molécula de 14 x 8 nm y de 250.000 daltons.
Esta se compone de subunidades de 40 a 69 mil daltons, con dos
sitios de unién para la oa-bungarotoxina y uno o dos de
agonista-antagonista por molécula receptora (Heidmann and
Changeux, 1978). La medicidn del nimero de receptores por unidad
de superficie y la conductancia de membrana han demostrado que
la translocacién de iones es bastante rapida, unos 5 x 107 iones
por segunde, para requerir movimiento a través de un canal
abierto y no por un portador rotativo de iones. Ademds, 1los
cambios de permeabilidad de iones, mediados por agonistas, es
decir el movimiento de entrada de sodio y de salida de potasio,
puede producirse por un solo tipo de canal idnico (Dionne and
col., 1978). El sitio de unién con el agonista parece estar
intimamente acoplado con un canal idénico y la unidn del agonista

provoca un cambio rapido, que abre el canal. La densidad del

17



receptor segun distintos autores oscila entre 10.000 nm-2 a
30.000 nm-2, tendiendo a localizarse en los puntos de los
pliegues postsindpticos y presentando una cavidad centrada en la

molécula receptora.

I.1.g9. LOS RECEPTORES DE ACETILCOLINA.

De lo dicho hasta aqui se desprende que los receptores de
acetilcolina que intervienen en el proceso de transmisién
neuromuscular estdn localizados en la membrana postunién a nivel
de la placa motora terminal. Ademds, estd comprobada 1la
existencia de receptores de acetilcolina antes de la unién; se
hallan localizados en las terminaciones nerviosas, probablemente
a nivel del primer nodo de Ranvier, La acetilceolina y otros
agonistas nicotinicos interactuan con los receptores preunién
produciendo despolarizacidén de la membrana nerviosa terminal, y
este efecto, como el de la membrana postunién, es blogqueado por
la tubocurarina y farmacos similares. Es objeto de discusidn si
los receptores de acetilcolina preunidn desempefian algun papel
en la transmisién fisiolégica normal o bien tienen funcién
neuromoduladora a este nivel. La mayor parte de los autores
admiten que si lo ejercen, es muy pequeila con relacién con el
papel de los receptores postunién.

Se han hecho muchas deducciones acerca de la indole del
receptor de la acetilcolina postunién basandose en relaciones de

estructuracidén entre agonistas. Se ha comprobado que componentes
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polipéptidos de los venenos de algunas serpientes de las familias
Elapidae {cobras, Bungarus, corales, Dendraspis, tigres,
serpientes africanas) e Hydrophiidae (serpientes de mar) se fijan
fuertemente y en forma selectiva e irreversible a los receptores
de acetilcolina. La mayor parte de los estudios se han efectuado
con una «a-bungarotoxina del veneno de la serpiente de Taiwan
Bungarus multicinctus; la B-bungarotoxina del mismo veneno de
serpiente tiene accidn diferente.

El empleo de toxinas radiomarcadas y la técnica de auto-
radiografia han permitido efectuar estimaciones del nimero de
receptores en una sola placa motora terminal. En misculos de
rata, ratén y pollo se ha calculado gue hay aproximadamente 50
millones de receptores por placa terminal motora. Las fibras
musculares todavia responden en forma midxima a la estimulacidn
nerviosa cuando el 45 % de los receptores estan blogueados por
la toxina, pero viene rapidamente la pardlisis cuando estéan
bloqueados més del 45 %. Por lo tanto, cabe considerar que casi
la mitad de los receptores son redundantes.

El componente muscular que se combina con la a-bungarotoxina
radiomarcada puede separarse; se ha identificado como una
proteina unida a la membrana conmpuesta de unidades con peso
molecular de aproximadamente 80.000 agregados en tetrameros. Esta
proteina contiene el receptor para acetilcolina gue ahora se ha
aislado en forma pura del misculo denervado de mamifero (peso
nmolecular = 43.000}.

Los lugares receptores han de tener g¢gran similitud
estructural con los lugares activos de la enzima

acetilcolinesterasa, yva que ambos poseen fuerte afinidad por la
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acetilcolina. Frecuentemente se ha sugerido que son idénticos y
que la acetilcolina es hidrolizada cuando interactua con un lugar
receptor. Sin embargo, resulta dificil explicar el hecho de que
muchos fdrmacos que inhiben el enzima, tienen poca o ninguna
capacidad de bloguear la transmisidén colinérgica y carecen de
efecto importante sobre la actividad colinesterasa. Los
principales datos en contra de la hipdétesis segin la cual los
colinoreceptores son idénticos a la acetilcolinesterasa, son los
siguientes: 1) A nivel de la unién neuromuscular la micro-
aplicacién iontoforética de acetilcolina demuestra que hay puntos
(receptores) sensibles a la acetilcolina fuera de la zona donde
existe la acetilcolinesterasa. 2} En misculos crénicamente
denervados (ver luego) se desarrollan receptores de acetilcolina
sobre la membrana y no guardan relacién con acetilcolinesterasa.
3) En células musculares esqueléticas de embridén cultivadas se
desarrollan receptores de acetilcolina, muchec tiempo antes que
aparezca la acetilcolinesterasa (funcional). 4) En todos los
tipos de misculo es posible blogquear 1los receptores de
acetilcolina con a-bungarotoxina y luego comprobar la presencia
de acetilcolinesterasa en otros lugares empleando técnicas

histoquimicas (Bowman and Rand, 1984).
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I.2. LASTFICA N FA NIST
ANTAGONISTAS DE LA HISTAMINA.-

Son innumerables los farmacos que pueden tener uno u otro
efecto. Asi los farmacos capaces de liberar histamina como la
morfina, el curare, etc., pueden producir efectos histaminicos:
broncoconstriceiédn, etc. Esta clasificacién intenta basarse en
la accidén estimulante o inhibitoria sobre los receptores H,, H

4
y otros no clasificados.

Hl- ni H l-an ni :
2 —metil-histamina 1) Etanolaminas: difenhidramina
2 -(2-piridil) etilamina 2) Etilendiaminas: antazolina
2 -(2-tiazolil) etilamina 3) Alquilaminas: clorfeniramina.
ni indir {favorecen la liberacién de histamina):
Histamina Derivados de piperidina
Diamidinas Compuesto 48/80
Polimixina Derivados de piridinio
Amodiaguina Alcaloides
Morfina
2— ni : n ni indir
S-metil-histamina Cromoglicato
Dimaprit Brocresina
Impromidina Hidrazinohistidina

S-metil-N-metilhistamina

H2—-antagoni H
1) De molécula compleja: 2) Derivados del imidazol:
Lamtidina Burimamida
Loxtidina Metiamida
BMY25368 Cimetidina
BMY 25405
Famotidina 3) Derivados del furano:
Etintidina Ranitidina
Mifentidina (DA 4577)
Tiotidina 4) Isocitosinas:
AH 18801 Oxmetidina
SKF 93479
SKF 91486
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I.3. LACION R —ACTIVIDAD DE

ANTTHISTAMINICOS H..-

Los primeros compuestos con actividad antihistaminica H,
consistian en derivados de la histamina, sobre todoc conservando
el anillo imidazol al que se adicionan diversos radicales. De
uncs doscientos compuestos iniciales, se vio que la burimamida
tenia accidén bloqueadora de receptores H, (Black and col, 1972).
Esta primera serie de compuestos quimicos conservan el anillo
imidazol, la histamina, si bien con radicales mds largos. Otros
compuestos importantes fueron metiamida y cimetidina.
Quimicamente son moléculas hidrofilicas, polarizadas, de féacil
eliminacién en general, a diferencia de los antagonistas de
receptores H,, mds lipofilicas. El anillo imidazol permite la
unidén y el reconocimiento del receptor H y el radical nuevo
impide gue de la unién fdrmaco-receptor se traduzca en un efecto
estimulante, sobre todo porque la histamina es menos efectiva y
ademds tienen mas afinidad (Ganellin and col., 1976; Brinblecome
and col., 1978; Ganellin, 1978 a, 1978 b). En la segunda serie
de antagonistas de receptores H, destaca la ranitidina, la cual
tiene en vez de anillo imidazol de la histamina un anillo de
furano y el resto radicales similares a la cimetidina, aungue no
idénticos, que confieren a estas moléculas complejas efectos
estimulantes o inhibitorios de otras funciones de receptores no

histaminicos. Cimetidina con radical derivado alquil ciano-
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guanidina y ranitidina c¢on grupo cianocalguilico similar en
cadenas no cargadas -no presentan ionizacidn- a pH fisiolégico

{Domschke and col., 1980). Cimetidina es mas soluble en los

lipidos que ranitidina (Bax and col., 1980).

Los antihistaminicos H, antagonizan la secrecién

dcida gastrica, estimulada por los tres secretagogos enddgenos:

histamina, acetilcolina y gastrina, si bien con diferencias
significativas asi Brittain and Daly (1980), comunican sus
resultados en perros conscientes con sacos de Heindenhain
obteniendo 1los siguientes resultados comparativos frente a

histamina y betanecol (efecto colinérgico):

Tabla I.- Valores de DES50 antisecretora y potencias
relativas (con limite de confianza del 95%) para ranitidina y
cimetidina en el perro.

i —— s — e S — e E S G = b T S S S T T R f— i TH T T S ———— T T M S ———— T ———— T - ————— -

Secretagogo Antagonista DE 50 Potencia
antisecretoria rela-

Via Compuesto en mg/Kg tiva a

Cimeti-
dina.

—— . e e T L e e . . Al e e e e . g el e e e e o L e e e o o e e e S — T (il e e T W T o e e S

Ranitidina 0.07 (0.05-0.09) 5.9* (4.4-8.2)

Cimetidina 0.43 (0.034-0.054 1
oral Ranitidina 0.23 (0.17-0.29) 4.3* (3.2-5.8)
Cimetidina 0.96 (0.80-1.15) 1
Betanecol i.v., Ranitidina 0.14 {0.10-0.27) {5.4-16.5)
Cimetidina 1.24 (0.85-2.14) 1
oral Ranitidina (.11 {(0.04-0.26) {(3.4-23.8)
Cimetidina 0.97 (0.17-2.85) 1

—— e e . e e . A e e Mok e e oy B e e i e e S D B e e e o S Al e e e o S B e S o T . e o e . P . i it ot

* = gignificativamente diferente de cimetidina a p < 0.0S%

De esta relacidén se deduce que ranitidina tiene casi
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doble potencia anticolinérgica que antihistaminica, comparada
con cimetidina. Ello nos indujo a investigar en profundidad no
s6élo la bibliografia, sino también la estructura molecular para
ver las similitudes y diferencias entre las moléculas de 1los
agonistas y los antagonistas de la siguiente manera:

a) Similitudes de histamina con ranitidina y cimetidina.
Consisten en un comin anillo heterociclico pentaatdmico,
imidazélico en histamina y cimetidina, mientras que en ranitidina
el anillo furano es similar en parte con histamina y cimetidina.

Ranitidina tiene un oxigeno ¢gue hace de puente entre dos
dtomos de carbono como diferencia fundamental y ausencia en el
anillo de dos A4dtomos de nitrdégeno. La disposicidn de los
radicales alifaticos es similar en las moléculas e idéntico el
primer grupo metileno.

b} Similitudes de acetilcolina con cimetidina y

ranitidina

Hay que considerar lo poco disimilar que tienen algunos
componentes de las moléculas de cimetidina y sobre todo
ranitidina, respecto de acetilcolina, que podrian explicar
efectos experimentales y clinicocs de ambas. Ahora bien,
ranitidina tiene destacados efectos de tipo colinérgico en unos
6rganos y anticolinérgico en otros, que tendrian relacidn con su
parcial similitud estructural con acetilcelina y esta relacién
estructura-actividad es basica para comprender mejor nuestros
resultados experimentales en la preparacidn frénico-diafragma de
rata.

En los estudios sobre la quimica y el porgué de los efectos

del curare, Santeson en 1900 vio gue la metilacidn de las bases
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terciarias, al convertirse en cuaternarias, reforzaban sus
efectos. Por otro lado las sales de "onium"™ de Ing (1936),
término genérico para los cationes amonium, fosfonium vy
sulfonium, tienen acciones curaricas (Velazquez, 1966}. También
existe un componente furtretonium derivado de ranitidina, que
presenta propiedades colinérgicas, actualmente identificado como
un residuo, correspondiendo a igduro de S5-metil-3-
trimetilamoniometil- dihidrofurano (Re and col. 1983).

Se admite que a pH fisioldgico el nitrdgenoc terciario de
ranitidina, se puede cuaternizar, con lo gue contribuye a tener
mayor similitud con acetilcolina, si bien limita su difusidén a
través de la barrera hematoencefdlica, puede mimetizar sus
efectos en otros érganos.

En la estructura de cimetidina también se ha sefialado algin
grupeo activo con efectos colinérgicos. Otro aspecto interesante
en las relaciones estructura actividad nicotinica en placa motora
de ranitidina es su parcial identidad de componentes moloeculares
del anillo furano con el grupo dimetilamino, y el compuesto
4-dimetil aminopiridina y estos a su vez <con similitud
estructural también parcial respecto de acetilcolina. En algunos
érganos in vitro, presentan acciones comunes, debido a esta
parecida estructura quimica y grupos reactivos idénticos.

Ranitidina también presenta otros componente en su molécula,
que aisladamente presentan también efectos nicotinicos en placa
motora. Es decir las acciones farmacoldégicas de ranitidina en la
unién neuromuscular de rata pueden estar relacionadas con el
grupo dimetilamine unido por un grupo metilo al anillo

heterociclico furano y relacionado con firmacos de estructura
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similar como 4-dimetilaminopiridina y de efectos similares.

También otros compuestos como el fenol y catecolaminas
presentan un aumento de acetilcolina en placa terminal motora.
El tetraetilamonio a dosis anticurare. Los farmacos a4agonistas
también y lo mismo sucede con la guanetidina, los
anticolinesterdsicos y las aminofilinas, aunque por mecanismos
diferentes.

Las relaciones estructura-actividad de los nuevos
antihistaminicos H, son mds complejas, ya que otros efectos que
no son vehiculados por receptores H, persisten, siendo a veces
opuestos, debido a una comin afinidad receptorial con o sin
actividad intrinseca dependiendo del o6rgano y la especie
estudiada.

En resumen, ha existido un gran desarrollo en la quimica
orgdnica fisica asi como en el desarrollo del andlisis dindmico
de la actividad estructural de los antagonistas de la histamina
a nivel de los receptores H, (Ganellin, 1981). En un principio se
observé que las imidazolilalquilguanidinas, isotioureas vy
carboxamidas eran agonistas parciales y por ello se intenté
cambiar el componente agonista, alargando la cadena lateral y
sustituyendo el grupo fuertemente bdsico en estas moléculas, por
grupos no basicos. Este enfoque convirtid 1las tioureas vy
cianoguanidinas en antagonistas competitivos, por ejemplo
burimamida y cimetidina. Después se descubrieron otros grupos
guimicos no béasicos para las estructuras antagonisstas, tales
como las l.1-diamino-2-nitroetenes Yy 2—amino-piridin-4
{isocitosinas). Estas mitades se incorporaron, respectivamente

a los antagonistas H, recientes, ranitidina y oxmetidina

2
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(Ganellin, 1981). Posteriormente se descubrieron una gran
cantidad de compuestos quimicos muy heterogéneos, con actividad
antagonista de receptores H,, Qque precisan de una mayor
perspectiva farmacoldgica para destacar su transcendencia y

posible utilidad clinica.

I.4. EFE INERGT E L ANTTHISTAMINT ot

Para entender muchos de los efectos que en esta tesis
doctoral se han experimentado con los antihistaminicos H,, es
preciso conocer los efectos colinérgicos que estos fdadrmacos
presentan. El1 estudio de los efectos anticolinérgicos de los
antihistaminicos H, tiene interés porque su principal efecto es
el antisecretor gastrico y este efecto estd mediado por Ach y por
otro lado los efectos neuromusculares in vitro tienen gque ver con
las acciones colinérgicas, en cuanto que ello supone unos niveles
de Ach en el liquido nutricio mayores, es decir, que al menos
experimentalmente si se estimula este sistema los niveles de Ach
que hay en el liquido nutricio tienen efecto aditivo con la Ach
que se libera con el impulso nervioso por estimulo eléctrico y
es sabido que a mayor incremento de Ach en placa motora, mayor
contraccién muscular,

Hasta fecha relativamente reciente no se van conociendo las
bases farmacoldégicas que expliquen la diversidad de efectos
indeseables de estos agentes antiulcerosos. A continuacidn se
resumen los efectos experimentales de los antihistaminicos H,,

asi como los efectos adversos en c¢linica que afectan
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particularmente al sistema colinérgico. En 1983 Hansen and Bertl
desciben los efectos anticolinesterasa de cimetidina,
conociéndose mucho antes la accién bradicardizante de cimetidina
(Levi and col., 1975) explicando simplisimamente el fenémeno como
debido al antagonismo de receptores histaminicos H,, si bien por
nuestros estudios en frénico-diafragma y antes otros autores en
diversas preparaciones, relacionaron efectos sobre canales de
calcio de los antihistaminicos H,, e incluso acciones vagales
evidenciadas con ranitidina en diversas preparaciones in vivo e
in vitro (Berteccini and Coruzzi, 1982).

Algunos estudios de tejido muscular humano en tiras
auriculares, tanto cimetidina como ranitidina no presentan
efectos inotrépicos positivos, incluso con dosis altas y por el
contrario oxmetidina y el nuevo compuesto SKF 93479 muestran un
efecto inotrdépico negativo, que se observa con dosis mayores que
las requeridas para el antagonismo de los receptores H,,
relacionando este efecto con la movilizacidn del idén calcio y en
este sentido estos compuestos se podrian considerar como
calcio-antagonistas potenciales. (Coruzzi and col., 1983), si
bien en ciertas condiciones la liberacién de catecolaminas se ha
observado con ambas cimetidina y ranitidina (Itskovitz, 1983) por
lo cual inclusc estos agentes se comportarian comc iondéforos de
calcio ocasionales a nivel presinaptico terminal, ya que hay
diferencias de especie y ©O6rgano. Asi con ranitidina, menos
utilizado que cimetidina, estadisticamente presenta también menos
efectos adversos de bradicardia (Camarri and col., 1982; Shah,
1982) interpretando este efecto Bertaccini and Coruzzi (1982)

como dispar, ya que otros pacientes no muestran alteracidén vagal,
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a pesar del aumento de dosis. De todas formas los prospectos de
ranitidina inyectable en la RFA son obligados a sefialar el riesgo
bradicdrdico, cuando se utiliza en bolo i.v.

Otros antihistaminicos H presentan “acciones

2
anticolinérgicas como etintidina y tiotidina (Bertaccini, 1983).
Todos estos efectos no estdn mediados por receptores H,.

La inhibicidén de acetilcolinesterasa y pseudocolinesterasa
presenta grandes diferencias entre ranitidina (con dosis sobre
0.1 uM) y cimetidina que el efecto se consigue con dosis mil
veces mayor (Hansen and Bertl, 1983) siendo estos efecto
colinérgicos, demostrando también otras preparaciones aisladas
(Re and cel., 1983). Jones and col., en 1983 han observado que la
aplicacién iontoforética de ranitidina (0.1 M) produce una
excitacién de las neuronas de la médula de rata, sensible a
atropina, que es similar a la aplicacidn de acetilcolina y esta
iltima es potenciada por ranitidina.

Otros efectos sobre el tracto gastrointestinal no estéan
todavia aclarados. La diarrea o constipacidén observadas con
cimetidina o ranitidina pueden ser por afectacién colinérgica
ocasional en ciertos pacientes, sobre todo con ranitidina debido
a una directa o indirecta activacidén del sistema colinérgico en
la diarrea, ya gue la atropina es inhibidora en administracién
previa. Ademdas en humanos la administracién de ranitidina en bolo
i.v. causa aumento de tono del esfinter esofdagico inferior
-efecto colinérgico- aumento de la secrecidn salivar asi como
retraso del vaciamiento gastrico Bertaccini and col. (1983) han
observado en pacientes con gastroparesia idiopatica, la formacidn

de ondas migratorias en el estémago, tras dar ranitidina, asi
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como un incremento plasmatico de motilina.

En la literatura se han descrito los siguientes efectos
adversos de ranitidina, gue pueden ser debidos en parte a
interaccién con el sistema nervioso vegetativo: brédicardia,
hipertensidén, cardiopatia isgquémica, palpitaciones—-arritmias,
sincope, depresién, veértigo, somnolencia, fatiga-cansancio,
irritabilidad-mal genio, colapso nervioso, tinitus, colitis,
constipacidén, diarrea, dispepsia, epigastralgia, meteorismo,
vomito, sintomas de reflujo gastrico, aumento de creatinina,
rash-prurito, alérgia, anafilaxia, astenia, coriza, sequedad de
mucosas, fiebre, cefalea, eritema facial, hipoestesia, aumento
de asma, aumento de presidén intraocular, lagrimeo, dolor
muscular, parestesias y sialorrea, entre otras muchas. Hay gque
seflalar que de los efectos adversos seflalados, se han descrito
a veces un solo caso y que de cimetidina hay descritos también
mas casos de efectos secundarios y adversos por llevar mas afios
de utilizacidén clinica.

En resumen, ranitidina puede ejercer acciones colinérgicas
o anticolinérgicas ocasionalmente, como lo demuestran los efectos
colinérgicos en unas preparaciones como el esfinter esofagico
inferior (Bertaccini and Coruzzi, 1982), y en otros como misculo
tragueal de cobayo (Re and col., 1983), aunque en el hombre
normalmente no hay aumento del tono del misculo tradgueobronguial.
Por ello este efecto colinérgico no es ubicuo, dado que esté
completamente ausente en algunos tejidos (Bertaccini and col.,
1981; Daly, 1982). También se observan efectos de sinergismo o
antagonismo colinérgico segin las condiciones naturales o

farmacoldégicas (Re and col., 1983}.
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I.5. NE RMA D A EFE

ROM ARES. -

Aungue considerada como autacoide hasta hace pocosiaﬁos, hoy
se le atribuyen funciones también como neurotransmisor exclusivo
en neuronas histaminérgicas, asi como neuromodulador en la
neurotransmisién de otros sistemas, todavia mal conocido por lo
sutil y escasa cuantia. A veces afecta los movimientos del Ca++.
Aungue los efectos neuromusculares de histamina son poco
conocidos, en algunas sindpsis incluidas las colinérgicas se
comporta como neuromodulador (Yamada and col., 1982), mientras
gque en placa motora de rana disminuye la sensibilidad de los
receptores a acetilcolina (Ach) (Scuka, 1973; Otha and col.,b 1984)
por mecanismo desconocido y puede actuar como antagonista de Ach
en el sitio de unidén del complejo receptor nicotinico-canal
idnico {(Ariyoshi and col., 1985). El estimulo de los receptores
histaminicos H, presindpticos puede aumentar o© disminuir la
liberacién de Ach de las uniones neuromusculares de rana (Scuka,
1973). Por otro lade, histamina bloguea no solo la unién
especifica al receptor de Ach sino que interacciona con el sitio
del canal de Ach, actuando como un antagonista gque modula la
transmisién colinérgica (Ariyoshi and ceol.,1985). También puede
aumentar o disminuir la 1liberacién de Ach de las wuniones
neurcmusculares de rana (Scuka, 1973). Estos efectos, aungque
parecen ser contrapuestos, es posible que sean debidos a que
histamina puede actuar con funcidén moduladora en sitios asociados
con el receptor nicotinico (Ariyhosi and col. 1985),

desconociéndose su interaccidn con la movilizacién del Ca++
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citosdlico o sarcoplasmico. En células miocdrdicas histamina
incrementa el turnover de Ca++ (De Mello, 1976). Sobre el
sistema nervioso las vias histaminérgicas tienen efectos de
modulacidén cértico-subcortical, con acciones sobre hipotdlamo
vegetativo.

En placa motora de rata (frénico-diafragma) histamina 100
yM deprimia mds el estimulo directo gue el indirecto y la
adiccidén posterior del antihistaminico H, ranitidina a dosis
equimolares antagonizaba mds el estimulo directo que el indirecto
(Iglesia, 1986), ello indica que el efecto de histamina no esta
relacionado con la liberacidén del neurotransmisor acetilcolina
en placa motora y si posiblemente con movimientos de calcio del
reticulo endoplasmico. La inhibicién de receptores H, podria
contribuir a aclarar el problema del mecanismo de accidn de la
histamina en placa motora, pero los farmacos que ejercen tal
accidén tienen otras propiedades como la accién anestésica local
0 gangliopléjica que en mayor © menor cuantia enmascaran un
efecto puro sobre receptores H,. Asi pyrilamina, prometazina, y
difenhidramina inhiben la accién de Ach a nivel postsinaptico
(Katayama and Tasaka, 1985). También histamina deprime 1la
sensibilidad del los receptores de Ach por mecanismo desconocido
(Scuka, 1973). Por otro lado, histamina blogquea 1la unién
irreversible de erabutoxina con el sitio receptor de Ach en placa
motora de rana (Ariyoshi and col., 1985) y para estos autores
histamina bloguea no solo las uniones especificas con Ach sino
también con el complejo canal-receptor. Es decir, histamina
compite con acetilcolina. También los efectos musculares de los

antagonistas de receptores H, tales como fatiga y laxitud no
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pueden ser considerados especificos yva que tienen acciones sobre
SNC. Los receptores H; han sido localizados en neuronas
colinérgicas, no adrenérgicas y no colinérgicas del plexo
mientérico, teniendo un control negativo (inhibicidn) de la
liberacién de neurotransmisores (Bertaccini and col., 1991) y
secrecidén dcida gastrica.

Los receptores H, se comportan como nociceptores y los H,
como antinociceptores, siendo activadores de la respuesta al
stress los H, (¢se oponen los H,?). La actividad locomotora esta
en relacidén con los H, y sistemas 5-HT. Los H, inhiben conducta
agresiva, que estimulan los H,. Los H, disminuyen temperatura
corporal, via hipotdlamo anterior, mientras que el estimulo de
los receptores H, aumentan la temperatura corporal, si bien la
hipotermia en el ratédm causada por histamina, no se inhibe por
antihistaminicos H, y H, (Costetin and col., 1973). Hay efectos
histaminérgicos en SNC sobre conducta, comportamiento, memoria,
aprendizaje, presién arterial, ADH, polarizacién de neurocnas y
emesis.

También histamina induce la despolarizacién del ganglio
cervical superior de rata gue era antagonizada por mepiramina
(antagonista H,) pero no por cimetidina (antagonista H,) por lo
que Field and Newberry (19%1) concluyen qgue elloc es debido a la
activacidn de receptores H,, mientras gque con alta concentracidn
de histamina también causa una rdpida despolarizacién pero parece
ser mediada por receptores H,, H, o H,.

Por otro lado histamina (100 nM - 1 mM) deprimia de forma
reversible la amplitud madxima de la corriente de entrada inducida

por Ach de forma dosis-dependiente; histamina prevenia la unién
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especifica de Ach con el complejo canal receptor, sugiriendo que
histamina puede actuar como un antagonista que modula la
transmisidén colinérgica nicotinica en placa motora de rana
{Ariyoshi and col., 1985.).

También histamina se comporta como un potente secretor de
pentapéptidos (met- y leu-encefalina) en c¢élulas cromafines
suprarenales in vitro, efecto dependiente del Ca++ extracelular
y reducido por blogueantes de canales de calcio tales como
cobalto, D-600 y nifedipina, siendo antgonizado por el H--
antagonista c¢lemastina, mientas gque los antagonistas H2
ranitidina y cimetidina eran un 20 % menos efectivos (Bommer and
col., 1987).

A nivel wvascular produce dilatacidén arterial, con
hipotensidén y disminucidén de la presidén arterial sistdlica y
diastélica. También causa dilatacidén capilar y aumento de la
permeabilidad capilar con edema.

El corazdén aumenta de fuerza y frecuencia de contraccién por
histamina, siendo posible la disminucidén dromotrépica en nodo
A-V, al igual que en determinadas circunstancias estimula la
liberacidén de noradrenalina, gquizas por aumento presindptico del
influx de Ca++.

En SNC 1la histamina aumenta la presidén arterial y la
frecuencia cardiaca, via hipotdlamo anterior.

En aparato digestivo, aumenta secreciones salivar, gastrica,
pancredtica e intestinal. El aumento de secrecidén gastrica es
interdependiente con gastrina, acetilcolina, prastaglandinas y
somatostatina.

El aparato respiratorio puede presentar broncoconstriccion
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Yy aumento de secreciones por histamina. El efecto
broncoconstrictor estd mediado por receptores H, y el aumento de
permeabilildad por receptores H, (Braude and col., 1984).

Otros efectos de la histamina son menos céncidos e
importantes. Asi relaja tdtero de rata, gque es contraido por
ranitidina por efecto de tipo colinérgico. También presenta

acciones sobre linfocitos T y B, acciones inmunitarias, etc.

IONES NEUROM LARES DE I ANTIHISTAMINI

El antihistaminico H ranitidina ejerce efectos no

2
relacionados con el antagonismo de receptores H, ya que posee
acciones sobre receptores colinérgicos (Daly, 1982; Re and col.
1983), bien de estimulo colinérgico (Bertaccini and Coruzzi,
1.981 y 1.983), bien de inhibicién colinérgica (Bradshaw and
col., 1.979, Bertaccini and Coruzzi, 1981, Re and col 1.983). Por
eso no es de estrafiar gque haya acciones descritas aparentemente
contrapuestas de este fadrmaco en placa motora, dependiendo del
protocolo experimental. En misculo estriado tiene acciones tanto
de bloguo neuromuscular ((Galatulas and c¢ol. 1980; Gwee and
Cheah, 1986) como de estimulo contractil (Re and col., 1.983;

Re and Rossini, 1.984). Las acciones contractiles en musculo

estriado serian por inhibicidén de colinesterasa e incremento en
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placa motora de los niveles de acetilcolina.

Por otro lado, aunque ranitidina también potenciaba la
respuesta a Ach en el idtero de rata (Peli and col., 1984),
misculo abdominal aislado de sapo (Cheah and col., 1985) e ileo
de cobayo (Kouneis and col., 1986), estas acciones pueden no ser

colinérgicas y ser mediadas por movimiento de Ca++ libre, etc.

I.7. ACCIONES EN PLACA MOTORA DE LOS BLOQUEANTES
NEUROMUSCULARES COMPETITIVOS.-

La ccupacidn reversible de receptores de Ach en placa motora
es la accion farmacoldgica fundamental de los agentes que
producen selectivamente pardlisis muscular duradera. La anulacién
del tétanos (50 Hz durante 5 s. por ejemplo) y la disminucidn a
bajas dosis y anulacidén a dosis mayores del tren de a cuatro
(TOF) derivan de lo anterior.

Los blogueantes neuromusculares competitivos no modifican
la corriente que fluye a través de cada canal ni altera el tiempo
de apertura media de un canal, si bien reducen la frecuencia de
apertura en placa motora. y por ello acetilcolina es capaz de
combinarse con los mismos receptores competitivamente, ya gue
estos compuestos actian de forma reversible y si la densidad de
acetilcolina se incrementa 1localmente por inhibicidén de

colinesterasa, los receptores no blogueados se activan y se
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desplaza al bloqueante neuromuscular de los receptores comunes.
S6lo a-bungarotoxina es de unidén irreversible con receptores
nicotinicos en placa motora. La duracidén de accidén es un indice
de la reversibilidad del blogueo de receptores, aunqﬁe también
intervienen otros factores. El incremento de potasio extracelular
disminuye la sensibilidad al blogqueo competitivo. Paralelamente,
a mayor concentracién de calcio menor despolarizacién por
acetilcolina (Waud and Waud, 1980) y menor afinidad de &-
tubocurarina por el receptor nicotinico (Jenkinson, 1960).

El estandar de referencia del bloqueo neuromuscular se hace
in vitro mediante la valoracidén de la contracidén realizada con
estimulos de 0.2 Hz de duracidn y de intensidad supramaximal. Asi
por ej. el 50 % del blogueo neuromuscular se refiere al 50 % de
reduccidén el la altura de la contraccidédn a un estimulo simple.
Este no deberd estar condicionado por otros factores tales como
el que esté precedido por un tétanos o trenes de estimulos, ya
gque su altura real se modificaria. Los trenes de estimulos de 50
Hz durante 5 s. tienen también un efecto depresor de 1la
contraccidédn cuando se dan relajantes musculares competitivos y
son una forma mAs de valorar el grado de curarizacién. Por
Gltimo, el andlisis del tren de a cuatro (train of four, TOF),
de cuatro estimulos durante 2 s y 2 Hz de frecuencia constituye
una valiosa ayuda para conocer el grado de relajacidén muscular
y reversibilidad del blogueo. El1 andlisis de 1la "ratios"
(cocientes) entre los cuatro impulsos nos da informacién de la
altura del mismo y la evolucidn con cada dosis de farmaco. En
términos generales, 1los farmacos blogueantes y depresores

neuromusculares causan un gradiente del TOF decreciente, mientras

37



que los farmacos iondéforos de calcio producen gradiente del TOF
creciente y causan incremento contrdctil nmuscular. Los
anticolinesterasicos causan incremento contractil y siempre
causan gradiente del TOF decreciente aungue aumentado de altura.
Atracurio com¢ nuevo blogueante neuromuscular competitivo
supone un gran avance hacia el relajante muscular ideal por su
escasa acumulacidén, asi como la latencia, la corta duracion de
accidén y la rapidez, que le hacen eguiparable a pancuronio y
vecuronio (Gramstad and col. 1983), teniendo un amplio margen
entre la dosis relajante y la que causa otros efectos {(Hughes and
Chapple, 1981). Presenta eliminacidén Hofmann, dependiente de la
temperatura corporal y el pH asi como hidrdélisis estérica (Neill

et al., 1983), lo que dificulta su posible acumulacioén.

I.8. IONES NEUR LARES DEL I RMA

ANTICOLINESTERASICOS .~

Los farmacos anticolinesterdsicos incrementan la fuerza
contrdctil del misculo estriadoe al inhibir colinesterasa
verdadera y aumento subsiguiente de los niveles de acetilcolina
en placa motora (Bowman, 1980). Neostigmina es un farmaco
anticurare en base a su accidén anticolinesterasa (para revisién
ver Cronnelly and Morris, 1982) y su accidn contractil de
neostigmina estd en relacidédn con la concentracidén plasmatica y
la inhibicidén de colinesterasa (Cronnelly and Morris, 1982).
Neostigmina tiene también efectos directos en placa motora no
relacionados con la actividad anticclinesterasa (Fickers,

1985) .
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Ranitidina tiene también actividad anticolinesterasa (Hansen
and Bertl, 1983; Galli and col. 1984), por lo que el incremento
de acetilcolina puede explicar sus efectos sobre misculo estriado
(Galatulas and col. 1980; Re and col. 1983).

Los agentes anticolinesterdsicos aumentan la respuesta al
estimulo simple, causando por el contrario una rdpida anulacién
del tétanos (inhibicidén Wedensky), por estimulos a altas
frecuencias (Morrison, 1977; Hedfron & Hobbinger, 1979, Clark &
Hobbinger, 1983, Clark and col. 1983; 1984).

La elevacién continuada o crénica de 1los niveles de
acetilcolina en placa motora puede disminuir la sensibilidad de
los receptores a la misma (Gwilt & Wray, 1986), asi como una
disminucidén de receptores a oa-bungarotoxina (Chang and col.,
1973). Es decir, en un exceso crdénico de acetilcolina puede
causar una adaptativa reduccién en la carga pasada por un unico
canal junto con una reduccidén en el nuimero de AChRs en placa
motora; estando la frecuencia de apertura de canales reducida
(Gwilt & Wray, 1986). Por el contrario, en la denervacién hay un
déficit crénico de acetilcolina, incrementdndose los receptores
(Axelson & Theslef, 1959; Miledi, 1960) asi como el tiempo de
apertura de los canales (Wray, 1980}, gue origina un aumento del
flujo de iones a través de tales canales, produciendo un
incremento de la despolarizacidn producida por la apertura de un
canal simple (Katz & Miledi, 1972). Tcdos estos cambios son
modulativos, ya que tienden a amortiguar y adaptarse al
incremento o disminucidén de acetilcolina. Neostigmina también
tiene efecto aditivo con Ach por accidén estimulante nicotinica

directa (Ricker and Wescoe, 1946).
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El gradiente del tren de a cuatro -train of four- (TOF) es
un indice tanto del grado de curarizacién (Waud and Waud, 1972)
como de la recuperacién del blogqueo neuromuscular (Ali and col.,
1981), asi como de la sensibilidad postsindptica (Lee, 1975). La
depresién del tren de a cuatro, "train of four (TOF) fade" y
del tétanos, "tetanic fade" también son indices tanto del grado
de curarizacién {(Waud & Waud, 1972) como de la recuperacidn del
blogqueo neuromuscular ({(Ali & col., 1981). La disminucién del
latido "twitch" y del tétanos se produce en el Dblogueo
postsindptico de los colinoceptores {Bowman, 1980). La
potenciacidn post-tetdnica (PTP) es un incremento transitorio de
la respuesta al estimulo simple gue sique a la estimulacidn
repetitiva del nervio (Hughes, 1958).

El tren de a cuatro (TOF) permitird conocer el grado de
ocupacién de receptores en placa motora y en unidén del tétanos
daria m&s informacién que las respuestas al estimulo simple
(Bowman, 1980). La facilitacidén postetdnica varia con 1los

férmacos empleados.

I.9. EEECT NEURQOM LARES DE I AMBT IONT E

PLACA MOTORA.-

Todos los farmacos gue actian sobre membranas excitables,
se puede modificar su accién por cambios en la concentracidn
idénica. Asi, a nivel de placa motora los cambios idnicos producen
modificaciones electrofisioldgicas. El exceso de potasio en el
medio nutricio disminuye el potencial de membrana (Katz, 1966;

Asai and col., 1982) también incrementa a nivel presinaptico

40



tanto la frecuencia de potenciales miniatura de placa (Ginsburg
and Jenkinson, 1976) como la cantidad de transmisor liberado (Van
der Kloot, 1978). El incremento en el medio de potasio tiene un
efecto despolarizante en nervio y misculo. No obstante, un exceso
de potasio extracelular inactiva la liberacién de calcio del
reticulo sarcopléasmico del misculo estriado por despolarizacién
de la membrana {Bowman, 1980a) En nuestros resultados también
se observé un aumento de la fuerza contractil muscular
incrementando la concentracidn de potasio en el liguido nutricio.
La liberacién de Ach en placa motora es también dependiente
de la concentracidén de Ca++ y Mg++ extracelular (Bowman, 1980a)
de la siguiente forma: a) el aumento de la concentracidén de
calcio aumenta la liberacién de Ach; b) la disminucidén de la
concentracién de magnesio aumenta la liberacidén de Ach (Hubbard
and col., 1968) y ¢) viceversa, disminuyendo [Ca++}0 © aumentando
[Mg++]o disminuye la cantidad de aceticolina liberada (Bowman,
1980a), ya que la liberacién espontédea del neurotransmisor en
la unidén neuromuscular es parcialmente dependiente del calcio
extracelular (Elmgvist and Felman, 1965). El calcio a nivel
postsindptico disminuye el grado de despolarizacidn producido por
acetilcolina (Ginsburg and Jenkinson, 1976), altera la afinidad
del receptor por tubocurarina (Jenkinson, 1960), mientras que a
nivel presindptico puede incrementar la liberacién de Ach si se
incrementa la concentraciodn de calcio (Katz and Miledi, 1965).
A nivel postsindptico los iones de calcio aumentan el umbral
de excitabilidad de la membrana {Bowman and Rand, 1880), se
disminuye la permeabilidad al sodio y desencadena la

despolarizacidén postsindptica.
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En la contraccidén muscular también el calcio juega un papel
importante ya que inactiva la proteina inhibidora troponina y
activa la ATPasa, que produce la energia para las uniones entre
actina y miosina (Braunwald, 1982). Con la liberacién de calcio
del reticulo sarcoplédsmico se incrementa el calcio activo para
causar la contraccidén, mientras que el calcio externo que penetra
en la célula no causa contraccién muscular aungue aumenta la
cantidad de calcio activo en el reticulo sarcoplasmico (Nicola-

Siri and col., 1980).

I.10. NE, NEUR ARE E IB RE D

NZIMA RTIDOR DE IOTENSINA, —

La literatura sobre los efectos en placa motora de 1los
inhibidores del enzima convertidor de angiotensina es muy escasa.
Los inhibidores del enzima convertidor de angiotensina (ECA) como
captopril disminuyen la presidn arterial por blogueo periférico
de la formacidén de angiotensina II (Sweet and col., 1983).
Agimismo, la literatura sobre los efectos de captopril en misculo
estriado es limitada, principalmente porque carece de efecto
manifiesto sobre la contraccidédn in vitro, aunque potencia el
sistema prostaglandina- kinina- kalikreina, (Matsumoc and col.
1986). Por otro lado, ECA es idéntico con kininasa II y la
reduccién de su actividad por un inhibidor de ECA puede no
5610 disminuir la concentracidn de angiotensina II sino también

elevar los niveles de kininas (Dietze, 1987). Angiotensina II
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incrementa la liberacidn de acetilcolina (Ach) y tiene accidn
contractil en mdsculo esguelético (Wali, 1986).

Tanto captopril com¢ enalapril no causan efectos
contrictiles manifiestos en misculo de rata (Matsumo,-1986), no
obstante captopril interfiere con la transmisién adrenérgica
(Antoniaccio and XKervin, 1981) y angiotensina II en bajas dosis
incrementa el flujo de noradrenalina (2immerman and Gisslen,
1968). Puesto gque las aminas simpaticomiméticas mejoran la
contraccidén muscular (Bowman , 1980), por este doble mecanismo
es posible que la contraccidén muscular sea afectada. También hay
que tener en cuenta gque angiotensina puede facilitar 1la
neurotransmisién colinérgica (Brown and col., 1980; Wali, 1983).

Angiotensina II aumenta la transmisidén neuromuscular y la

contraccidén por mecanismo pre y postsindptico (Wali, 1985).

I.11. NES NEUR LARE

ANTAGON .

Los blogueantes de canales lentos de calcio tienen acciones
sobre musculatura lisa, estriada, cardiaca, neuronas y SNC. En
la década actual (1990) existe tal cantidad de farmacos activos
sobre los canales de calcio que se precisa hacer un breve resumen
de estos canales idnicos asi comeo de los diferentes tipos de
calcio-antagonistas. Recientemente se han clasificado (Sppeding

and Paoletti, 1992) y ello ha permitido el andlisis de los
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diferentes tipos de canales iénicos especificos de calcio como
sigue:
1. Canales voltaje-dependientes Ca++-selectivos:

Tipo L (subtipos L1, 2, 3 y 4; subunidades aqa,,
a,, B, Ty6).

Tipo T
Tipo N
Tipo P

2. Otros canales calcio-selectivos:

—-Canales de liberacidén de Ca++ en reticulo sarcopldsmico.

-Canales de Ca++ receptor-operativos.

También existen a nivel de placa motora otros canales
iénicos especificos de Na+, K+, etc.

Sobre este tipo de canales actlian de forma selectiva o més
preferentemente los diferentes tipos de calcio-antagonistas,
segun se resumen a continuacidn:

1. Compuestos con unidn selectiva a sitios de canales de
tipo L:

a. Sitio de dihidropiridinas (DHP): nifedipina (protipo),
nicardipina, etc. Es grupo muy numerosc y de alto uso clinico.

b. Sitio de benzotiazepinas: diltiazem.

¢. Sitio de fenilalquilaminas: verapamil, gallopavil, etc.

2. Agentes que actian sobre otros canales de calcio voltaje-
dependientes:

Canales T: flunarizina

Canales N: conotoxina

Canales P: agatoxina

3. Moduladores de canales de calcio no selectivos:
fendilina, cinarizina, flunarizina, etc.

4. Otros farmacos activos en canales calcio-selectivos:

I) Canales de liberacidén de Ca++ en RS: ryanodina.
II) Canales receptor-operativos:

Canales de a.a. excitatorios.
Canales de angiotensina.
Canales de a-adrenoreceptores.
Canales de nucledtidos/nucledsidos.

aTH o N = g -1

Los farmacos de los grupos 1 y 2 son voltaje-dependientes.
Los canales tipo L (de long, lasting) son abundantes en misculo
estriado y dentro de estos cabe destacar la subunidad a, que es
homdéloga en un 55 % con la estructura del canal de Na+ y esto
explicaria la doble afinidad por ambos de algunos farmacos (Grima

and col., 1986). Los canales tipo T (de trasient) de actividad
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marcapasos en algunos tejidos, se han localizado también en
neuronas. Por otro lado, los canales tipo N (de neuronal, ni L
ni T) estédn asociados a liberacidén de neurotransmisor. Todos
ellos son los gque mds interesan a nivel neuromuscular, si bien
son solo un anticipo gue se alargard en el futuro. Estarian
excluidos de la zona neuromuscular los canales tipo P (de
Purkinje) ubicados en el cerebelo.

En las membranas t-tubulares del misculo esquelético se ha
observado gque son una fuente rica en sitios de unidén de
dihidropiridinas (Foset and col., 1983; Schwartz and Triggle,
1984) y se han llegado a purificar macromoléculas asociadas con
el canal de Ca++ usando nitrendipina (Glossman and col., 1983).
La corriente ICa++ se ha estudiado en misculo de rana (Almers and
Palade, 1981), asi como en misculo de rata (Danaldson and Beam,
1983). Aungue abundan los receptores de canales de calcio en
misculo estriado (membranas, tuibulos T y reticulo sarcoplésmico
principalmente), algunas DHPs como nitrendipina carecen de efecto
a este nivel (Whalsh and col., 1986). Por otro lado, la fijacidn
en el receptor de DHP no supone su inactivacidn aparentemente.
El receptor de Ca++ ha sido estudiado y al mismo habria una unién
alostérica y estereocespecifica para verapamil, diltiazem y DHP.
Los tres tipos tiene wuna 2zcona comin y por otra son
complementarios (Glasman and col., 1985). El hecho de que algunas
DHP no sean activas en misculc estriado se ha explicado que ello
seria debido al actuar sobre receptores silentes en determinadas
condiciones experimentales e incluso subtipo de canales de calcio
DHP-insensibles (Wlahs and col., 1986). Lo cierto es que todos

los farmacos calcio~antagonistas son muy liposolubles y se fijan
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en membranas, tibulos T, etc. Las DHPs causan en deneral
vasodilatacidn en el misculo, por lo que por un lado antagonizan,
por otro es posible sea contrarestado con un mayor aporte de
calcio. Verapamil y diltiazem son dos representantes tipicos con
efectos neuromusculares y con mayor literatura en este campo.

Mientras que quimicamente nifedipina es wuwna 1,4 -
dihidreopiridina, verapamil es un andlogo de papaverina vy
diltiazem una benzotiazepina, difieren bastante, comparten
similares acciones farmacoldgicas y mecanismo de accidn.

Desde 1969 se pudo interferir selectivamente sobre las
corrientes transmembrana de Ca++ y de Na+ y con ello un mejor
estudio de los inhibidores de las corrientes de entrada de
calcio. Obviamente los primeros estudios fueron a nivel cardiaco
y fibra lisa vascular. Los calcioantagonistas en placa motora
bloquean la entrada de calcio a través de los canales lentos del
misculo esquelético y causan relajacidén muscular. A nivel
muscular existen acciones de los calcioantagonistas a nivel
presindptico y postsindptico. A nivel presinaptico se libera
acetilcolina en pequeflas proporciones que no activan el proceso
contrdctil, pero dejan cierto estado de despolarizacidn y
producen unas deflexiones pegueiflas, de bajo voltaje los llamados
m.e.p.ps. La frecuencia de estos minipotenciales depende de la
concentracién de Ca++ axoplaxmica y puede modificarse con
variacién de la temperatura y fdrmacos. En reposo la mayoria de
los canales de Ca++ estan cerrados y en actividad o por estimulo
eléctrico pasan a estar abiertos. E1 potencial de accidn
postsindptico se produce por liberacién de acetilcolina en mayor

concentracién en la terminacidn nerviosa. El calcio juega un
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papel muy importante en este evento. Asi, la amplitud de los
potenciales de accidn se modifica por la concentracién externa
de calcio y no se afecta por tetrodotoxina, inhibidor selective
de la entrada de sodio, en cambio el manganeso y mégnesio lo
antagonizan de forma competitiva. Es decir, los antagonistas de
calcio es posible que ejerzan acciones a nivel pre Yy
postsindptico ya que hay potenciales de accidén mediados por
calcio a nivel postsindptico (Sdnchez and Stefani, 1978: y a
nivel presindptico (Katz and Miledi, 1969; Baker and col., 1971).

En reposo muscular no estd aclarado si verapamil reduce el
influx pasivo de calcio entre el gradiente de concentracidn
intracelular 107 mol/litro y el extracelular de 2.54 mmol/litro.
El verapamil a concentracién alta, mayor de 10™ M también causa
aumento de la frecuencia de los potenciales miniatura (Publicover
and Duncan, 1979).

Verapamil disminuye de forma dosis dependiente la amplitud
de los potenciales de accidén en misculo sartorio de rana en medio
nutricio con potasio alto y sin cloro y sodio, revirtiendo en
parte en medio con incremento de calcio (Kerr and Sperelakis,
1982). Los autores encuentran efectos dispares de verapamil. En
términos generales a dosis bajas causa disminucidén de la
contraccién (Lawson and col., 1983; Kraynack and col., 1983) y
a dosis altas incremento contractil (Sato and Ono, 1981), quizés
por incremento de salida de calcio del reticulo sarcoplasmico
(Bondi, 1978).

Verapamil y diltiazen blogquean la transmisidén neuromuscular
en el ratdén solo a concentracidn alta, mayor o igual a 100 micro

M, desapareciendo el potencial de placa (e.p.p.)} con estimulos
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a 0.1 Hz, mientras que a 100 Hz el bloqueo de misculo y nervio
era a concentraciones menores de 10 micro M; si la transmisidn
neurcomuscular se reduce por D-tobocurarina ¢ incrementando el
Mg++ y disminuyendo el Ca++ del medio nutricio, se pfoduce una
disminucién de la contraccidén por verapamil o diltiazem por un
mecanismo de inhibicién de la liberacidén del neurotransmisor
(Chang and col., 1988). Por otro lado, la cantidad de calcio
liberado del reticulo sarcoplasmico (RS) por 4-aminopiridina (4-
AP}, un inhibidor de los canales de K+-RS, no era afectado por
verapamil a dosis 20 uyM (Fink and Stefenson, 1987).

Nifedipina y diltiazem potencian el blogueo neuromuscular
de los relajantes musculares, sin que el incrementc de calcio en
el medio nutricio tenga efecto reversal y postulando su efecto
debido a bloqueo del influx de calcio y a la liberacidén de
acetilcolina (Wali, 1986).

En diafragma de rata verapamil causa incremento contractil
seguido de depresidén, que no es revertido por incremento de
calcic (Varagic and Kentera, 1978; Bilkhazi and col., 1985). En
misculo de gato puede o aumentar la contracecidén (Skirboll and
col., 1979), o disminuirla (Krainck and col., 19283), dependiendo
del protocolo experimental. Por otra parte se ha sugerido que
verapamil y nifedipina incrementan 1la actividad »loqueante
neuromuscular de farmacos blogueantes neuromusculares no
despolarizantes (Bikhazi and col., 1982; Kraynack and col.,

1982) .
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I.12, PLANTEAMIENTQO Y OBJETIVOS.—

El propésito fundamental de esta tesis era hacer un amplio
estudio de las acciones nicotinicas en placa motora de algunos
antihistaminicos H,, de los cuales habia una literatura escasa.
Previamente se ensayé con cimetidina, ranitidina y famotidina.
La preparacién frénico-diafragma de rata resultdé también muy
itil, vya que era muy sensible a ranitidina. Esta misma
preparacidén era poco sensible a ranitidina en el cobayo. De los
parametros de estudio, el estimulo indirecto era el principal ya
que remeda el estimulo fisioclégico; el estimulo directo al
misculo también permitia conocer 1los efectos musculares,
excluyendo tedéricamente la neurotransmisidén. Los trenes de
impulsos estandarizados son también unos valiosos parametros de
valoracién indirecta de la contraccidén muscular, por la diferente
y a veces esgspecifica modificacidn farmacoldgica. E1 tren de a
cuatro -cuatro impulsos acoplados de frecuencia 2 Hz. y duracién
2 s.—- (TOF) y el tétanos de 50 Hz durante 5 s. eran utilizables
con este fin, si bien el tétanos era suprimido en algunos
protocolos cuando o© bien no era modificado por diferentes
concentraciones de farmaco o bien la repeticidén excesiva y
reiterada causaba per se efectos negativos sohre la contraccidn.
Cuando se realizdé el tétanos se valord la potenciacidn
postetdnica que era otro medida muy util en el andlisis del
farmaco. Naturalmente gue estudios electrofisioldgicos,
histoquimicos, «cinética de Ca* radiactivo, etc. hubiera
permitido ampliar mds los conocimientos de estos fdrmacos, pero

ello excederia en el tiempo y en medios materiales.
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Conocida la accidn contractil de ranitidina se planted si
tendria un origen colinérgico de tipo nicotinico o bien mediado
por Ca++. Con este motivo, se modificaron por un lado las
concentraciones de Ca++, Mg++ y K+ del liquido vnutricio,
modificando la despolarizacidén del nervio y/o misculo, asi como
la liberacién del neurotransmisor acetilcolina y por otro lado
se utilizaron dos tipos de calcio-antagonistas: verapamil y
diltiazem.

Pensando en la posibilidad de que captopril, inhibidor del
enzima convertidor de angiotensina, presentara efectos de tipo
calcio~antagonista inespecificos en placa motora, también se
empleé para conocer el modo en que afectaba la accién de
ranitidina.

Por otra parte, los efectos colinérgicos de algunos
antihistaminicos H, como ranitidina descritos en diferentes
preparaciones se fundamentan en la inhibicién de colinesterasa,
El enzima colinesterasa y el receptor de Ach es conocido que
tienen similitud esgtructural como cabria esperar por tener un
sustrato comin fisioldégicamente. El1 inhibidor prototipo es
neostigmina. Por esta razdén un anadlisis comparativo de ranitidina
y neostigmina permitiria conocer si este antihistaminico H, tenia
acciones de este tipo y cuantificables en esta preparacidén. Estos
dos farmacos se ensayaron con curvas dosis-respuesta y con dosis
é6ptimas solos y en asociacidén. También si ranitidina tenia
acciones de inhibicidén de colinesterasa, tendria acciones
anticurare, por lo gque con este fin fue también comparado su
efecto con necostigmina.

En Medicina son miltiples los campos de aplicacidén de los
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antihistaminicos H,, ademas del principal gastroenteroldégico. En
Anestesiologia, Cuidados intensivos, Medicina interna, etc., se
utilizan asiduamente y los efectos clinicos adversos observados
no siempre han tenido una explicacién satisfactoria. Eé mas, los
efectos contrapuestos que se observan dependen de la dosis -
inhiben o activan enzimas- y del animal y 6rgano estudiado. Sirva
esta tesis como pegquefia aportacidn para aclarar algunas acciones

y abra nuevas perspectivas para el futuro
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II. MATERIAL Y METODOS



II. TERIT Y MET =

A) MATERIALES.

1. ANIMALES.

En nuestros experimentos hemos utilizado ratas de ambos

sexos SPRAGUE DAWLEY de un peso comprendido entre 220 a 310 grs.

2. APARATOS.

a) Copa y circuito.

Para baifio de érganos se utilizaron copas de Alhin de 145
ml de capacidad, de vidrio con una doble pared, por cuyo interior
circulaba agua caliente gque se mantenia a wuna temperatura
constante de 36% C en todo su recorrido, por medio de un Ultra
Thermostat K5 Colora gque actuaba como bomba y termostato a la
vez. La copa tenia también un orificio lateral inferior por
donde entraba la solucién nutricia y otro en la parte lateral
superior por donde rebosaba dicho liquido nutricio y permitia el
lavado de las preparaciones. Este liquido de perfusidén antes de
llegar a la copa pasaba por un serpentin por el que circulaba el
agua caliente del circuito termostdtico y de este modo las
preparaciones no se afectaban por las diferencias de temperatura.

Por la parte inferior tenian un tapén con membrana porosa para
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la oxigenacidén de la preparacidén mediante la mezcla carbdgena.

b} Electrodos v sistema de estimulacidn,

Un electrodo especial en forma de L, servia de soporte de
la preparacién, asi como aplicar estimulos eléctricos
indistintamente al nervio frénico o al misculo diafragma. En este
iltimo caso, con un electrodo adicional en forma de gancho se
insertabka en el misculo diafragma. Mediante un dispositivo de
acero inoxidable en forma de pinza, por su parte inferior se
sujetaba el misculo diafragma en su porcidn osteocartilaginosa,
mientras que la porcidén fibrosa era sustentada con un hilo a un
transducer fuerza desplazamiento. Por la parte superior de este
electrodo eran conectados los correspondientes electrodos,

procedentes del estimulador Grass SD~9.

c) gistema de registro.

El registro de la fuerza contrdctil y de la frecuencia de
estimulacién se realizaba mediante un poligrafo UGO-BASILE de
un canal conectade a un tansducer UGO-BASILE. E1 poligrafo
permitia un registro de la contraccién y del tiempo seguin la

velocidad del papel.
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Fig. A-1.~ Copa de Allhin y electrodo especial
(T) para la preparacién frénico-diafragma. E1 liquido
nutricio entra por la parte inferior (E) regulado por
una llave de paso, permitiendo también el lavado del
érgano y saliendo por rebosamiento (B). Por la copa
de doble pared recircula agua a temperatura prefijada
(C y D). La oxigenacidén se hace a través de una
membrana microporosa (F). La preparacidén se ata a un
hilo (G) para el registro contractil isoténico. De un
estimulador salen impulsecs bien al nervio (1 y 2),
bien al misculo (3 y 4).



3. LIQUIDO NUTRICIO.

Como liquido nutricio se utilizd solucién Tyrode, con la

siguiente composicidén expresada en gramos y milimoles por litro

respectivamente:
ClNa 8 g/l1. 136.0 mM
Cl,Mg. 6 H,0 (iml al 10%) 0.1 g/1. 1.05 mM
CiK 0.2 g/l. 2.7 mM
Cl,Ca (20 ml al 10%) 2 g/i. 1.8 mM
PO, H,Na 0.05 g/1. 0.42 mM
CO,HNa 1 g/1 11.9 mM
Glucosa 2 g/l. 11.0 mM.

Se afiadia agua desionizada y bidestilada hasta completar

1.000 ml.

4. OXIGENACION.

Era mediante una mezcla carbdgena cuya composicidn
porcentual es la siguiente:

OXIigeNoO ... veverevnnnnnnsnnssnnns 94.9 %.

Anhidrido carbénico ........v.... 5.1 %.

La oxigenacidén se hacia mediante burbujeo continuo de la
mezcla carbégena sobre el liguido nutricio, a través de una
membrana microporosa, situada en la parte inferior de la copa de

ALLHIN.
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B) METODO EXPERIMENTAL.-

Se utilizaron ratas de raza Sprague-Dawley, de ambos sexos,
de peso entre 220 y 310 gr., a las que tras decapitacidén y
sangrado previo, se procedié a la diseccién de una porcidn
triangular del misculo diafragma y el nervio frénico
correspondiente, segtin el método de Bulbring (1.946). La
preparacidédn se montd en un bafio de 6rganos de 140 ml conteniendo
solucidn Tyrode. Las variaciones de [K+]o, [Mg++]o y [Ca++]o se
hicieron sin modificar la {Na+]o.

La oxigenacidén se hacia con 95% 02 y 5% C02 manteniendo
el liquido nutricio a 362 C y pH 7.4. El ajuste de la tensién
basal era a 2 gr. y se realizaba por medio de un hilo gue se
ataba por un lado al vértice del misculo y por otro al transducer
Ugo-Basile. Las contracciones isométricas se registraron por
medio de un poligrafo Ugo-Basile. Mediante electrodos bipolares
de platino se aplicaban estimulos eléctricos rectangulares tanto
al nervio frénico como al misculo diafragma. E1l voltaje en los
estimulos indirecteos era supramaximal, mientras gque en 1los
estimulos directos al diafragma se incrementaba hasta alcanzar
la maxima altura de los estimulos indirectos. En ambos casos la
frecuencia era 0.16 Hz y duracidén 0.2 ms. Cada experimento se
dejaba estabilizar unos 30 min., antes del comienzo de la
adiccidn al baho de uno o mds fdrmacos, cuyo efecto maximo servia
para obtener las curvas concentracién acumulativas-respuestas,
en las que cada punto representaba la media + e.s.m. de al menos
6 experimentos.

La valoracién de la accidn de cada fadrmaco era cuando
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alcanzaba el efecto maximo afladido al liquido nutricio, excepto
en el blogueo neuromuscular competitivo ya que la transmisién
neuromuscular era parcialmente bloqueada por la adicidén al
liquido nutricio de 8 uM de atracurio y la depresién 6ontréctil
cuando alcanzaba los 15 min. se procedia a poner los fdrmacos
anticuréaricos.

La latencia de un farmaco era el tiempo desde su adiccién
al bafio y el comienzo de su accidén contrédctil. En esta
preparacién no fue posible hacer una curva con dosis acumulativas
de neostigmina hasta obtener un efecto mdximo, ya que cuando
habia respuesta con dosis minimas esta era maxima. Las
contracciones inducidas por los fdrmacos eran expresadas como
porcentaje de la respuesta basal o control, sin fdrmacos en la
misma preparacién. En la curva-dosis respuesta, la concentracidn
que producia un efecto del 50 % del efecto maximo (Emax) era la
CE50, mientras que la concentracién que causaba el 50 % del
decremento médximo era la CIS0. Todos los resultados de esta tesis
estan expuestos como la media * e.s.m. Cada preparacidén era
expuesta wuna sola vez al test de los farmacos. Las
concentraciones de los farmacos eran expresadas como
concentracién molar final en bafio.

Los estimulos del tren de a cuatro "train of four" (TOF)
eran conducidos a una frecuencia de 2 Hz, duracidén del tren 2
sec. (0.5 sec. entre cada estimulo) y repetidos cada 10 sec. En
el tétanos la frecuencia de estimulacidén era de 50 Hz durante 5
sec. La potenciacidén postétanica (PTT) era también estudiada en
algunos protocolos. El valor del % de potenciacidén postetanica

(% PTP) se hacia con la férmula: % PTP = (PTT X 100)/T - 100
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donde T era el valor de la contraccidén por estimulo indirecto.

C) FARMACOS EMPLEADOS.-

Los farmacos empleados fueron:

Ranitidina (Glaxo},

Atracurium besilate (Wellcome),

Neostigmine metilsulfonate (prostigmine, Roche).

Captopril (Squibb).

Verapamil (Knollj).

Diltiazem (Parke-Davis).

Las soluciones de estos fdrmacos eran preparadas
inmediatamente antes de su uso en agua desionizada y las

diluciones en solucidn Tyrode.

D) ANALISIS ESTADISTICO.-

Se usd el test de la t de Student para probar el significado
estadistico entre la altura contridctil en el control estable y
los efectos maximos resultantes tras cada farmaco. Las
diferencias entre medias eran consideradas significativas para

valores de P menores de 0.05 y datos no apareados.
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III. RESULTADOS



III. RESULTADOS

1) EFECTO DE LOS CAMBIOS IONICOS SOBRE LA ACCION CONTRACTIL
DE RANITIDINA EN LA PREPARACION FRENICO-DIAFRAGMA DE

RATA.-

1.1) Accidn ntractil de ranitidin I lucidn Tvr

rm =

La accidén de ranitidina en un rango de concentracidn entre
20 uM - 1 mM sobre la contraccidén diafragmdtica en soluciédn
Tyrode normal se muestran en fig. C-1. El1 comienzo de la accién
contrdctil era con dosis 20 uM, alcanzando una altura contractil
maxima con dosis 1 mM, de 270.0%12.6 % con estimulo indirecto
y de 257.5%11.6 % con estimulo directo. Cada dosis tenia un
efecto instantdneo y altura mdxima en unos 10 min. La
concentracidén de ranitidina que causaba el 50 por ciento del
efecto médximo en cada CDR era la CE,, (tabla C-I}). También en
esta tabla se representa la concentracidén que causaba el efecto
maximo (Emax.). En la tabla C-II se muestra el % de la altura
contrdctil basal -sin farmacos- en solucién Tyrode con
variaciones iénicas, comparativamente con la altura contréctil

basal (valcr 100.0) en solucién Tyrode normal.
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Tabla C-I

Analisis comparativo de la CE;, y Emax en la curva dosis-
respuesta de ranitidina variando los iones del medio nutricio,
en preparaciones frénico~diafragma de rata directa (S8D) e
indirectamente (8I) estimuladas. .

SI SD
Solucidén Tyrode CESg Emax CEg, Emax
(x107°M) (M) (x10°°M) (M)

Normal 2.4%0.3 1073 3.2+0.4 1073
K+ 5.4 mM 4.8%0.2 1073 5.0+0.3 1073
K+ 8.1 mM 1.2%0.1 4x10°° 1.6+0.1 4x10°3
Mg++ 0 mM 3.2+0.4 1073 3.0+0.3 1073
Mg++ 6 mM 5.5+0.3 1073 4.5%0.2 1073
Mg++ 12 mM 5.9%0.3 1073 5.8%0,2 1073
Ca++0.45 mM 3.5%0.5 8x10°3 3.4+0.3 8x10°%
Ca++0.90 mM 5.1%0.4 107¢ 5.1+0.3 107
Ca++3.6 mM 4.040.1 1073 4.0+0.2 103
Ca++0,6mM-Mg++6mM 75.0+0.1* 1073 63.0+0.1° 1073

- — ——— T ——— — — T — T . S T D Ll it o o T T . W S D e o . o S S T S S Sl o et e . e

* concentracién inhibitoria 50 (CI,,). Todos los valores eran
la media *+ e.s.m. de 6 experimentos. Notese el paralelismo de la
altura contractil en la curva desis-respuesta de ranitidina a los
estimulos indirecto y directo.

1.2) Efecto del K+ sobre la accion contractil de ranitidina,

En liquido nutricio Tyrode con doble concentracién de K+
(5,4 mM) la curva dosis respuesta a ranitidina (20 ugM - 1 mM) se
desplazaba hacia abajo y a la derecha, obteniendo una altura
contrdctil maxima de 204.5%14.3 por ciento del control (p<0.05)
con estimulo indirecto y de 199.7x15.1 por ciento del control
(p<0.05)}) con estimulo directo (fig. C-1). El1l efecto madximo de
cada dosis era en unos 4.1 min. Con Tyrode triple concentracidn
de K+ (8.1 mM), la CDR de ranitidina (20 gM - 1 mM) perdia la
accién de incremento contrdctil y se aplanaba. Solo habia un
ligero incremento contrdctil con 20 uM y 40 uM de ranitidina. La
menor altura contractil era con dosis 103 M de ranitidina, de
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Fig. C-1.~Accidn contrédctil de ranitidina en preparaciones
frénico-diafragma de rata indirectamente estimulados con Tyrode
normal (@) e hiperpotésico, K+ 5.4 mM (Q) v K+ 8.1 mM (A).
Cada punto era la media de 6 experimentos * e.s.m. Diferencias

significativas del control *p<0.05 **p<0.01 ***p<0,001.



106.5+x7.4% del control (p<0.001) estimulando el nervio frénico
(fig. C-1) y de 108.1+9.1 % del control (p<0.001) estimulando el
rmisculo diafragma. La altura mdxima con cada dosis se obtenia en
2.5 min. aprox. CE;; y Emax disminuian con el incremento de la
concentracidén de K+ de 5.4 mM a 8.1 mM (tabla C-I), sin embargo
la altura contrdctil control en medio hiperpotasico comparado con
las variaciones de calcio y magnesio, era mayor tanto al estimulo
indirecto como directo (tabla C-II). En la fig. C-2 se muestra
la altura contractil de ranitidina con las variaciones del

potasio extracelular.

Tabla C-II

% de altura contractil control y después del efecto miaximo
de ranitidina (20 M - 1 mM) seguin la variacidn idnica del medio,
en hemidiafragmas de rata y estimulando el nervio frénico (S5I)
o el diafragma (SD).

SI SD

Solucidn nutricia % Altura Emax % Altura Emax
Tyrode control control

Normal 100.0 100.0 100.0 100.0
K+ 5.4 mM 152.7 75.7 143.8 77.5
K+ 8.1 mM 145.5 32.4 152.4 41.9
Mg++ 0 mM 116.0 83.7 114.8 B4.3
Mg++ 6 mM 115.6 74.4 116.9 75.5
Mg++ 12 mM 103.7 62.1 107.8 €l.1
Ca++ 0.45 mM 127.8 56.1 130.9 57.5
Ca++ 0.90 mM 104.2 77.0 107.0 77.3
Ca++ 3.6 mM 105.4 92.0 105.7 93.0
Ca++0.6mM-Mg++omM 87.3 -60.4 93.8 ~-592.6
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1.3) f del Ca++ en las re 5 ntracti

ranitidina,

En solucidén Tyrode con 3.6 mM de Ca++ ranitidina en el rango
20 yM - 1 M, tenia un incremente contrédctil madximo con dosis 1
mM, que era de 248.6*15.1 % y 239.6%12.4 % del control con
estimulos indirecto y directo respectivamente y el efecto maximo
de cada dosis era después de 5 min. aproximadamente. Cuando la
concentracién de Ca++ se reducia a 0.9 mM habia un desplazamiento
a la derecha y abajo de la CDR de ranitidina (fig. C-3) y 1la
accién contrdctil se producia después de 5 min. con cada dosis
Y era maxima con 100 gM de ranitidina de 207.9%11.9 % del control
con estimulo indirecto y de 199.2%12.3 % del control con estimulo
directo, ya que con dosis 1 mM de ranitidina disminuia la altura
contractil. Con Ca++ (.45 mM se producia un mayor desplazamiento
de la CDR de ranitidina a la derecha y abajo con una altura
contrdctil madxima de cada dosis de ranitidina que se alcanzaba
en unos 3.2 min. La mayor contraccidén era de 151.5+11.8 % del
control (p<0.05) y 148.2%9.7 $ del control (p<0.01)
respectivamente con estimulos indirecto y directo con dosis 80
4M, ya que dosis superiores de ranitidina causaban una acciédn
depresora  contractil (fig. C-4). La CE,, se deprimia
proporcionalmente en el rango de variacidén del [Ca++]o de 3.6 mM
a 0.45 mM e igual curso seguia la Emax. (Tabla C-I). En la figq.
C-3 también se muestra la accién depresora contrdctil adicional

con la disminucién del Ca++ y la elevacidn del Mg++ en el medio
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Fig. C-3.- Accidn contractil de ranitidina en Tyrode normal
(@) y con variaciones idnicas: Ca++ 3.6 mM (), Ca++ 0.9 mM
(), Ca++ 0.45 mM (A ) vy Ca++ 0.6 mM-Mg++ 6 mM ([]) en
hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados. Cada punto era
la media + e.s.m, de 6 experimentos. Diferencias significativas

_Qel control *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.



~respuesta de ranitidina

en la preparacién frénico-diafragma de rata directa (SD) e

-4.- Ejemplo de curva dosis
Ca++ 0.45 mM (C) y Ca++ 3.6 mM (D).

Fig. ¢
indirectamente estimulada en solucién Tyrode normal (&), Ca++ 0.9

mM (B),



(0.6 mM de Ca++ y 6 mM de Mg++). En estas circunstancias
ranitidina en el rango 20 uM - 80 uM carecia de accién
contractil, y con dosis mayores disminuia la contraccién, que era
mdxima con 10-~3 M, de 36.7+5.7 % del control (p<0.001) con
estimulo indirecto y 46.2%6.3 % del control (p<0.001) con
estimulo directo a los 10 min. de su adiccién al liquido
nutricio. La CI50 era de 75.0+0.1x10°° M con estimulo indirecto
y de 63.0%0.1x10° M con estimulo directo (tabla C-I)}. La altura
contrédctil basal también disminuia tanto al estimulo directo como
indirecto (tabla C-II) por el déficit de calcio necesario para

la contraccién.

1.4) Accidn contractil de ranitidina con variaciones de Mg++
en el liguido nutricio.

La accién contractil de ranitidina disminuia con el
incremento de la concentracién extracelular de Mg++. La curva
dosis-respuesta de ranitidina (20 uyM - 1 mM) en solucidn Tyrode
0 mM de Mg++ causaba un ligero desplazamiento a la derecha y
abajo, con un efecto maximo con dosis 1 mM de 226.2+10.9% al
estimulo indirecto y de 217.2%12.3 % al estimulo directo. Similar
y mayor desplazamiento de la CDR de ranitidina se producia con
Tyrode &6 mM de Mg++ con un incremento contractil maximo con
dosis 1 mM de 201.1+14.5 % del control (p<0.05) con estimulo
indirecto y de 194.5+11,9 % del control con estimulo directo.
Un ulterior desplazamiento de la CDR a la derecha y abajo se

preoducia con 12 mM de Mg++ (fig. C-5), alcanzando una altura
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Fig. C-5.- Accién contractil de ranitidina en Tyrode normal
(@), Mg++ O mM (QO), Mg++ 6 mM () y Mg++ 12 mM ([]) en la
preparacion frénico-diafragma de rata indirectamente estimulada.
Cada punto era la media + e.s.m. de 6 experimentos. Diferencias
significativas del control *p<0.05 **p<0.01 ***p<(,001.



contridctil méxima tambien con 1 mM de ranitidina, que era de
167.8%+11.4 % del control (p<0.01l) al estimule del nervio frénico
y de 157.4%11.7 % del control {(p<0.01) al estimulo del diafragma.
El efecto mdximo de cada dosis era obtenido después de 6.6 min.,
5.8 min., ¥y 5 min. respectivamente con Mg++ 0 mM, 6 mM y 1Z mM.
La CE;, vy Emax eran de este orden 0 mM Mg < 6 mM Mg < 12 mM Mg
con ambos tipos de estimuleo {(tabla C-I) e igual evolucidn tenia

la altura contrdctil control (tabla C-II}.
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2) EFECTO DE LOS FARMACOS CALCIO-ANTAGONISTAS SOBRE LA
ACCION CONTRACTIL DE RANITIDINA EN HEMIDIAFRAGMAS DE

RATA INDIRECTAMENTE ESTIMULADOS.-

2.1) Efecto de diltiszem sobre la accidén contrictil de

nitidi nlij i icio T n .=

En la preparacidén frénico-diafragma de rata indirectamente
estimulada con solucién Tyrode, la curva dosis respuesta de
ranitidina 20 uM ~ 1 mM era desplazada hacia abajo y a la derecha
por diltiazem de forma dosis—-dependiente, cuando se afiadia
previamente al medio nutricio. La altura contractil maxima de
cada dosis de ranitidina era alcanzada en unos 3.3 min. Con 10°¢
M de diltiazem habia un menor incremento contractil dosis-
dependiente de ranitidina hasta alcanzar una altura contréactil
maxima de 211.3%17.0 % del control (p<0.05) con dosis de
ranitidina 1 mM; Mayores dosis de diltiazem como 10° M también
producian un menor incremento contrédctil dosis dependiente de
ranitidina y la altura mdxima era de 167.3 * 11.8 % del control
(P<D.01) con dosis de 80 uM de ranitidina, mientras que dosis
superiores disminuian algo la contraccién. Cuando se ajladia
previamente diltiazem 10 M al liquido nutricio la CDR de
ranitidina se desplazaba a la izquierda con dosis 20 uM de
ranitidina y después un gran desplazamiento hacia la derecha y
abajo. El incremento contrdctil maximo era con dosis 60 uM de
ranitidina, de 142.5+11.2 % del control (p<0.001). Con ranitidina
20 uM habia un rédpido, precoz y madximo incremento contractil de

134.4 £ 9.1 % del control. Dosis superiores de ranitidina eran
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depresoras de la contraccién. El incremento contractil maximo de
cada dosis de ranitidina era a los 6.3 min., 5.4 min. y 4 min.
respectivamente con diltiazem 10° M, 10° M y 10* M. En la figura
D-1 se resumen los efectos de la adiccidn de diltiaéem previo
a la CDR de ranitidina.

En las relaciones del TOF de la CDR de ranitidina (20 uM-
1 mM) también se producian modificaciones cuando se adicionaba
al banfo nutricio precedido de diltiazem. En la tabla D-I se
muestran los indices del TOF de ranitidina sola y en la tabla D-
IT los mismos indices modificados por la adiccién previa al
ligquido nutricio de diltiazem 10°® M. Con esta dosis habia una

disminucién proporcional de la altura de los cuatro estimulos

Tabla D-I

Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) en solucién Tyrode en hemidiafragmas de rata. T1-T2-T3-T4
son valores del TOF sin fdrmacos y T'1-T'2~T'3-T'4 con farmacos.

Ranitidina

Relacién 20 uM 40 uM 60 uyM 80 uyM 100 uM 1 mM
Control

T4/T1=1.00

T'1/T1 1.08 1.17 1.52 1.65 1.65 1.79
T'2/T1 1.08 1.10 1.34 1.42 1.52 1.52
T'3/T1 1.08 1.08 1.27 1.36 1.42 1.41
T'4/T1 1.08 1.08 1.25 1.33 1.44 1.39
T'2/T'1 1.00 0.94 0.88 0.86 0.92 0.84
T'3/T'2 1.00 0.97 0.94 0.95 0.96 0.93
T'4/T'1 1.00 0.91 0.82 0.80 0.87 0.77
T'4/T'3 1.00 0.99 0.98 0.98 0.98 0.98

—— U U —— — ———— . T T T ———————— ] ol Tt Tl o Tt T g T T Ml it i it e Y ————

acoplados, las relaciones T /T estaban incrementadas

comparativamente con ranitidina sola, excepto con dosis 20 gM y
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1 mM gque estaban disminuidas, mientras que las relaciones T'/T'

eran de igual valor o disminuian ligeramente.

Tabla D-II
Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) después de diltiazem 1 uM con solucidn Tyrode normal en
hemidiafragmas de rata.

Diltiazem Ranitidina

——— —  ——— T ———————— —— —— —— i —— —— A e — T — L e e T e
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control

T4/T1=1.00

T'1/T1 0.96 1.03 1.83 2.20 1.8¢6 1.9¢ 1.80
T'2/T1 0.96 0.98 1.80 2.00 1.73 1.80 1.43
T'3/T1 0.96 0.98 1.70 1.80 1.63 1.63 1.33
T'4/T1 0.96 0.96 1.70 1.53 1.58 1.58 1.30
T'2/T'1 1.00 0.95 0.98 0.90 0.92 0.91 0.79
T'3/T'2 1.00 1.00 0.94 0.90 0.94 0.90 0.93
T'4/T'1 1.00 0.93 0.92 0.69 0.84 0.77 0.72
T'4/T'3 1.00 0.98 1.00 0.85 0.96 0.93 0.97

Simbolos como en tabla D-T.

Los trenes de cuatro impulsos acoplados durante 2 s y 2 Hz
al misculo diafragma tambien se acompafiaba de cambios con
diltiazem 10°° M previo a la CDR de ranitidina, segin se muestra
en la tabla D-III. La altura contrdctil del TOF era inferior con
relacién a 10® de diltiazem-CDR de ranitidina. Las relaciones
T'/T estaban todas incrementadas, en cambio, las relaciones
T'/T' tenian una pequefia disminucidén con dosis 20 uM, 100 pyM y
1 mM v por el contraric, aumento con 40 uM, 60 uM y 80 uM de

ranitidina, comparadas con ranitidina sola.
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Tabla D-III

Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) después de diltiazem 10 gM con solucién Tyrode normal en
hemidiafragmas de rata.

Diltiazem Ranitidina
Relacidn 16 yM 20 yM 40 uM 60 uM 80 puM 100 M 1 mM
control
T4/T1=1.00
T'1/T1 1.03 1.18 1.70 2.01 2.06 1.99 2.07
T'2/T1 1.03 1.17 1.59 1.80 1.74 1.69 1.80
T'3/T1 1.03 1.15 1.50 1.71 1.67 1.64 1.68
T'4/T1 1.03 1.09 1.45 1.66 1.64 1.58 1.61
T'2/T'1 1.00 0.98 0.93 0.89 0.84 0.85 0.86
T'3/T'2 1.00 0.98 0.88 0.95 0.96 0.96 0.93
T'4/T'1 1.00 0.92 0.85 0.82 0.79 0.79 0.77
T'4/T'3 1.00 0.95 0.96 0.97 0.98 0.96 0.95

—————— — — T — T — T o o T o —— S — T — — o — T ————— . {——

Simbolos como en tabla D-I.

Con diltiazem 10™* M previo a la CDR de ranitidina causaba
sobre el TOF en primer lugar un decremento de altura contrdactil
y en segundo lugar un menor gradiente contractil entre los cuatro
estimulos acoplados (tabla D-IV), que se traducia comparados con
ranitidina sola en: a) incremento del valor de las relaciones
T'/T con dosis bajas de ranitidina (20 uM, 40 uM y 60 uM)
mientras que habia decremento con dosis mayores (80 uM, 100 uM
y 1 mM) y b) incremento y aproximacién al valor de la unidad

entre las relaciones T'/T'.
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Tabla D-IV
Indices del tren de a cuatre {(TOF) .de ranitidina {20 puM-
1 mM) después de diltiazem 100 uM con solucidn Tyrode normal en
hemidiafragmas de rata.

Diltiazem Ranitidina

e T — S T T e o TR T T T TR AR A m— T . T i ———— — — — —— — ————
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control

T4/T1=1.00

T'1/T1 1.15 1.34 1.35 1.37 1.40 1.39 1.34
T'2/T1 1.15 1.34 1.35 1.37 1.35 1.34 1.31
T'3/T1 1.14 1.34 1.35 1.37 1.36 1.29 1.30
T'4/T1 1.14 1.34 1.35 1.37 1.34 1.30 1.31
T*'2/T'1 1.00 1.00 1.00 1.00 0.96 0.96 0.98
T'3/T'2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.96 0.99
T*'4/T'1 0.99 0.99 1.00 1.00 0.96 0.93 0.97
T'4/T'3 0.99 0.929 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00

—— i —— —— ——— i —— Al e i T . . S Uik b e e S S S S e ok e i e W . S S el i e e S - Ml s e e e

Simbolos como en tabla D-I.

2.2) I m I ién i

nitidin b lucidn r normal.-

Cuando se afladia verapamil 1ugM, 10 uM & 100 uM en el liquido
nutricio Tyrode normal antes de la CDR de ranitidina, habia un
desplazamientc de esta hacia la derecha y hacia abajo dosis-
dependiente de verapamil segun se muestra en la fig. D-2. El
efecto mdximo de cada dosis de ranitidina era alcanzadoc en unos
4-5 min. Con dosis de 10® M de verapamil habia un incremento

contradctil dosis-dependiente de la CDR de ranitidina alcanzando
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Fig. D-2.- Accidén contrdctil de ranitidina sola (@) en
Tyrode normal y después de verapamil 1 uM (QO), 10 uM (A) y 100
uUM (W) en hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados.

Cada punto era la media de 6 experimentos + e.s.m. Diferencias
significativas del control: *p<(.05 **p<0.01 **wp<(, 001,



una altura mdxima de 217.5 % 17.1 % del contreol (p<0.05) con
ranitidina 1 mM. Con cada dosis se obtenia el efecto mAximo en
unos 5.2 min. Mayores dosis de verapamil como 107° M causaban
mayor disminucidén de la respuesta contractil por ranitidina y el
incremento contractil mdximo era con dosis 100 uM de ranitidina
era de 158.4 % 18.2 % del control (p<0.01), ya gue con dosis 1
mM de ranitidina habia una pequefila disminucién de la altura
contrdctil. El efecto de cada dosis se obtenia a los 4 min aprox.
Cuando se utilizaban dosis altas de verapamil como 10* M la
respuesta contractil del misculo diafragma a ranitidina (20 uM-
1 mM) era diferente; en primer lugar habia un rédpido y elevado
incremento contrdctil gue era de 164.0 *12.9 % del control con
dosis 20 pM de ranitidina y en segundo lugar, dosis mayores
causaban decremento contridctil que era midximo con 1 mM de
ranitidina, de 30.4 *11.9 % (P<0.001) del control a los 12 min,
La contraccidén desaparecia a los 30 min. aprox. después de la

adiccién al liquido nutricio de 10" M de verapamil.

Los TOF de ranitidina sola eran modificados con la presencia
previa de verapamil 1 uM en el 1liquido nutricio. Habia
disminucidén de las relaciones T'/T con dosis de ranitidina 20 uM
y aumentaba con dosis acumulativas superiores, por otra parte,
descendian © no variaban las relaciones T'/T' del TOF de
verapamil 107® seqguido de la CDR de ranitidina, seglin se muestra

en la tabla D-V.
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Tabla D-V

Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) después de verapamil 1 uM con solucidén Tyrode normal en
hemidiafragmas de rata.

Verapamil Ranitidina
Relacién 1 uM 20 gM 40 pyM 60 yM 80 uyM 100 pgM 1 mM
control
T4/T1=1.00
T'1/T1 1.02 1.02 1.29 1.75 2.04 2.04 2.04
T'2/T1 1.02 1.02 1.15 1.50 1.84 1.85 1.69
T'3/T1 1.02 1.02 1.12 1.34 1.74 1.73 1.51
T'4/T1 1.02 1.02 1.02 1.30 1.71 1.72 1.45
T'2/T'1 1.00 1.00 0.89 0.85 0.90 0.90 0.83
T'3/T'2 1.00 1.00 0.99 0.89 0.93 0.93 0.89
T'4/T'1 1.00 1.00 0.79 0.74 0.84 0.84 0.71
T'4/T'3 1.00 1.00 0.91 0.96 0.99 0.99 0.96

—— T — — L — T i, o — T ——— Y T e " el T T — T T W T A ol SoL} o i T T T T T T A {——

Simbolos como en tabla D-I.

El efecto de la administracidén al baiio nutricio de verapamil
105 M previo a la CDR de ranitidina también causaba disminucidn
de altura contractil de los valores del TOF de forma dosis-
dependiente. El decremento era mayor que con 10°% de verapamil.
Disminuian los valores de las relaciones T'/T (tabla D-VI) y las
relaciones T'/T' del TOF de ranitidina 20 yM- 1 mM después de
verapamil 10° M tenian descenso o no variaban en relacién con

ranitidina sola.
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Tabla D-VI
Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 pM-
1 mM) después de verapamil 10 uM con solucidén Tyrode normal en
hemidiafragmas de rata.

Verapamil Ranitidina

—— i ——— T — it —— — T ke e o e T . - Sk e e e e g . S S e Akl e e e . YR M ML e e e S S
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control
T4/T1=1.00
T'1/T1 0 1

T'2/T1 0. . 1. .
T'3/T1 0.99 0.99 1.02 1.06 1.16 1.24 1.25
T'4/T1 0 1

T'2/T'1 1. . . .

T'3/T'2 1.00 1.00 1.00 0.96 0.89 0.91 0.91
T'4/T'1 1

T'4/T'3 1

——— A ——— T o — T s o T it b ks e e . T Al i S — -

Simbolos como en tabla D-I.

En las respuestas a los cuatro estimulos del tren de a
cuatro de 2 Hz durante 2 s. producidos cuando se utilizaba
verapamil 10 previo a ranitidina 20 uM - 1 mM en relacién con
ranitidina sola habia disminucidén de la altura contractil y menor
gradiente, por ello las relaciones T'/T' eran prdximas a la
unidad (tabla D-VII) y habia un descenso muy significativo en
las relaciones T'/T con dosis de ranitidina 80 uM, 100 uM y 1
mM, teniendo un comportamiento similar a diltiazem con igual

dosis.
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Tabla D-VII
Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 pgM-
1 mM) después de verapamil 100 uM con solucidédn Tyrode normal en
hemidiafragmas de rata.

Verapamil Ranitidina

s h - — i = e e = ke U S S T T T e Ak B Sy S TP T o e e il M Sy e o e e i S A
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control

T4/T1=1.00

T'1/T1 1.55 1.57 1.53 1.42 1.38 1.32 0.16
T'2/T1 1.58 1.60 1.53 1.39 1.30 1.13 0.00
T'3/T1 i.61 1.63 1.48 1.36 1.22 0.86 0.00
T'4/Ti 1.63 1.62 1.52 1.37 1.26 0.82 0.00
T'2/T'1 1.02 1.02 1.00 0.98 0.94 0.85 0.00
T'3/T'2 1.01 1.01 0.96 0.97 0.93 0.75 0.00
T*4/T'1 1.05 1.03 0.99 0.96 0.91 0.62 0.00
T'4/T'3 1.01 0.99 1.02 1.00 1.03 0.95 0.00

—— T — T — e o e e T e e ki B S S T s A S . . . S T " ——— ] . — —— S

Simbolos como en tabla D-I.
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3} EFECTO DE CAPTOPRIL SOBRE LA ACCION CONTRACTIL DE
RANITIDINA EN EL MUSCULO DIAFRAGMA DE RATA

INDIRECTAMENTE ESTIMULADO.-

3.1) Accion de ranitidina (20 yM -~ 1 mM) en la preparacidn
frénico-diafragm r I lugcidn Tyrod rm

Cuando se estudiaba la accidn de ranitidina en el rango 20
gM- 1 mM en preparaciones frénico-diafragma de rata aplicando
estimulos indirectos para obtener contraccién simple, TOF y
tétanos habia un incremento contrédctil dosis-dependiente, segin
se muestra en la fig. E-~1. La maxima altura contriactil era con
dosis 1 mM de 179.8+15.4 % del control (p<0.01). La contraccién
mdxima de cada dosis se alcanzaba en alrededor de 3.3 min. Con
40 gM de ranitidina habia dificultad de relajacidén después de
cada contraccién dQurante 10 min. en 3 exptos. {(n=6) y la
fasciculacién comenzaba con 40 uM, era mdxima entre 40 uM y 60
UM y se anulaba con 1 mM. En la tabla E-I se resumen los valores
de la contraccidén, tétanos, altura contrdctil postetédnica -en
relacién al wvalor —control y sin farmacos- expresado
porcentualmente. Es de resaltar que en el protocolo de estudio
de la curva dosis-respuesta de ranitidina que no incluia el
tétanos el incremento contractil maximo de cada dosis era mayor,

Aungue el tétanos presentaba una pegquefa disminucidén dosis-
dependiente, era muy significativa ya que el tétanos tenia pocas
variaciones con cada dosis, alcanzandeo una altura contrdctil de

77.2+6.1 % del control (P<0.001) con ranitidina 1 mM.
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Fig. E-1,- Accién contrdctil de ranitidina sola (@)

Tyrode normal y después de captopril 10¢ M (), 10 M (A) y

en

10* M ([1) en hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados.
Cada punto era la media de 6 experimentos * e.s.m. Diferencias

significativas del control: *p<0.0S5,



La potenciacién postetdnica (PTT) tenia una pequeila
disminucién dosis-dependientes (tabla E~I). La PTT méaxima sin
fdrmaco era de 165.2 = 9.5 % del control, que disminuia con
ranitidipa 20 uM a 128.1%9.3 % del control (P<0.001) y el maximo
de depresidn era de 112.4%3.9 % del control (P<0.001) con 1 mM
de ranitidina. El porcentaje de potenciacidn postetdnica tenia
también un decremento dosis dependiente cuyo minimo era del -59.9

+ 6.3 % del control (P<0.001) con dosis de ranitidina de 1 mM.

Tabla E-I

Accidén de ranitidina (20 gyM - 1 mM) sobre la contraceidn
indirecta (0.16 Hz y 0.2 ms), tétanos (50 Hz durante 5 s.),
contraccidén post-tetdnica (PTT) y porcentaje de potenciacidén de
la contraccién post-tetdnica (% PTP) en la preparacién frénico-
diafragma de rata con soluciédn Tyrode normal

Contraccién Tétanos PTT PTP (%)
control 100.0 100.0 165.2%9.5 65.26.8
Ran 20 uM 108.3% 5.5 895.7%4.3 128.1%9.3 18.244 , 5%*%

Ran 40 uM 121,8%10,3%* 90.322.7*% 124.4t4.6%** 2.3%1.4*xx*
Ran 60 uM 152.6% 8.7%%*x B7 B2 . 4*** 119 247, 7*** —~28,0%£3,9%%*
Ran 80 uM 165.4%12 1%%% 86,93, ,1*%*% 115,946 ,50%*%*=42 7+4_ g**¥*
Ran 100 uM 165,3%11,9*** B5.6%4.4%%* 113.5%7.40%%* =45 715, 9%**
Ran 1 mM 179,8%15,.4%%% 77 2+6.1*** 112,4+3,9%%*x —-59 916 3Jk¥x

- ———— A — — A — — — i S B T e ke S . . — e S e e Akl S Ty oy e . T T ks S T T e (A S — . ———

Los datos muestran la media * e.s.m. de n=6 experimentos.
Significacién estadistica en relacidén al control: *P<(.05;
**P<0.01 y ***P<0.001.

La mayor altura de los valores del TOF era con 100 uM de
ranitidina y el mayor gradiente contractil era con la relacién
T'4/T'1 con ranitidina 1 mM (tabla E-II). El gradiente del TOF

crecia algo de forma dosis-dependiente.
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Tabla E-II

Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) en solucién Tyrode en hemidiafragmas de rata. T1-T2-T3-T4
son valores del TOF sin fdrmaco y T'1-T'2-T'3-T'4 con férmaco.

Ranitidina

Relacidn 20 uM 40 uM 60 uM 80 uM 100 uM 1 mM
Control

T4/T1=1.00

T'1/T1 1.08 1,17 1.52 1.65 1.65 1.79
T'2/T1 1.08 1.10 1.34 1.42 1.52 1.52
T'3/T1 1.08 1.08 1.27 1.36 1.42 1.41
T'4/T1 1.08 1.08 1.25 1.33 1.44 1.39
T'2/T'1 1.00 0.94 0.88 0.86 0.92 0.84
T*3/T'2 1.00 0.97 0.94 0.95 0.96 0.93
T'4/T'1 1.00 0.91 0.82 0.80 0.87 0.77
T'4/T'3 1.00 0.929 0.98 0.98 0.98 0.98

. .y T Bl oy Sl b o S ks . S A e S e e A Sl ey, S e L e g S s e . L B e e D e by S S e g S b e, D L o e L b T S o

Captopril a dosis 1 uM causaba sobre la curva dosis

respuesta de ranitidina un incremento contrictil dosis-
dependiente (fig. E~1} cuyo mdximo era con dosis de ranitidina
1 mM de 190.0+15.1 % del contreol (tabla E-III), mayor gque con
ranitidina sola. Es decir, en esta preparacién captopril 1 uM
potenciaba la accidén contrdctil de ranitidina.

El tétanos tenia un decremento contractil dosis dependiente
que alcanzaba una altura de 82.7+8.6 % del control con ranitidina
1 mM (tabla E-III), mientras gque con ranitidina sola era de

77.2+6.1 % del control. La potenciacién postétanica tenia también
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un decremento dosis-dependiente, pero el incremento méas
significativo en relacién con ranitidina sola era 148.6%9.7 % del
control, (P<0.01) con dosis 20 pM de ranitidina. El porcentaje
de potenciacidén postétanica (% PTP) tenia un decremento similar
a ranitidina sola, pero con un incremento significative con dosis

de ranitidina 20 pgM (tabla E-III).

Tabla E-III

Accidén de ranitidina después de captopril 1 uM sobre la
contraccidén indirecta (0.16 Hz ¥y 0.2 ms.), tétanos (50 Hz durante
5 s.), contraccién post-tetanica (PTT} vy potenciacidn
postetdnica (PTP) en preparaciones de hemidiafragma de rata
indirectamente estimuladas con liguido nutricio Tyrode normal.

Contraccidn Tétanos PTT PTP (%)
control 100.0 100.0 171.1%12.4 71.1%7.9
Cap 1 uM 95.7+10.2 97.4+2.8 152.0+11.7 58.8+7.1
Ran 20 uM 100.0+7.4 96.2+3.5 148.6%29.,79*%*% 48_.616,4%**

Ran 40 uM 124.2%6.8 94.0%3.8 140.5%14.3* 13.1%4,2%%*
Ran 60 uM 166.2%7.4 91.7%3.9 127.7+8.9 -30.1%6.1
Ran 80 uM 178.5%11.2 88.9%4.7 119.1%5.7 -49.8%5.7
Ran 100 gM 178.6%12.3 81.2%2.7 117.1%7.5 —-52.4%7.9
Ran 1 mM 190.0+15.1 82.7+8.6 107.8%+4.9 =76.219 3**

————————— T — . . ek S bl AL S S ke A S W S . T o . T e T M T o . . o ot o S

Los datos muestran la media * e.s.m. de n=6 experimentos.
Valores estadisticamente significativos comparados con ranitidina
sin captopril (tabla E-I): *P<0.05, **P<0.01 y ***P<{.001.

La altura contrédctil T'/T de los TOF con ranitidina después
de captopril 1 uM estaban incrementados comparativamente con
ranitidina sola (tabla E-IV), mientras gue los valores T'/T' del
TOF con ranitidina después de captopril 1 uM eran similares a los

de ranitidina sola.
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Tabla E-IV
Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) después de captopril 1 uM con solucidén Tyrode normal en
hemidiafragmas de rata.

Captopril Ranitidina

T —————— ——————— —— T T A —— . T T S A U i T T A T " b g
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control
T4/T1=1.00
T'1/T1 1.00 0.99 1,22 1.68 1.84 1.78 1.85
T'2/T1 1.00 0.99 1.15 1.4¢6 1.70 1.61 1.57
T'3/T1 1.00 0.99 1.13 1,41 1.60 1.55 1.46
T'4/T1 1.00 0.99 1.11 1.38 1.56 1.51 1.43
T'2/T'1 1.00 1.00 0.94 0.87 0.92 .90 0.84
T'3/T'2 1.00 1.00 0.98 0.96 0.93 0.96 0.92
T'4/T'1 1.00 1.00 0.88 0.82 0.85 0.85 0.77
T'4/T'3 1.00 1.00 0.98 0.97 0.98 0.97 0.98
Simbolos como en tabla E-II.
3.3) Accidén de ranitidina (20 uM - 1 mM) después de

captopril 10 yM,-

La curva dosis respuesta de ranitidina (20 uM- 1 mM) se
desplazaba hacia la derecha y abajo cuando captopril 10 uM era
afiadido al liguido nutricio previamente (fig E-1). La amplitud
contrdctil méxima era con ranitidina 1 mM de 156.4 + 12.5 % del
control (Tabla E-V).

El tétanos de ranitidina después de captopril 10 ugM tenia
una escasa disminucién dosis-dependiente similar a 1la de
ranitidina sola (tabla E-V). El efecto de afiadir previamente
captopril 10 uM al liquido nutricio también causaba un pequefio
incremente en la PTT de la CDR de ranitidina, gque era mas

siginificativo con 20 uM de ranitidina (163.4 £+ 7.2 % del
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control, P<0.001) en relacién con ranitidina sola.
El % de la PTP aumentaba de forma muy significativa con
ranitidina después de captopril 10 uM en relacidn con ranitidina

sola (tabla E-V).

TABLA E-V

Accidén de ranitidina (Ran) (20 uM ~ 1 mM)} después de
captopril (Cap) 10 uM en la preparacién hemidiafragma de rata.

Contraccién Tétanos PTT PTP (%)
control 100.0 100.0 164.0%5.1 64.0+5.9
Cap 10 uM 95.5+9.2 97.6%4.9 156.5+5.5 63.8+5.3
Ran 20 uM 92.1%8.4 98.0%9.0 163.4+£7 . 2%%%x 77 448, T***
Ran 40 pM 106.71x9.3 95,3+11.8 138.928.1*%*% 30.1t4.7%*%*
Ran 60 uM 138.5%11.5 93.3%+12.4 128.5+4 .9~ =7.7+£2,3%%*
Ran 80 uM 146.3%11.6 93.0%+12.9 126.6+6.4 —-15.5+3, 8%**
Ran 100 uM 149.7%12.1 91.8+6.6 122.215.7 —22.5%4 . 6%**
Ran 1 mM 156.4%12.5 78.0+9.2 111.24+4.3 =40.6+5.2%*xx%

Significacidén estadistica y simbeolos como en tabla E-III.

TABLA E-VI
Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) después de captopril 10 uM en solucidén Tyrode en
hemidiafragmas de rata.

Captopril Ranitidina

———— e — T —— T T e ——— T T T G . ———" S —— 7= e D " o — L S
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Control

T4/T1=1.00

T'1/T1 0.93 0.858 1.05 1.38 1.43 1.45 1.52
T'2/T1 0.93 0.88 0.95 1.25 1.32 1.32 1.31
T'3/T1 0.93 0.88 0.94 1.21 1.27 1.26 1.25
T'4/T1 0.93 0.8B8 0.93 1.19 1.25 1.24 1.22
T'2/T'1 1.00 1.00 0.90 0.90 0.92 0.90 0.89
T'3/T'2 1.00 1.00 0.98 0.96 0.96 0.95 0.95
T'4/T'1 1.00 1.00 0.88 0.86 0.87 0.85 0.80
T'4/T'3 1.00 1.00 0.99 0.98 0.98 0.98 0.97

—— v — iy ——_—— — ———_— Ll o i ———— s e T A S e S i e e i e e A . T e T il S ——— -

Simbolos como en tabla E-II.
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Los valores de las relaciones T'/T del TOF tenian un
decremento con dosis altas de ranitidina después de captopril 10
uM en relacién con ranitidina sola (tabla E-VI). Las variaciones
del TOF con farmacos (T'/T') tenian una altura muy similar y por

tanto variaciones préximas a la unidad.

3.4) Accidn de ranitidina (20 uM - 1 mM) después de

i) lucidn T r .

En preparaciones pretratadas con 100 M de captopril
ranitidina también tenia un incremento contrdctil dosis-
dependiente pero disminuia en relacién con ranitidina sola, con
un desplazamiento de la CDR de ranitidina hacia abajo y hacia la
derecha (fig. E-1), alcanzando una altura contractil de
142.8+11.3 % del control (P<(.05) con d@sis 1 mM de ranitidina
(tabla E-VII).

El tétanos de S0 Hz durante 5 s. tenia un escaso decremento
dosis dependiente, aungue menor en relacidén con ranitidina sola,
excepto con 1 mM de ranitidina que disminuia a 66.1 = 6.7 % del
contrel con ranitidina 1 mM después de captopril 100 pM (tabla
E-VII). La accién de captopril 100 uM previo a la CDR de
ranitidina sobre la PTT era disminucién de forma d&osis
dependiente, pero se producia un incremento gue era mas
significativo con ranitidina a dosis bajas (20 uM - 80 uM) en
comparacién con ranitidina sola (tabla E-VII). El1 % de la PTP

tenia también un incremento significativo comparativamente con
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ranitidina sola (tabla E-VII) y habia disminucién dosis-

dependiente.

Tabla E-VII
Accidén de ranitidina después de captopril 100 uM con
solucidén Tyrode en la preparacién hemidiafragma de rata.

Contraccidn Tétanos PTT PTP (%)

————— ———— T ——_— i —— A o T . . . St T T W A i . S, e T PO . W e . S L B e e W B ks e ey S A . e st S e e s (R S

control 100.0 100.0 184.0%5.3 84.0x9.1
Cap 100 uM 97.4% 8.9 101.6%4.6 168.5%4.8 72,.9%6.8
Ran 20 uM 97.8% 7.3 8 168.116.9%%* 71 847 5%%x
Ran 40 uM 121.0% B.2 .9 147.8%25.4** 22, 1+4.6***
Ran 60 uM 132.7% 7.5 93.3%7.6 130.727.3%*% —1.5%3.7**x*
Ran 80 uM 147.8+ 8.4 5 128.045.8%* —-15,.45,2%%%
Ran 100 uM 147.0%10.9 8 103.9%6.1* -41.4%8.3
3 7> 100.4%5.9 ~34,2%4 . 2%*x%

e T e e e L ks e R T S el T S —— W W S —— TER e o M — T A i T T WD i T S Y TR W f—— TV W —— - —

Significacidn estadistica y simbolos como en tabla E-IIT.

Captopril 100 uM causaba un decremento del valor de los
cocientes T'/T del TOF de ranitidina y habia incremento de los
valores del TOF T'2/T'1. La mayor relacidén del TOF era con dosis
100 uM de ranitidina y la menor relacién era con 1 mM de
ranitidina ambas después de 100 uM de captopril 100 pgM (tabla E-
VIII). En conjunto captopril 100 uM tenia escasa accidn sobre las
variaciones del TOF con ranitidina, es decir habia escasa
diferencia entre los relaciones del TOF de ranitidina con y sin

captopril 100 uM.
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Tabla E-VIII

Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) después de captopril 100 uM en solucidén Tyrode en hemidia-
fragmas de rata.

Captopril Ranitidina

Relacidn 100 uM 20 uM 40 uM 60 uM 80 pM 100 ugM 1 mM

—— i —— ——— —_ —————— . i S e A L B - ek AL A S e ey il e S i e ok A S T e o B B S S e e e S S S S e e

Control

T4/T1=1.00

T'1/T1 0.95 0.95 1.15 1.35 1.40 1,42 1.35
T'2/T1 0.93 0.93 1.08 1.27 1.32 1.30 1.21
T'3/T1 0.93 0.93 1.06 1.23 1.26 1.25 1.17
T'4/T1 0.93 0.93 1.04 1.22 1.26 1.24 1.16
T'2/T'1 0.98 0.98 0.94 0.94 0.94 0.91 0.89
T'3/T'2 0.99 0.99 0.97 0.90 0.95 0.96 0.96
T'4/T'1 0.97 0.97 0.90 0.90 0.89 0.87 0.85
T'4/T'3 1.00 1.00 0.98 0.99 0.99 0.99 0.98
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Simbolos como en tabla E-II.

Aungue captopril 10* M solo no causaba disminucién de la

altura contrdctil control, en cambio, causaba un gran desplaza-
miento de la CDR de ranitidina hacia abajo (fig. E-2), alcanzando
una altura contrédctil con ranitidina 1 mM del 63.6 * 9.3 % del
control (p<0.001) (tabla E-IX).

El tétanos tenia menor decremento en relacién con ranitidina
sola en solucidén Tyrode normal (tabla E-IX). Con captopril 10 uM
en medio nutricio con doble de potasio tambien habia una
disminucién dosis-dependiente de la altura contractil de la PTT
de ranitidina, si bien habia un incremento significativo excepto

con ranitidina 1 mM (tabla E-IX) comparativamente con ranitidina
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(@) y despues de captopril 10 M {A), captopril con K+ 5.4 mM
([J) y con 0.90 mM de Ca++ () en hemidiafragmas de rata
indirectamente estimulados. Cada punto era la media de 6
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sola en solucién Tyrode normal.

El % de PTP tenia un incremento dosis dependiente y también
era significativo el incremento en relacidédn con ranitidina sola
en Tyrode normal, es decir habia menor disminucién del % de la
PTP con ranitidina después de captopril 10 gM en medio hiperpota-

sico.

Tabla E-IX

Accidn de ranitidina después de captopril 10 uM con solucidn
Tyrode 5.4 mM de K+ en la preparacidn frénico-diafragma de rata.

Contracciodn Tétanos PTT PTP (%)
control 100.0 100.0 185.3%16.6 85.3%x7.9
Cap 10 uM 100.0*6.8 95.1%+5. 160.8x12.6 60.8x5.6

5 .
Ran 20 uM 93.9+7.3 97.2x7.2 154.0%7.4***% 64.0+7,1%**
Ran 40 uM 87.219.4~* 92.5*7.7 136.2%8.4* 56.1%4.9%%x*
Ran 60 uM 76.3%26.5%*~* 90.8+7.9 132.5%6.8%*% 73.616.1%*%*
Ran 80 uM 67.817.8%*x* 88.1x8.0 131.0%6.6%** 93.2x6.8%*%
Ran 100 uM 65.4+11.2%** 97 _4+3.9 127.7%4.0%*% 95.248,2%*%
Ran 1 mM 63.6%9 ., 3x*¥ 84.8+6.0 115.8%3.2 B2.0xB.,7**x*

Significacidén estadistica y simbolos como en tabla E-IIT.

Las alturas del TOF de ranitidina después de captopril 10
uM en medio con potasio 5.4 mM eran menores que los del TOF
control y por ello los cocientes TOF con farmacos/TOF control
(T'/T) eran inferiores a la unidad (tabla E-X). Las relaciones
del TOF con farmacos (T'/T') tenian un valor prdximo a la unidad,
sobre todo las relaciones del T'2/T'1l, T'3/T'2 y T'4/T'3 por el
efecto despelarizante del exceso de potasio en el medio nutricio.

En relacién con ranitidina sola en solucidén Tyrode normal los
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cocientes T'/T' aumentaban y los T'/T disminuian.

Tabla E-X

Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM- 1
mM) después de captopril 10 pgM en solucidén Tyrode 5.4 mM de K+
en hemidiafragmas de rata.

Captopril Ranitidina

Relacién 10 uM 20 uM 40 uM 60 uM 80 yM 100 uyM 1 mM
control

T4/T1=1.00

T'1/T1 0.94 0.90 .85 0.70 0.57 0.61 0.61
T'2/T1 0.97 0.92 0.84 0.66 0.54 0.57 0.59
T'3/T1 0.97 0.92 0.83 0.64 0.53 0.56 0.56
T'4/T1 0.97 0.92 0.83 0.64 0.53 0.56 0.56
T'2/T'1 1.02 1.02 0.97 0.93 0.95 0.93 0.95
T'3/T'2 1.00 1.00 0.99 0.97 0.97 0.98 1.00
T'4/T'1 1.03 1.02 0.97 0.90 0.92 0.91 0.95
T'4/T'3 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 0.99 0.99
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Simbolos como en tabla E-II.

Cuando se disminuia en el medio nutricio la concentraciédn
de calcio a la mitad (0.90 mM de Ca++) y anadiendo previamente
captopril 10 uM a la CDR de ranitidina, la médxima altura
contrdctil era alcanzada con 60 upM de ranitidina, gque era de
134.9 + 10.7 % del control (tabla E-XI). El efecto maximo de cada
dosis se alcanzaba en unos 5.4 min. También habia una significa-
tiva disminucidén contractil de ranitidina con dosis >60 uM y la
CDR tenia un ascenso hasta 60 uM y después descenso hasta 1 mM

alcanzando con esta dltima dosis una altura contractil de 89.9
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* 10.4 % del control (P<0.001) en relacién con ranitidina en
solucidén Tyrode normal.

Mientras que el tétanos tenia una altura contrdctil muy
similar con cada dosis, comparado con ranitidina sola el
incremento era solo significativo con dosis de ranitidina 1 mM
(95.8 + 8.7 % del control, P<0.01). Tanto la PTT como el % de la
PTP estaban incrementadas significativamente (tabla E-XI) tanto
en comparacién con captopril 10 yM - CDR de ranitidina como con

la CDR de ranitidina scla, ambas en solucién Tyrode normal.

Tabla E-XI

Acciones de ranitidina después de captopril 10 uM con
solucién Tyrode 0.90 mM de Ca++ en la preparacién hemidiafragma
de rata.

Contraccidn Tétanos PTT PTP (%)
control 100.0 100.0 193.2410.6 93.2+10.3
Cap 10 uM 96.8%7.9 103.5+13.3 204.3%12.9 111.0x12.7
Ran 20 uM 92.7%8.6 101.6+410.6 195.6%9.6%** 111.0+10.6***
Ran 40 uM 111.4%7.9 100.4+12.1 163.74£6.9%%% 46,926, Th**
Ran 60 uM 134.9%10.7 98.5410.8 163.7x8B.0*x**x 21 ,9+5 3Jx**

Ran 80 uM 127.3%11.5%* 95.8%8.1 161.9£8.6*** 27 1x5 1*%%x%*
Ran 100 uM 112.8%7.,8*** 096,.4%8.7 151.446,4%*%% 34,244 9**¥*
Ran 1 mM B9.9%10,4*** 95 BxB.7** 152.6%7.2***x 9,717 I*¥*
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Significacién estadistica y simbolos como en tabla E-III.

En medio hipocdlcico (0.9 mM) las acciones de captopril 10
uM previo a la CDR de ranitidina sobre las relaciones T'/T del
TOF era de disminucién. Con 20 uM de ranitidina después de
captopril 10 uM estas relaciones eran inferiores a la unidad
(tabla E-XII). Dosis superiores de ranitidina causaban aumento

de los valores del TOF, aungue descendidos en relacidén a
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captopril 10 uM -~ CDR de ranitidina en solucidn Tyrode normal y
ain mayor disminucién con relacidén a ranitidina sola en solucién
Tyrode normal. Los valores T'/T' del TOF de ranitidina después
de captopril 10 uM tenian valor préximo a la unidad por tener

poca variacidén en su altura contractil.

Tabla E-XII

Indices del tren de a cuatro (TOF) de ranitidina (20 uM-
1 mM) después de captopril 10 uM con solucién Tyrode 0.90 mM de
Ca++ en hemidiafragmas de rata.

Captopril Ranitidina
Relaciodn 10 uM 20 uyM 40 uyM 60 pM 80 uM 100 M 1 mM
control
T4/Ti=1.00
T'1/T1 0.95 0.94 1.12 1.34 1.25 1.14 0.92
T'2/T1 0.97 0.95 1.10 1.31 1.21 1.11 0.85
T'3/T1 0.97 0.95 1.05 1.27 1.18 1.08 0.79
T'4/T1 0.97 0.95 1.04 1.26 1.16 1.06 0.78
T'2/T'1 1.02 1.01 0.96 0.97 0.97 0.97 0.92
T'3/T'2 1.00 1.00 0.97 0.97 0.97 0.96 0.93
T'4/T'1 1.01 1.01 0.92 0.94 0.93 0.93 0.85
T'4/T'3 0.99 1.00 0.99 0.99 0.98 0.98 0.98
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Simbolos como en tabla E-II.
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4. INTERACCION DE CAPTOPRIL CON EL ANTICOLINESTERASICO

NEOSTIGMINA EN HEMIDIAFRAGMAS DE RATA INDIRECTAMENTE

ESTIMULADQS .~
4.1) Cyurva dosis-respuesta de neostigmina (0,1 yM ~ 10 uyM)
n ién T nor .

Bajas dosis de neostigmina como 0.01 uM no tenian efecto en
la contraccidén y el TOF, en cambio dosis mayores y préximas a
0.1 uM tenian un incremento contrdctil mdximo; con esta dosis
el comienzo del efecto era después de una latencia de
aproximadamente de 3.3 min, alcanzando el maximo de la amplitud
contrdctil de 276.0%+23.6 del control (p<0.001) en 9 min, Mayor
dosis de neostigmina, 1 uM tenia una accidén dual, primero un
breve incremento contractil adiccional de 8.2 % del control en
un minuto, seguido de un decremento similar que después era
menor y gradual, mds prolongado gque se hacia estable a los 8
min., alcanzando una altura de 232.6%12.1 % del control (p<0.01).
Mayor concentracién adiccional de neostigmina, 10 uM no solo no
incrementaba la amplitud contrdctil, sino que incluso descendia
con rapidez 1los primeros 10 min aprox. y después se hacia
lentamente, alcanzando una altura contractil a los 30 min. de
146.3+11.2 % del control (fig. F-1). Se producian contracciones
espontdneas de poca amplitud pero cuya frecuencia era paralelo
al incremento contrédctil causado por neostigmina; estas
comenzaban 7 min después de neostigmina 0.1 uM, era menores con
1 uM y desaparecian con 10 uM.

Aungque las relaciones del TOF tenian un decremento
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Fig. F-1.-Accién contrdctil de neostigmina socla (@) Y
después de captopril 10 gM (A} y 100 uM (W) sobre preparaciones
hemidiafragma de rata indirectamente estimuladas en solucién
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proporcional al incremento de la dosis, con neostigmina 0.1 uM
el mdximo incremento era con la relacidén T'1/T1 de 2.65 y la
menor relacién T'4/T'1 de 0.87, que disminuian respectivamente
a 2.03 y 0.48 con dosis de neostigmina de 1 uM. Coﬂ 10 uM de
neostigmina habia tendencia a disminuir e igualarse
progresivamente la altura de los cuatro latidos del TOF de forma
tiempo-dependiente (tabla F-I) alcanzando también respectivamente
los valores de 0.93 y 0.71, por el incremento despolarizante que

tiene en placa motora el exceso de necostigmina (Bowman, 1980a).

TABLA F-I

Indices del TOF por neostigmina en hemidiafragmas de rata
indirectamente estimulados con solucidn Tyrode normal.

neostigmina

Cociente 0.1 uM 1 pM 10 uM
Contrel

T4/T1=1.00

T'1/T1 2.65 2.03 0.93
T'2/T1 2.37 1.17 0.78
T'3/T1 2.33 1.02 0.71
T'4/T1 2.31 0.99 0.67
T'2/7T'1 0.89 0.57 0.83
T'3/T'2 0.98 0.87 0.90
T'4/7T'1 0.87 0.48 0.71
T'4/t'3 0.99 0.96 0.83
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T1~T2-T3~T4 eran alturas del TOF sin farmacos y
T'1-T'2-T'3-T'4 con farmacos. Los datos eran la media de n=é6
experimentos.
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4.2) Accion de neostigmina (0.1 uM, 1 uM v 10 uM) después

n Irm

Captopril 10 uM solo tenia un pequeifio efecto de disminucidn
de la contraccién, alcanzande una altura contriactil de 95.0+£12.3
% del control. La adiccidén posterior de neostigmina 0.1 uM,
después de 3.3 min de latencia causaba un incremento contréctil
mdximo a los 10 min. de 240.4%22.3 % del control (fig. F-1). El
madximo contractil permanecia estable unos minutos y después tenia
una lenta disminucidén de la contraccidén si no se adicionaban al
bafioc mds dosis de neostigmina. En cambio, 1 uM de neostigmina
después de captopril 10 uM causaba una disminucién de 1la
contraccidén a 190.0%20.4 % del control y en unos 8.2 min. se
estabilizaba, mientras que !0 uM de necostigmina después de
captopril 10 uM disminuia la amplitud contrédctil con rapidez los
primeros B min., alcanzando una amplitud contridctil a los 30 min.
de 92.7+10.4 % del control (p<0.01) que después se hacila también

estable o con muy lenta disminucidén (fig. F-1).

El efecto de la adiccidn previa de captopril 10 uM sobre las
relaciones del TOF de neostigmina 1 yM y 10 gM era de incremento,
mientras que con 0.1 gM habia un peguefio incremento o no variaban

en relacién con neostigmina sola {tabla F-II}.
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TABLA F-II

Indices del TOF por neostigmina 0.1 uM, 1 uMy 10 uM después
de captopril 10 uM en hemidiafragmas de rata indirectamente
estimulados en solucién Tyrode normal.

captopril neostigmina
Cociente 1¢ uM 0.1 uM 1 uM 10 uM
Control
T4/T1=1.00
T'i/7T1 0.93 2.7} 2.28 1.23
T'2/T1 0.93 2.42 1.74 1.12
T'3/T1 0.93 2.30 1.60 1.05
T'4/T1 0.93 2.25 1,53 1,02
T'2/T'1 1.00 0.89 0.76 0.90
T'3/T'2 1.00 0.95 0.91 0.94
T'4/T'1 1.00 0.83 0.67 0.82
T'4/T'3 1.00 0.97 0.95 0.96
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Los datos eran la media de n=6 experimentos. Simbolos como
en tabla F-I.

Aunque la contracciodn era afectada ligeramente por captopril

100 uM, con una disminucidén que alcanzaba al 92.1%11.0 % del
control, en cambio, causaba una disminucién de 1la accidn
contrdctil de neostigmina sola (fig. F-1). Asi, neostigmina 0.1
uM después de captopril tenia un comienzo de accidén transcurridos
3.7 min. de latencia, alcanzaba a los 18 min. el maximo
incremento contrdctil disminuia a 224.4%214.8 % del control
(p<0.05, fig. F-1); 1 uM de neostigmina causaba un pequefio y
breve incremento de la amplitud contrdctil durante 1 min.,

segquido de disminucidén, que era a los 11.3 min. de 172.0+12.8 %
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captopril (CP) 100 uM (B) en hemidiafragmas de rata
indirectamente estimulados con solucién Tyrode normal.



del control (p<0.05) y después se estabilizaba. La dosis
adicional de 10 uM de neostigmina tenia inicialmente una répida
disminucién de la contraccidn que después era mds lenta y a los
30 min. alcanzaba una altura contréctil de 81.6%9.6 % (p<0.01)
de la amplitud control.

Comparativamente con neostigmina sola, el efecto de la
adiccién previa de captopril 100 uM causaba una mayor disminucién
en los cocientes T'/T del TOF por necstigmina 0.1 gM en relacidn
con el TOF sin fédrmacos y en cambio mayor aumento con
neostigmina 1 uM, excepto la relacién T'l/T1 que disminuia. Las
alturas contractiles del TOF por neostigmina después de captopril
100 uM tenian escaso gradiente y por ello los valores se
aproximaban a la unidad (fig. F-2). La mayor relacién del TOF era
T'1/T1 de 1.94 con neostigmina 0.1 gM y la menor ratio T'4/T1 de

0.69 con 10 pgM de neostigmina (tabla F-III)

TABLA F-III

Indices del TOF de neostigmina 0.1 uM, 1 pgM y 10 uM después
de captopril 100 uM en hemidiafragmas de rata en medio nutricio
Tyrode.

captopril neostigmina

Cociente 100 uM 0.1 uM 1 uM 10 uM
Control

T4/T1=1.0

T'1/T1 0.88 1.94 1.69 0.78
T'2/T1 0.88 1.77 1.54 0.73
T'3/T1 0.88 1.74 1.43 0.71
T'4/T1 0.88 1.70 1.37 0.69
T'2/T'1 1.00 0.%90 0.90 0.94
T'3/T'2 1.00 0.98 0.93 0.%6
T'4/T'1 1.00 .87 0.80 0.88
T'4/T'3 1.00 0.97 0.95 0.97
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Los datos eran la media de n=6 experimentos. Simbolos como
en tabla F-II.
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4.4) Accion de neostigmina (0.1 yM, 1 yM v 10uM) después de
il lucién T hi lci ++

0.90 mM.

La altura contractil era escasamente afectada por captopril
10 uM en medio con calcio disminuido a 0.90 mM, ya que era de
97.1+14.2 % del control. Por otro lado, neostigmina 0.1 uM
después de captopril 10 uM tenia una latencia de 3 min.,
aumentaba la amplitud contrdctil hasta alcanzar un mdximo a los
18 min. de 215.0+14.8 % del control (p<0.01); 1 uM de
neostigmina tenia un incremento contractil adicional de 16.1 %
del control en 2.7 min., seguido de disminucidén contréactil méas
rdpida durante 17 min., y después de 8.6 min siguientes era
estable, alcanzando una altura de 136.2%12.7 % de la amplitud
control (p<0.001). Con 10 uM de neostigmina rapidamente disminuia
la contraccidén en los primeros 9 min., alcanzando una altura
contractil de 36.2+8.6 % del control (p<0.001) después de 30
min. de afadido al bafic (fig. F-3), gue era seguida de lenta
disminucidn y en un experimento la contraccidn desaparecia en 45
min.

Todas las relaciones T'/T' se acercaban a la unidad (tabla
F~IV) con dosis 0.1 uyM y 1 uM de neostigmina y eran de valor
unidad con 10 uM de neostigmina, ya que el gradiente y la

amplitud de los cuatro estimulos del TOF por neostigmina 0.1 uM
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Fig. F~3.- Accidén contractil de neostigmina en solucién
Tyrode normal (@) y después de captopril 10 uM  en solucién
Tyrode hipocdlcico, 0.9 mM (v) e hiperpotdsico, 5.4 mM (m) sobre
preparaciones hemidiafragma de rata indirectamente estimulados.
En barras verticales se muestran la mediat*s.e.m. de n=6
preparaciones. Significacidn: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<Q.001.



Yy 1 pM estaban poco wodificados (fig. F-4). Asimismo, con
relacidén a neostigmina sola en Tyrode normal la mayor
disminucién era lo¢s cocientes T'/T con neostigmina 0.1 uM y sobre

todo 10 uM.

TABLA F-1IV

Indices del TOF de neostigmina 0.1 uM, 1 uM y 10 uM
después de captopril 10 gM en hemidiafragmas de rata con solucidn
Tyrode hipocdlcica (0.9 mM de Ca++).

captopril neostigmina

Cociente 10 uM 0.1 uM 1 uM 10 uM
Control

T4/T1=1.00

T'1/T1 0.92 1.91 1.57 0.31
T'2/T1 0.92 1.85 1.51 0.31
T'3/T1 0.92 1,82 1.46 0.31
T'4/T1 0.92 1.80 1.43 0.31
T'2/T'1 1.00 0.99 0.96 1.00
T'3/T'2 1.00 0.98 0.96 1.00
T'4/T'1 1.00 0.94 0.91 1.00
T'4/T'3 1.00 0.99 0.97 1.00
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Los datos eran la media de n=6 experimentos. Simbolos como
en tabla F-II.

4.5) i n igmin =

En medio hiperpotdsico, captopril 10 uM tenia un ligero
incremento contractil, de 106.3%14.4 % del control. Neostigmina
después de captopril tenia menor incremento contréctil en
relacién con neostigmina sola en solucién Tyrode normal. El

comienzo del efecto comparativamente con neostigmina socla tenia
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una latencia que se incrementahba significativamente (p<0.05) con
neostigmina 0.1 gM después de captopril 10 M en Tyrode [K+]o
5.4 mM, de 3.3%0.18 min. en solucidén Tyrode normal a 5.2%0.23
min, La mdxima altura contrdctil (162.7%+11.8 % de la amplitud
control, p<0.001) era alcanzado después de 16.2 min. Con 1 uM
de neostigmina rdpidamente disminuia la contraccidén durante 3.3
min., y después de 7.5 min., alcanzaba una altura mantenida de
92.6+12.9 % (p<0.001) del control (fig. F-3). Neostigmina 10 uM
tenia disminucidédn contrdctil adig¢cional, con rapidez durante 2.5
min., y lentamente durante 18 min., haciéndose posteriormente
estable o con muy pequefla disminucién de la contraccién en
algunos experimentos; a los 30 wmin. la altura contractil

alcanzada era de 61.0%15.1 % del control (p<0.01).

TABLA F-V

Indices del TOF de neostigmina 0.1 uM, 1 gM y 10 pM después
de captopril 10 uM en hemidiafragmas de rata en soluciébn
hiperpotasica [K+]o 5.4 uM,

captopril neostigmina

Cociente 10 uM 0.1 uM 1 uM 10 uM
Control

T4/T1=1.0

T'1/T1 1.05 1.62 0.88 0.66
T'2/T1 1.07 1.51 0.79 0.64
T'3/T1 1.07 1.45 0.75 0.62
T'4/T1 1.07 1.42 0.74 0.62
T'2/T'1 1.01 0.92 0.90 0.96
T'3/T'2 1.00 0.96 0.94 0.97
T'4/T'1 1.01 0.87 0.84 0.94
T'4/T'3 1.00 0.97 0.98 0.99
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Los datos eran la media de n=6 experimentos. Simbolos como
en tabla F-II.

La altura y gradiente del TOF eran menores en medio
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Fig. F-4.- Accién sobre el TOF de neostigmina (N)
0.1 uM, 1 uM y 10 pM después de captopril (CP) 10 #M en
hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados con
solucién Tyrode hipoc&lcico (A) e hiperpotisico (B).



hiperpotdsico (fig. F-4). Con relacidn al TOF con neostigmina
sola en medio de Tyrode normal, disminuia el valor de 1los
cocientes T'/T del TOF con neostigmina 0.1 uM, 1 pgM y 10 uM
después de captopril 10 yM. En cambio, las relaciones T'/T‘ eran
de valor préximo a la wunidad y estaban incrementadas con
neostigmina (tabla F-V), por el estado de despolarizacidén causado
por el aumento de potasio en el medio nutricio. No obstante, la
evolucién del tren de a cuatro (TOF) en medio hiperpotdsico en
relacidén con neostigmina sola en solucién Tyrode normal, tenia
un incremento mayor con la relacién T'1/T1 de 1.62 con
neostigmina 0.1 uM después de captopril 10 uM y el decremento
mayor era con las ratios T'3/T1 y T'4/T1 de 0.62 con

neostigmina 10 uM.
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5) ACCION CONTRACTIL COMPARATIVA DE RANITIDINA Y NEOSTIGMINA

EN HEMIDIAFRAGMAS DE RATA AISLADOS.

A) Curva dosis respuesta de neostigmina (0.1 ugM - 10 uM).

Con dosis de neostigmina ©0.01 M e inferiores no habia
incremento contrdctil, mientras gue con 0.1 uM habia un
incremento contractil mdximo que era alcanzado en unos 9 min.,
de 265.3%19.8 % del control (p<0.001) estimulando el nervio
frénico y de 247.7%x22.1 % del control (p<0.001) con estimulo
directo, tras un periodo de latencia de 186.7+14.7 segundos.
Dosis superiores disminuian el efecto contractil. Asi, con
neostigmina 1 uM en 8 min. se alcanzaba una altura contractil
maxima respectivamente de 218.4%15.8 % de la amplitud control
(p<0.01} con estimulo indirecto y de 212.0+17.9 % del control
(p<0.01) con estimulo directo y con neostigmina 10 gM causaba a
los 30 min. un decremento contractil adiccional, gque era
respectivamente de 92.3%9.5 % del control y 90.249.2 % de 1la
amplitud control con estimulo indirecto y directo.

En la evolucidén de las relaciones del TOF (tabla G-IV) habia
una altura méxima de T'l con dosis 0.1 puM de neostigmina (tabla

G~1I) que disminuia de forma tiempo y dosis-dependiente. La
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relacién T'4/T'1 era de 0.70 con dosis 0.1 uM, de 0.53 con dosis
1 uM de neostigmina y con dosis 10 uM, inicialmente era de 0.78
V' se aproximaba al valor de la unidad, de forma tiempo
dependiente por el efecto desensibilizante del éxceso de

neostigmina (Bowman, 1980).

B) Accidén de ranitidina después de neostigmina.

En hemidiafragmas aislados de rata estimulando el nervio
frénico neostigmina 0.1 pgM en dfsis udnica producia un incremento
contractil maximo de 258.6%23.7 % del control (p<0.001) en 9
min., y la adicién posterior de ranitidina 100 pgM al bafio de
érganos, deprimia lentamente este valor un 25.5% en
aproximadamente 11 min. (tabla G-I), hasta alcanzar una altura
contractil de 232.8 +27.9 % del control (P<0.01).

El tren de a cuatro (TOF) presentaba con neostigmina 0.1
uM una relacidén T'4/T'1 de 0.83 y ranitidina 100 uM después no
lo modificaba, relacidén T'4/T'1l 0.84 (tabla G-IV)}. Ranitidina
también disminuia ligeramente la altura del TOF causada por
neostigmina (fig. G-1 y tabla G-II). El valor del tétanos de 50
Hz durante 5 seg. disminuia hasta alcanzar una altura contréctil
de 94.4%8.8 % del control con neostigmina 0.1 pgM y ranitidina
100 uM después producia una respuesta tetdnica précticamente
anulada (fig. G-2), con una altura contractil de 8.7£3.5 % del

control (p<0.001).
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C) Accidén de neostigmina después de ranitidina.

Cuando se invertia el orden de adicién al medio nutricio de
ranitidina y neostigmina, 1los efectos contractiles -eran
diferentes. Con ranitidina 100 uM el incremento contrdctil maximo
era en 4 min. de 165.3%15.3 % del control (p<0.01) vy
neostigmina 0.1 uM después producia una altura contréctil mayor,
de 181.0+%17.5 % del control (p<0.0l1l) en cerca de 26 min. (tabla

G-I).

TABLA G-I

Accioén de neostigmina 0.1 gM y de ranitidina 100 uM sobre
la tensidén contrdactil en el hemidiafragma de rata, con estimulo
indirecto en solucidén Tyrode normal [K+]o 2.7 mM e hiperpotéasico
[K+}o 8.1 mM.

Altura contractil Tyrode normal Tyrode hiperpotédsico
control 100.0 100.0
Ranitidina sola 165.3%+15,3*¥* 122.7+15.7
Neostigmina

depués de ranitidina 181.,0+17.5%%* 104.9%£13.8
Neostigmina

sola. 258.3123, 7% 119.3+10.9
Ranitidina

después de

neostigmina 232.8B+£27,9*¥% 84.1+13.3

e . L e D AL e S e - e e . B e ey B o g S . e o T i e SO Sl o LAl T —— {— —— —— —— A — — T — " T — T, W " v —

Todos los datos eran la media + e.s.m. de n= & exptos.
Significacion: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Con ranitidina 100 uM la relacidén T'4/T'1l era de 0.79, la

mds baja de todos los TOF de Tyrode normal (figG-1} y la adiciédn
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Fig. G-1.-Registros del TOF control (C),
ranitidina (R) 100 uM y neostigmina (N) 0.1
#M en hemidiafragmas de rata indirectamente
estimulados con Tyrode normal, segin el
orden de adiccién al medio nutr1c1o
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Fig. G-2.—-Evolucidn del tétanos segun el orden de adicciédn
al medio con Tyrode normal de ranitidina (R} 100 uM y neostigmina

(N) 0.1 uM en relacidén al control (C), en hemidiafragmas de rata
indirectamente estimulados. Calibracidn 6 s. y 2 ¢.




posterior de neostigmina 0.1 uM lo incrementaba a 0.84 (tabla G-
IV). La altura contrdctil del TOF con ranitidina 100 uM era cerca
del 50% menor que con neostigmina 0.1 pgM y la adiccién de
neostigmina despues de ranitidina incrementaba el valér del TOF
de ranitidina sola (tabla G-II). El tétanos con ranitidina 100
uM tenia una altura de 108.5+6.0 % del control, mientras que
neostigmina 0.1 uM después disminuia este valor hasta 87.8%6.2

% del control (fig. G-2).

D) Accién contractil comparativa de ranitidina vy

neostigmina.

Ranitidina en dosis dnica (100 uM) causaba un incremento
contrdctil instantdnec¢, que era maximo en unos 4 min., de
165.3+15.3 % del control (p<0.01) y 162.5*16.9 % del control
(p<0.01) respectivamente con estimulo indirecto y directo.
Ranitidina a dosis <10 uM no causaba incremento de 1la
contracciédn. Paralelamente neostigmina a dosis <0.01 M no
incrementaba la contraccion en el hemidiafragma de rata, pero
a concentracion 0.1 gM tras una latencia de 3.2 min, causaba un
incremento contrdactil mdximo en unos 9 min., de 258.3%23.7 % del
control (p<0.0 1) y 247.7+22.1 % de la amplitud control (p<0.01)
respectivamente con estimulo indirecto y directo. Dosis de
neostigmina >0.1 uM causaban disminucidén de la contracién. Se
intentd obtener menor efecto con menores dosis, siendo imposible
por: a) la larga latencia; b) respuesta similar al todo o nada,

es decir con dosis por debajo de 0.1 pM habia unas veces si y
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otras no respuesta méxima y ¢) desglosando 0.01 uM 6 0.1 uM en
subdosis acumulativas no fué posible obtener curva dosis
respuesta. Ranitidina a dosis altas como 1 mM no alcanzaba el
incremento contrdctil mdximo de neostigmina, aunque la morfologia
de los efectos era superponible. Por otro lado, cuando la
duracién de los estimulos en vez de 0.2 ms (todo este trabajo)
era 2 ms., en la CDR de ranitidina habia también efectos

depresores a dosis altas de 1 mM.

TABLA G-II

Altura contrédctil del TOF (T1,T2,T3 y T4) por neostigmina
(Neos.) y ranitidina (Ran.)} en hemidiafragmas de rata indi-
rectamente estimulados con solucidén Tyrode normal. Todos los
valores representan el % de la media y el error estandar de la
media (xte.s.m.) de n=6 exptos.

Altura contractil T1 T2 T3 T4

Control T4=100 100.0 100.0 100.0 100.0
Neos. 0.1 uM 267.0%17.4*% 239 .8+16.9** 228.5+16.6%* 223.2+9 . 5**

Ran. 100 uM
después de 254.7£17.7%* 230.3+14.,4*%% 219.0+16.1%% 215.4+10,8%**
neos. 0.1 uM

Ran, 100 uM 146.2+8.9** 128.2+6.7* 120.6%8.5 116.5%5.3

Neos. 0.1 uM
después de 151.8+6.8** 133.4+4.7% 129.616.5* 128.5%5.4%*
ran. 100 uM

Todos los datos eran la media £ e.s.m. de n= 6 exptos.
Significacidén: * p<0.05; ** p<0.01
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5.2) e ranitidi n igmin n_hemidiafr

A) Accidn de ranitidina después de neostigmina.

El incremento de [K+]Jo de 2.7 mM a 8.1 mM en la solucidn
Tyrode, causaba un ligero aumento de la contraccidn al estimulo
indirecto. Neostigmina 0.1 yM tenia un periodo de latencia, de
unos 3.3 min., seguido de un incremento contrdctil rapido, de
119.3£10.9 % del control, en 2.5 min. y después habia una
disminucidén suave y prolongada, que era a los 10 min. de una
altura contrdctil de 106.4%+3.4 % del control. Ranitidina 100 uM
después de neostigmina 0.1 uM producia una pequeila y lenta
disminucién de la altura contrdctil, que era aproximadamente
a los 14 min. de 94.1+13.3 % del control (tabla G-I).

La evolucidén del TOF (fig. G-3) presentaba tipicamente una
disminucién de T'2 mayor gque T'3 tanto en presencia de
neostigmina 0.1 uM sola como de ranitidina 100 uM despues de
neostigmina 0.1 uM y las relaciones respectivas de T'3/T'2 en vez
de ser menor de la unidad como en Tyrode normal era mayor. El
menor valor contrdctil de ambos fédrmacos se producia con T'2 de
ranitidina 100 uM despues de neostigmina 0.1 M y el mayor valor
era de T'l de neostigmina 0.1 uM sola. Los valores del TOF
tenian escasa variacién en presencia de uno o ambos fdrmacos en
este orden de adicidn (tabla G-III). Asi con neostigmina 0.1 uM
la relacidén T'3/T'2 era 1.10, mayor que con la adicidn posterior

de ranitidina 100 uM (con relacidén de 1.01), que diferian de las
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relaciones similares del TOF en Tyrode normal, siempre inferiores

a la unidad (tabla G-IV). El tétanos de 50 Hz durante 5 segundos

TABLA G-I1II1

Altura contrdctil del TOF (T1,T2,T3 y T4) por neostigmina
y ranitidina en hemidiafragma de rata con solucidén Tyrode
hiperpotdsica [Kt]o 8.1 mM.

Altura contractil T1 T2 T3 T4
Control T4=100 % 100.0 100.0 100.0 100.0
Neos. 0.1 uM 891.0+8.5 80.3x12.1 88.9+10.0 88.9+10.0

Ran. 100 uM
después de 80.3+8.5 77.1+11.0 78.5+10.3 77.8+11.2
Neos. 0.1 uM

Ran. 100 uM 109.8+19.3 113.1+£21.6 111.8+21.3 110.1+21.2

Neos. 0.1 uM
después de 101.3+23.6 97.0x24.5 101.6%24.2 102.2%24.5
Ran. 100 uM

Todos los valores representan el % de la media y el error
estdndar de la media (xte.s.m.) de n=6 exptos.

decrecia con necostigmina 0.1 gM, alcanzando una altura contractil
de 73.0+6.4 % del control (p<0.05) y prdcticamente se anulaba con
la adicidn posterior al bafic nutricio de ranitidina 100 uM, con
una altura contractil de 3.0%0.2 % del control (p<0.001) (fig.

G-4).

B) Accidn de neostigmina después de ranitidina en solucidn

Tyrode hiperpotdsica, [K+]o 8.1 mM.

Ranitidina 100 uM en 1la preparacidén frénico-diafragma

indirectamente estimulada tenia un incremento contractil
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Fig. G-3.-Registros tipicos del TOF en
diafragmas de rata . indirectamnente
estimulados con solucidn Tyrode hiperpotésico
[R+]o 8.1 mM, adiccionando en A neostigmina
(N) 0.1 uM y después ranitidina (R} 100 uM y
en B en orden inverso.
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Fig. G-4.-Evolucién del tétanos control (C) en
hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados con solucidn
Tyrode con K+ 8.1 mM, segun el orden de adiccién al medio de

ranitidina (R) 100 gM y neostigmina 0.1 pgM. Calibracidén 6 s. Yy
2 g.



bifdsico, que era en cerca de 1 min. de 122.7+15.7 % del control,
con descenso posterior, alcanzando una altura la contraccidén de
108.7+6.3% del control en unos 10 min. Con neostigmina 0.1 uM
después de ranitidina habia también un pequeﬁb decenso
contréctil adiccional, que era a los 15 min. de 104.9%13.8 % del

control (tabla G-I) .

Si se compara la accidén contrdctil de ranitidina vy
neostigmina en medio hiperpotésico (Tabla G-I), se deduce que
ambos farmacos la tienen muy amortiguada, si bien ranitidina

tenia un incremento contractil mayor que neostigmina.

TABLA G-IV

Indices del tren de a cuatro (TOF) en solucién Tyrode normal
e hiperpotdsica [K+]o 8.1 mM, en presencia de neostigmina (N) 0.1
#M y/0o ranitidina (R) 100 pgM. RN ranitidina después de
neostigmina. NR neostigmina después de ranitidina. T1, T2, T3 ¥y
T4 son valores del TOF sin fdrmacos y T'1, T'2, T'3 y T'4 en
presencia de farmacos.

Tyrode normal Tyrode hiperpotdsico
Relaciédn N RN R NR N RN R NR
T4/T1 control 1,00 1.00 1.00 1.00 1.00 1,00 1.00 1.00
T'1/T1 2,67 2.54 1.46 1.51 0.91 ¢©.80 1.09 1.01
T'2/T1 2.39 2.30 1.28 1.33 0.80 0.77 1.13 0.97
T'3/T1 2.28 2.19 1.20 1.29 0.88 0.78 1.11 1.08
T'4/T1 2.23 2.15 1.16 1.28 0.B8 0.77 1.10 1.02
T'2/T'1 .89 0.90 0.87 0.87 .B8 0.96 1.03 0.85

T'4/T'1 .83 0.84 0.79 0.84 .97 0.%6 1.00 1.00
T'4/T'3 .97 0.98 0.96 0.99 .00 0.99 0.98 1.00
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0 0

T'3/T'2 0.95 0.95 0.94 0.97 1,10 1.01 0.98 1.04
0 0
C 1

N6étese que en medio hiperpotdsico las relaciones del TOF se
acercan a la unidad.

Ranitidina 100 uM scola, a diferencia de neostigmina 0.1 uM
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sola, producia en las relaciones del TOF un incremento contrdctil
maximo en T'2 {fig. G-3) y el decremento médximo era también de
T'2 en presencia de neostigmina 0.1 uM después de ranitidina 100
pM (tabla G-III). Las relaciones del TOF eran mayores o iguales
a la unidad, excepto T'3/T'2 y T'4/T'3 de ranitidina sola, asi
como T'2/T'1l y T'2/T1 de neostigmina después de ranitidina (tabla
G-IV). El valor del tétanos no variaba o lo hacia tenuamente,
tanto en presencia de ranitidina 100 uM como en presencia de la
adicién posterior de neostigmina 0.1 uM, que era respectivamente

de 101.6+7.3 % del control y 90.5+5.6 % del control (fig. G-4).
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6. ACCION CONTRACTIL ANTICURARE COMPARATIVA DE RANITIDINA

Y NEOSTIGMINA FRENTE A ATRACURIO.

6.A) Hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados en

solucidén Tyrode normal.-

6.A.1) Accidén de atracurio sclo.-

Después de 15 min atracurio 8 uM disminuia la contraccién
por estimulo indirecto a 62.1*6.6 % de la amplitud control
(P<0.0S) n=6, (tabla H-I). Como se muestra en fig. H-1,
atracurio a esta concentracidén disminuia la contraccién
significativamente (tabla H-II) de forma dosis y tiempo-

dependiente.

TABLA H-I

Altura contrdctil maxima y tétanos de ranitidina (R) 100 pM,
neostigmina (N) 0.1 uM seguin el orden de administracidén al bailo,
después de atracurio (A) 8 uM a los 15 min., en hemidiafragmas
de rata indirectamente estimulados, en solucién Tyrode normal.

contraccién tétanos
Altura g. tensidn % g. tensidn %
Control 1.96+0.22 100.0 3.94+0.19 100.0
A 1.22+0.24 62.1+6.6* 0.00£0.00*** (Q,0%£0.0***
AR 1.47+0.34 72.9+9.6 0.1230.04%%x*%x 3 020, 7*%*x
ARN 1.53+£06.30 75.08.9 0.3820.11*%%*% 09 _gtl, Frkrx
AN 1.73+0.33 B8.3%9.5 0.1720.02%%% 4 3+0,4%%%
ANR 2.49x0.38 127.2+411.4 0.27+£0,04*%* g BFD.o***

- -_— e b e ey L e o . T i Y T Tt oy Srur e

A=atracurio solo; AR=ranitidina después de atracurio; ARN=
Atracurio seguido de ranitidina y después neostigmina; AN=
neostigmina después de atracurio; ANR atracurio seguido de
neostigmina y después ranitidina. Los datos eran la media*e.s.m.
de n=6 exptos. Significacidén: * P<0.05; ** P<0.01; *** p<0.001.
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Fig. H-1.-Registros del TOF de atra-
crurio 8 uM (A), seguido de neostigmina 0.1
pM (N) y ranitidina 100 uM (R}, segin el
orden de adiccidn al liquido nutricio Tyrode
normal, en hemidiafragmas de rata indirec-
tamente estimulados.



Las relaciones del TOF eran de tendencia a disminuir (fig.
H-1) también de forma dosis y tiempo-dependiente. Asimismo,
después de 15 min. de la adiccidén de atracurio al bafio la "ratio"
T'4/T1 de 0.18 era la mas sensible a la curarizacidén y la menos

sensible era T'4/T'3 de 0.98 (tabla H-III).

TABLA H-II

Altura contractil del tren de a cuatro (TOF) de atracurio
8 pM a los 15 min, seguido de ranitidina 100 uM, y neostigmina
0.1 uM en el hemidiafragma de rata con estimulo indirecto en
solucién Tyrode normal.

Altura contractil T1 T2 T3 T4
Control T4=100.0  100.0  100.0 100.0 100.0

A 55.926.8*% 29.04£3.1%%%20,4+3,5%*%x18,3+3,6%*x*
AR 75.5%9.7 63.9%8.3%* 55.9%+6.9* 52,549 0%*
ARN 76.7£9.2 68.524.7%* 63.6%3.5% 61.4%4.4*
AN 87.9+11.5 75.2%x12.5 70.7+12.4 69.4£11.5
ANR 121.3+16.7 84,1%14.9 75.2+12.9 72.9%9.6
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Simbolos como en tabla H-I., Los datos eran la mediaze.s.m.
de n=6 exptos. Significacidén: *P<0.05; **P<0.001; ***P<0.001.

La estimulacién indirecta a 50 Hz durante 5 seg. causaba
anulacién del tétanos,muy significativa (P<0.001), (tabla H-I)

y en su lugar habia una contraccidén fugaz, mostrada en figs. H-2
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Fig. H-2.-Evolucién del tétanos de atracrurio 8 uM (A),
seguido de neostigmina 0.1 gM (N) y ranitidina 100 uM (R), segun
el orden de adiccidn al ligquido nutricico Tyrode normal en
hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados. Calibracién 6

s. ¥y 2 g.



6.A.2) Acciédn anticurare de ranitidina después de

neostigmina.-

Atracurio después de 15 minutos de su adicidén al medio
nutricio causaba una disminucidén de altura contrdctil de 62.116.6
% del control (p<0.05). Neostigmina 0.1 uM después de atracurio
causaba un progresivo incremento de la contraccién hasta 88.3%9.5
% de la amplitud control en 11.6 min. aprox. que era seguido de
un incremento contrdctil adiccional hasta 127.2411.4 % del
control con la adiccidédn posterior al liguido nutricio de
ranitidina 100 uM. El incremento contrdctil por ranitidina era
también instantanec tras su adicidén al bafio y el maximo efecto

se presentaba en 4 min.

Tabla H-TIII

Indices comparativos del tren de acuatro (TOF) de atracurio
(A) 8 uM solo a los 15 min., seguide de ranitidina 100 M, y
neostigmina 0.1 uM en el hemidiafragma de rata con estimulo
indirecto en solucidén Tyrode normal.

Relacién A AN ANR AR ARN
T4/T1 control 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
T'1/T1 0.56 0.88 1.21 0.75 0.77
T'2/T1 0.29 0.75 0.84 0.64 0.68
T'3/T1 0.20 0.71 0.75 0.56 0.64
T'4/T1 0.18 0.69 0.73 0.52 0.61
T'2/T'1 0.51 0.85 0.69 0.84 0.89
T'3/T'2 0.70 0.94 0.89 0.87 0.92
T '4/T*1 0.32 0.78 0.60 0.69 0.80
T'4/T'3 0.89 0.98 0.9%6 0.93 0.96

! T e S S ey B e e R ke e o L e e P o e . M e . B e T Ul i T e R . . ! S e T S i S S L e ! . e ot - B e . S il o

Simbolos como en tabla H-I.
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Neostigmina y ranitidina incrementaban la altura de las
contracciones del TOF (fig. H-1 y tabla H-II). Con neostigmina
0.1 uM la relacién T'4/T'1 era 0.78, en contraste con la adicién
posterior de ranitidina 100 uM que la disminuia a 0.60 (tabla H-
ITTI). Un ejemplo de 1las respuestas del TOF en presencia de
atracurio seqguido de neostigmina y después ranitidina se muestran
en fig. H-1. Con este orden la accidén anticurdrica era de gran
potenciacidén, mostrado en la mayor altura del TOF y en su
gradiente contrédctil.

La anulacidn del tétanos por atracurio 8 uM se incrementaba
poco por neostigmina 0.1 uM e igualmente con ranitidina después

de neostigmina (fig H-2 y tabla H-I).

6.A.3) Accidn anticurare de neostigmina después de

ranitidina.~

Neostigmina después de ranitidina no tenian una
significativa potenciacién contrdctil anticuréarica. Asi,
atracurio 8 uM a los 15 min. disminuia la contraccién a 58.2+7.1
% del control (p<0.05) y ranitidina 100 uM lo incrementaba a
72.9+9.6 % del control en unos 4 min. Neostigmina 0.1 uM después
de ranitidina 100 uM causaba en alrededor de unos 7 min. un
pequefioc incremento contr&ctil adicional hasta 75.0+8.9 % del
control (tabla H-I).

El incremento de los estimulos del TOF (fig. H-3) era en
este orden T'4>T'3>T'2>T'1l (tabla II); la menor relacidén era

T'4/T'1 de 0.69 con ranitidina 100 pgM después de atracurio y con
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neostigmina 0.1 uM después de ranitidina se incrementaba a 0.80

(tabla H~III).

El tétanos deprimido por atracurio tenia un pequeilo
incremento tanto por ranitidina sola como con neostigmina después

de ranitidina (fig. H-2 y tabla H-I)

6.B) Hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados en

solucidédn Tyrode hiperpotdsica, (K+ 8.1 mM).-

6.B.1) Accidn de atracuric solo.

Después de 15 min. de la adiccién al ligquido nutricio de
atracurio 8 pM, la contraccidén por estimulo indirecto disminuia
a 79.3x5.4 % del control de forma tiempo dependiente.

Las relaciones del TOF también disminuian de forma tiempo-
dependiente con atracurio, siendo 1la mds sensible a 1la
curarizacidén T'4/T1 de 0.45 y la menos sensible T'4/T'3 de 0.99
(tabla H-III).

La estimulacién repetitiva a 50 Hz durante 5 seg. causaba
una una significativa (p<0.001) anulacidn del tétanos (tabla H-I)

y en su lugar aparecia una contracciédn fugaz (figs H-4).

6.B.2) Accidn anticurare de ranitidina después de

neostigmina.

Neostigmina 0.1 puM adiccionada al bafio nutricio después del
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efecto de atracurio 8 uM inmediatamente incrementaba 1la

contraccidén hasta un mdximo de 96.727.2 % del control en aprox.
12 min. Ranitidina 100 uM después de neostigmina disminuvia 1la
altura contrdctil a 89.1+9.7 % del control (tabla H-I) despues

de 4 min.

TABLA H-IV

Altura contrédctil méxima y tétanos de ranitidina (R) 100 gM,
y neostigmina (N) 0.1 uM después de atracurio (A) 8 uM, segun
el orden de administracidén al bafio, en hemidiafragmas de rata
indirectamente estimulados, en solucidédn Tyrode hiperpotésica.

contracciodn tétanos

Altura = = =  s—emmemmmemmemmermmer | e
contractil g. tensidn % g. tensidn %
Control 1.84%0.11 100.0 4.10x0.09 100.0
A 1.46%0.,10* 79.3£5.4%* 0.00+£0.00*** (0,0+0,0%*%*
AR 1.80+0.14 98.3%8.6 0.00£0.00%**x (. 0x0,0**~*
ARN 1.81+0.17 98.2%9.0 0.00£0.,00%%x*x {§ 0x0.0%x*%x*
AN 1.78+0.18 96.7+9.7 0.35£0,11%**x B 511 7**x
ANR 1.64%0.25 89.1+3.8 0.58+£0.15%%% 14 112, 3**x%x

Simbolos como en tabla H-I, Todos 1los datos eran la

mediate.s.m. de n=6 exptos. Significacidn: * P<0.05; ** P<0.01;
**k* p<0,001.

Tanto neostigmina como ranitidina incrementaban todas las
relaciones del TOF, que eran con T'4/T'1 respectivamente de 0.91
y 0.92 (tabla H-III). Un ejemplo de las respuestas macanicas del
TOF en presencia de neostigmina y después ranitidina en su accidn
anticurdrica se muestran en

fig. H-3.
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Fig. H-4.-Evolucidén del tétanos de atracrurio 8 uM (A),
seguido de neostigmina 0.1 pM (N) y ranitidina 100 pM (R), segin
el orden de adiccidn al liquido nutricio Tyrode con K+ 8.1 mM, en
hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados. Calibracidn 6

s. ¥ 2 g.



TABLA H-V

Altura contrdctil del tren de a cuatro (TOF) de atracurio
8 uM a los 15 min, seguido de ranitidina 100 gM, y neostigmina

0.1 uM en el hemidiafragma de rata con estimulo indirecto en
solucidén Tyrode hiperpotasica.

Altura contréctil T1 T2 T3 T4
Control

T4=100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

A 78.5+7,3*% 54.,9%5.4%%% 46,045,4%** 45 B+5, 4**x*
AR 71.8%7,2%*% 52 ,2%7 , 2%%% 43 246, 1%%* 40,815, 1*%**
ARN 71.126.1%* 54 945 B*** 47 _015.1*%** 44, 314, ,4%**
AN 92.4%7.5 86.9+7.0 84.2+6.8 84.216.8
ANR 84.0%£10.7 79.8%9.1 77.7%8.1 78.0+8.6

————— - ——— — ——— T — " — - T — T —— A T —— T Ty S T —— g (T — e - ——— "

Simbolos como en tabla H-I. Todos 1los datos eran la

mediate.s.m. de n=6 exptos. Significacién: *P<0.05; =**P<0.001;
**x*P<(,001.

El tétanos anulado por atracurio, se recuperaba y era
incrementado por neostigmina y ain mds por la adicciodén posterior
de ranitidina hasta alcanzar un 14.1+2.3 % del control, altura

no alcanzada en solucién Tyrode normal (Tabla H-IV}.

6.B.3) Accidén anticurare de neostigmina después de

ranitidina.-

En la depresidén contrdctil por atracurio en solucion Tyrode
hiperpotdsica, no se producia potenciacidén anticurdrica por
neostigmina y ranitidian en la contraccidn por estimulo indirecto

al nervio frénico (tabla H-I), asi la altura contractil de
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atracurio a los 15 min era de 79.3%5.4 % del control y el

incremento contridctil con ranitidina era de 98.3%8.6 % del

Tabla H-VI

Indices comparativos del tren de a cuatro (TOF) de atracurio
(A) 8 uM solo a los 15 min., seguido de ranitidina 100 uM, y
neostigmina 0.1 uM en el hemidiafragma de rata con estimulo
indirecto en scolucidn Tyrode hiperpotédsica.

Relacién A AN ANR AR ARN
T4/T1 control 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
T'1/T1 0.78 0.92 0.84 0.71 0.71
T'2/T1 0.54 0.86 0.79 0.52 0.54
T'3/T1 0.46 0.84 0.77 0.43 0.47
T'4/T1 Q.45 0.84 .78 0.40 0.44
T'2/T'1 0.69 0.94 0.95 0.79 0.77
T'3/T'2 0.83 Q.96 Q.97 0.82 0.85
T'4/T'1 0.58 0.91 0.92 0.56 0.62
0.94

T'4/T'3 0.99 1,00 1.00 0.94

-— ———— ——— ——— ——— " ——— . T —— ————? T —— = ——— i ——— " ———

Simbolos como en tabla H-I.

control a los 4.5 min. aprox. y con neostigmina 0.1 uM después
de ranitidina la altura contrdctil era de 98.2+9.0 % del control,
practicamente inalterada.

Aunque la relacién T'4/T'1 del TOF es la que mejor indica
reversioén de la curarizacién y pasaba de 0.56 con ranitidina sola
a 0.64 con neostigmina después de ranitidina, indicando mayor
reversién (tabla H-III). El1 tétanos anulado por atracurio
evolucionaba con recuperacién de 3.0+0.7 % de altura contractil
con ranitidina y 9.6*1.7 % del control con neostigmina después

de ranitidina (tabla H-I}).
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IV. DISCUSION, -

En la interaccidén de las variaciones iénicas con la accién
contrdctil de ranitidina en placa motora de rata se cobservaba que
el incremento del [K+]o de 2.7 mM a 5.4 mM disminuia el Emax de
ranitidina y no habia incremento contractil en preparaciones
despolarizadas por 8.1 mM de [K+]o. En estas circunstancias se
incrementa la frecuencia del m.e.p.p. y se despolariza el
potencial de membrana del misculo (Asai and col., 1.982). De esta
manera ranitidina ejercia un pequefio efecto de incremento
contridctil, acorde con el nuevo estado de despolarizacidn-
repolarizacidén muscular. No estd claro c6mo se produce el proceso
de acoplamiento excitacidn-contraccidén y el menor acortamiento
de las proteinas contrdctiles en la contraccién causada por
ranitidina aumentando {[{K+]Jo. La liberacidén de Ca++ del SR del
misculo estriado se inactiva por despolarizacidén de la membrana
por K+ o fijacidén de voltaje (Bowman, 1.980) al igual que en
misculo cardiaco (Beeler and Reuter, 1.970}.

Disminuyendo a la mitad y a un cuarto la [Ca++]o del medio
nutricio normal, el incremento contrdctil mdximo de ranitidina
se deprimia proporcionalmente. También el Emax de ranitidina se
deprimia aumentando al doble la concentracidén de [Ca++]. Esta
accidédn Ca++-dependiente sugiere gque se aumenta la entrada de
Ca++ dentro del misculo y/0 nervio, ya que llevan un curso
paralelo el decremento de [Ca++]o y la disminucidn de la fuerza
contrdctil de ranitidina por los estimulos directo e indirecto.
Por ello cabe que ranitidina tenga un efecto mixto, a nivel de

misculo y a nivel de nervio, incrementando Ca++ 1libre vy
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favoreciendo tanto el proceso contrdctil muscular como la
liberacidén de acetilcolina. Los inhibidores de canales de Ca++
También inhibian el efecto contrédctil de ranitidina tanto con
estimulo directo como con estimulo indirecto, por posible
movilizacién del Ca++ en placa motora producido por ranitidina
gue favoreceria su efecto contrdctil]). Por otra parte, otros
antihistaminicos H2 como c¢imetidina y metiamida incrementan el
influx de Ca++ en misculo cardiaco (Sawamura and col. 1.985) como
resultado del incremento de AMP-c intracelular. Aunque 1la
liberacidén de Ca++ del SR puede ser inducida también por
compuestos con grupo reactivo SH (Martonosi, 1.984), se desconoce
si este es el caso de ranitidina, gque también lo posee.

El incremento contrdctil de ranitidina se deprimia conforme
se aumentaba [Mg++]o de 0 mM a 6 mM y a 12mM. En el diafragma de
rata, in vitro, el contenido cuantal de epp's era incrementado
elevando [Ca++]o y disminuido aumentandoc [Mg++]o (Hubbard and
col. 1968). No estd claro la ausencia de contraccidédn de
ranitidina a dosis bajas seguida de disminucidén contractil a
dosis mayores de 10-4M cuando se inhibia la neurotransmisidén a
nivel presindptico con alto [Mg++]Jo y bajo [Ca++]o.

Por ello, el efecto contrdctil de ranitidina en placa motora
puede ser multifactorial. Este fdrmaco inhibe pseudocolinesterasa
y mds potentemente acetilcolinesterasa (Hansen and Bertl, 1983),
de ahi que un efecto similar a prostigmina podria justificar
algunos efectos gqgue vemos en este trabajo. No obstante,
ranitidina en nuestra preparacidén actia instantanecamente,
mientras que neostigmina presenta siempre una latencia. El efecto

nicotinico estimulante en placa motora de ranitidina ha sido
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explicado en base a la analogia estructural que presenta con el
compuesto metilfurtretonio, de efectos colinérgicos (Re and col.,
1983). A su vez, estos compuestos tienen en comin el grupo
dimetilaminometil-furano-metil, estructuralmente similar a
acetilcolina, gue posibilitarian el que ranitidina se uniera a
los mismos sitios: receptor nicotinico y enzima colinesterasa,
teniendo en cuenta también que el nitrdgeno terciario de
ranitidina se puede cuaternizar a pH fisioldégico. No obstante,
ranitidina no sélo no sustituye a Ach como agonista nicotinico
en el hemidiafragma de rata cuando se inhibe a nivel presindptico
la liberacién de Ach con el medio bajo en Ca++ y alto en Mg++,
sino que incluso deprime la contraccidén. Es por tanto posible el
que sea preponderante la inhibicién de colinesterasa.

Estos hechos entran en conflicto con otros resultados
opuestos aparentemente, ya que ranitidina en la preparacioén
misculo sartorio-nervio cidtico de rana disminuye la frecuencia
del contenido cuantal y amplitud de m.e.p.p. ¥ e.p.p. (Re and
Rossini, 1.984) debido a un bloqueoc pre y postsindptico causado
por este fdrmaco. Esta observacidén es debida a que los efectos
colinérgicos de ranitidina no son ubicuos (Re and col 1.983),
presentando incluso efectos anticolinérgicos, dependiendo del
tejido y especie. En resumen, ranitidina tiene un efecto
contrdctil en misculo estriado, pero se precisan otros estudios
para conocer su mecanismo de accidn y el grado de interacecidn con
otros efectos hipotéticos o ya conocidos como son: el aumento de
Ca++ 1libre por disminucidén del Ca++-bound, aumento de la
liberacién de acetilcolina, efecto agonista nicotinico muscular

directo e inhibicién de colinesterasa.
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E]l principal efecto de los fdrmacos calcio-antagonistas en
placa motora es la depresidn contrdctil por mecanismos pre y
postsinadticos (Publicober and Duncan, 1979). En placa motora se
han identificado receptores para estos fdrmacos (Refnolds and
cel.,1983; Fosset and col., 1983). Verapamil causa efectos
neurcmusculares, principalmente blogueo contrdctil en la rana
{Kraynack and col., 1983), aunque en otras preparaciones como
hemidiafragma de rata, carece de efecto para algunos autores
{Bikhazi and col., 1982), debido a la falta de accidén contractil
manifiesta a bajas dosis. En esta tesis se ensayd verapamil para
conocer cémo modificaba la respuesta del antihistaminico  H2
ranitidina. Se observd una significativa disminucidén contractil
del efecto mdximo de ranitidina por verapamil de tipo no
competitivo y dosis dependiente como sigue: con 10-6 M de
verapamil era cerca del 20 %; con 10-5 cerca del 40 % y con 10-4
aproximadamente el 90 $. Estos valores demuestran una interaccién
importante en placa motora de rata. También con dosis 10-4 M de
verapamil habia un efecto facilitador contractil de ranitidina,
ya gque aumentaba muy precozmente la altura de las contracciones
iniciales de ranitidina, de tal manera que si se hiciese una
valoracidén con los controles latido a latido, los primeros 20-30
latidos por dosis 20 uM de ranitidina tenian un significativo
incremento cuando se afiadia previamente verapamil al liquido
nutricio. No tiene explicacidén féacil este notorio efecto
facilitador contractil, salve una accién de tipo aminopiridina
0o calcio~ionéforo en misculo. Verapamil solo, no tenia un accidn
contrdtil manifiesta en esta preparacién, de ahi gque muchos

autores publican que carece de efectos a este nivel.
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En nuestros resultados diltiazem tenia un efecto depresor
contrdctil mds regular y menos potente gque verapamil en su
interaccién con ranitidina, sobre todo a dosis altas. La
depresidn contractil por diltiazen era en este orden: 10-4 M >
10-5 M >10-6 M con una disminucidédn contractil respectivamente de
48 %, 38 % y 22 % del control. Hay muchas publicaciones sobre el
efecto de potenciacién del blogueo neuromuscular por calcio-
antagonistas como verapamil y diltiazem por otros farmacos. El
hecho de que verapamil tenga mayor efecto depresor neurcmuscular
gque diltiazem puede ser debido a otros efectos de ambos como la
accién anestésica local (Hay and Wadsworth, 1982) pero con un
mayor efecto de este tipo con verapammil. Es también importante
el efecto de incremento contractil progresivo de los cuatro
estimulos del TOF por verapamil 10-4 M sclo, causando relaciones
T'/T'>1, igual gue acontece con las aminopiridinas. La curva
dosis-respuesta de ranitidina después de verapamil o diltiazem
siempre causaba un decremento progresivo de las alturas del TOF.
Con verapamil 10-4 M también la altura de los cuatro latidos del
TOF disminuian proporcionalmente con dosis acumulativas de
ranitidina hasta desparecer el TOF con dosis 1 mM de ranitidina.
Diltiazem también causaba disminucidédn de los cuatro estimulos
acoplados del TOF perc no habia el efecto depresor tan intenso
como con 10~-4 M de verapamil a igual dosis. De nuestros
resultados se deduce gque verapamil tiene efecto depresor
neuromuscular mayor gque diltiazem en su interaccidén con
ranitidina, acorde con lo encontradoc por cotros autores (Del Pozo
and Baeyens, 1986). En comin solo tienen el efecto depresor

neuromuscular dosis-dependiente. En su mecanismo de accidén es
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posible que intervengan otros factores como la aacidn anestésica
local ademds de la accidén calcio-antagonista (Edeson and col.,
1985), todavia mal conocidas, pero muy diferenciados segin el
tejido, especie animal y fdrmaco con el que interacionan. Como
ejemplo en el trabajo de Del Pozo and Baeyens (1986) el bloqueo
neuromuscular inducido por neomicina era mads potenciado por
verapamil que diltiazem, mientras gue el blogueo neuromuscular
por estrepiomicina solo era potenciado por verapamil y no por

diltiazem.

Los efectos de captopril en placa motora han sido
escasamente publicados, debido a gque carece de efectos
contridctiles manifiestos. Captopril, al igual gque enalapril, no
afecta las contracciones del misculo gastrocnemio de rata,
estimulando el nervio cidtico (Matsumo and col. 1986). Se ha
demostrado que captopril interfiere con 1la transmisidn
adrenérgica, via acciones ambas uniones pre- y posyuncionales
{Antonaccic and Kerwin, 1981; Chiva and col., 1.982; Saruta,
1.982), qgue no se ha asociado con un efecto angiotensin-
dependiente, considerando la posibilidad del paso de Angiotensina
I a Angiotensina I] por enzima convertidor de angiotensina local.

Los efectos de angiotensina II en musculo son de incremento
contradctil y con poca literatura (Wali, 1.986), por lo gue hoy
dia no es posible relacionar el efecto depresor gue nosotros
vemos de captopril, como un efecto antagonista del enzima
convertidor de angiotensina a nivel de placa motora. No obstante,
el efecto de captopril puede estar en relacidn con cierto efecto

calcio-antagonista, ya gque al actuar en solucidn con bajo calcio
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el efecto depresor se incrementa y con méds calcio el efecto
depresor se atenuda. Angiotensina II, al igual gue otros péptidos
pueden modificar la transmisidén neuromuscular (Wali, 1.985).
También es escasa la literatura sobre efectos de los
neuropéptidos en la placa motora (Steinacker, 1.977; Akasu and
col. 1.983; Wali, 1.985). Asi las endorfinas estdn presentes en
la vecindad de la unidén neuromuscular, pueden modificar la
transmisidén neuromuscular, inhibiendo acetilcolinesterasa (Haynes
and Smith, 1.982). Captopril interacciona con morfina
posiblemente por un efecto inhibitorio del enzima degradante de
encefalinas (Oktay and col. 1.981) y disfuncidén neuroldgica se
ha visto en pacientes asociando cimetidina y captopril (Atkinsons
and col. 1.980). Angitensina II incrementa la contraccién en el
misculo diafragma de rata, efecto que no es inhibido por
saralasina en administracién previa. En cambio, la disminucién
de calcio en el baflo nutricio, causa disminucidn del efecto
contrdctil de angiotensina indicando gque el efecto de
angiotensina es calcio-dependiente (Wali, 1986). Por otro lado,
en misculo uterino de rata, tanto verapamil como la disminucidn
de calcio del bafio nutricio disminuye el efecto estimulante de
angiotensina II (Freer, 1975). En nuestros resultados captopril
tenia poco efecto sobre la accién contractil de ranitidina en la
contraccidén por estimulo indirecto, pero cuando el misculo se
despolarizaba por potasio el efecto contrdctil de ranitidina era
significativamente disminuido. Por otro lado, la disminucidn de
calcio en el liquido nutricio también causaba una depresién
contrdctil importante de ranitidina. Es conocido el hecho de que

la liberacién de Ca++ del SR del misculo estriado se inactiva por
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despolarizacién de la membrana por K+ o fijacién de voltaje
(Bowman, 1.980) y cuanto menor es el calcio activo para la
contraccidén, menor es esta. Las variaciones del TOF por captopril
en relacidén con ranitidina sola eran pequefias pero con tendencia
a una menor gradiente de altura contractil con mayores dosis de
captopril. El tétanos tenia poca variacidn pero interferia con
la altura contractil maxima de ranitidina, era menor en los casos
que se aplicaba tétanos que en los que se obviaba. En la
potenciacidén postetdnica (PTT) habia también escasa wvariacidn
pero con dosis 10-4 M de captopril habia una disminucién
significativa de esta con dosis de ranitidina 100 gM y 1 nM,
hipotéticamente las reservas de Ach disponible para 1la
contraccién disminuyen al final mds gue en otros protocolos con
menor dosis de captopril, vya que inicialmente habia mayor

incremento de la PTT.

Comparando la accidn contractil de neostigmina sola con
neostigmina después de captopril y modificando en el medio los
iones Ca++ y K+, se puede concluir que: a) Captopril disminuia
de forma dosis-dependiente el incremento contractil de
neostigmina. b) Captopril solo 100 uM disminuia la contraccién
7.7 % del control y menos, de 4.1 % del control con dosis 10 uM.
¢) La disminucién de la concentracién de {Ca++]o a 0.920 mM tenia
un efecto adiccional con captopril en la disminucidn del efecto
contrdctil de neostigmina. d} El incremento de la concentracién
externa de [K+]Jo a 5.4 mM tenia un efecto de mayor decremento
contractil adiccional de captopril 10 uM, que con la disminucidn

de [Ca++]o a 0.920 mM con dosis de neostigmina 0.1 uM y 1 uM,
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mientras que con 10 gM el decremento contrdctil era menor. e) En
los indices del TOF con necostigmina sola la menor ratio era con
T'4/T'1 {mayor gradiente) con dosis 1 pgM, mientras gue con 10 uM
esta ratio era mayor (menor gradiente). f) Con neostigmina 1 uM
Yy 10 uM después de captopril 10 uM en Tyrode normal las ratios
T'4/T'1 tenian menor depresidén en relacidén con neostigmina sola.
g) La depresidén del TOF era minima en la ratio T'4/T'1 con dosis
de neostigmina 0.1 uM, 1 uM y 10 uM después de captopril 10 uM
tanto en un medio hipocdlcico [Ca++}o 0.90 mM como hiperpotdsico
[K+]o 5.4 mM. h) La latencia de neostigmina sola 0.1 uM en
relacién con neostigmina 0.1 uM después de captopril 10 uM en
medio hiperpotéasico [K+]o 5.4 mM era incrementada
significativamente.

La falta de incremento contrdctil inmediata por neostigmina
0.1 uM sola en el hemidiafragma de rata hipotéticamente puede
estar en relacién con una fase previa de interaccién
neostigmina-enzima acetilcolinesterasa, a 1los que sigue acimulo
local de Ach, en placa motora (Katz and Miledi, 1973). El1 TOF
tipico de despolarizacién T'4/T'1 deberia ser con neostigmina
0.1 pgM de valor préximo a la unidad y en cambio tenia valores
inferiores, similares al TOF por ocupacién de receptores
nicotinicos en placa motora. En efecto, neostigmina tiene una
accién directa en placa motora (Ricker and Wescoe, 1946). Por
tanto con dosis bajas de neostigmina como 0.1 M serian
compatibles ambos efectos, directo e indirecto por aumento de
Ach. Dosis mds altas de neostigmina como 1 uM causaban
disminucién contractil por estimulo indirecto y el TOF T'4/T'1

era miaximamente disminuido, simulando una ocupacidén también
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mdxima de receptores en placa motora {AchRs). En cambio, dosis
superiores de neostigmina como 10 pgM causaban una tendencia de
los cuatro latidos del TOF a alcanzar la misma altura, que era
conseguido al cabo de unas dos horas, de forma similar al TOF
del bloqueo neuromuscular despolarizante y esto ultimo seria
compatible con la disminucién de la contraccidén al estimulo
simple gque en estas c¢ircunstancias se producia en la
preparacién frénico-diafragma de rata. Aungque el efecto de
captopril no disminuia significativamente la contraccién por
estimulo simple en placa motora, en cambio, si 1o hacia la altura
contrdctil maxima de neostigmina (0.1 uM - 10 uM), que era
disminuida por captopril de forma dosis dependiente. Angiotensina
IT en Dhajas concentraciones incrementa la Jliberacidén de
noradrenalina (Zimmerman and Gisslen, 1968) y si las aminas
simpaticomiméticas mejoran la contraccidén muscular (Bowman,
1980a), captopril que suprime la liberacidén de noradrenalina por
una via angiotensin-independiente (De Graeff and col., 1985},
hipotéticamente disminuiria la contraccidén indirectamente a
través de catecolaminas. Por otro lado, angiotensina II puede
facilitar la neurotransmisidén ganglionar simpdtica en el conejo
{Wallis and col. 1978; Wali, 1983), terminaciones adrenérgicas
(Paiva and col., 1976; Starke, 1977) y colinérgicas (Brown and
col., 1980; Wali, 1983). El1 neurcopéptido angiotensina II
incrementa la liberacién de Ach del nervio presindptico, causando
despolarizacidén a nivel de membrana postsindptica (Wali, 1.986).
Asimismo, este efecto de liberacidn de Ach no era blogueado por
saralasina, un antagonista de angiotensina II (Wali, 1986), por

lo que hoy dia no es posible relacionar el efecto depresor que
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nosotros vemos de captopril, como un efecto antagonista del
enzima convertidor de angiotensina a nivel de placa motora.
Aungue es escasa la literatura sobre efectos de los neuropéptidos
en la placa motora, se ha postulado que pueden interferir la
transmisién sindptica modificando la liberacién del
neurotransmisor, inhibicidén de acetilcolinesterasa y la
concentracién intracelular de calcio libre (Wali, 1985).

En nuestro trabajo la disminucidén de la concentracién de
calcio externa potenciaba el efecto depresor contractil de
captopril sobre neostigmina, efecto calcio-dependiente.
Igualmente, la disminucidén de calcio en el bafio nutricio, causa
disminucidén del efecto contractil de angiotensina II (Wali,
1986} . Por otro lado, en misculo uterino de rata, tanto verapamil
como la disminucidén de calcio del bafio nutricio disminuyen el
efecto estimulante de angiotensina II (Freer, 1975). Aungue
algqunos de 1los canales de calcio yustaglomerulares parecen
responder a angiotensina II (Eisen and col., 1987), en el misculo
no hay literatura con efecto similar.

Cuando se aumentaba la concentracidén de potasio en el medio
nutricio el efecto de captopril 10 uM no s6lo no disminuia la
altura contrdctil sino que la incrementaba, no obstante deprimia
el incremento contrdtil de neostigmina 0.1 uM, 1 gM y 10 uM y
por el contrario, alargaba la latencia contrdctil de neostigmina
0.1 uM. A lo arriba expresado de las acciones de captopril se
unirian las acciones neuromusculares del incremento de potasio
en el medio. En preparaciones pretratadas con captopril, el
incremento extracelular de potasio causaba una disminucidén del

incremento contrdctil de neostigmina. El exceso de potasio causa
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mayor despolarizacién (Bowman, 1980) y mayor liberacidén de
acetilcolina (Van der Kloot, 1978). Por otro lado, necostigmina
también incrementa los niveles de Ach en la hendidura sindptica
(Katz and Miledi, 1973) y cuando se acumula exceso de Ach causa
un efecto feed-back negativo con inhibicién de su liberacién
(Wilson, 1982), asi como disminucién de los receptores
nicotinicos activos en placa motora -AchRs- (Gwilt and Wray,
1986; Chang and col., 1973). Las fasciculaciones por neostigmina
tendrian su origen en la elevada concentracién de Ach en la
vecindad de los colinoceptores axénicos causando pequefias
contracciones espontdneas al actuar sobre las unidades motoras
(Bowman, 1980a). Con neostigmina 10 M habia ausencia de
fasciculacidn por incremento de Ach asi como el efecto directo
aditivo del exceso de neostigmina en placa motora causando
blogueo por despolarizacidn. Es conocido en clinica el efecto de
recurarizacién por dosis altas de neostigmina (Payne and Hughes,
1981), va que la dosis de neostigmina es critica, en exceso puede
causar blogqueo neuromuscular inducido por exceso de Ach (Payne
and col., 1980). También la depresidén del TOF era minimo en
nuestros resultados como consecuencia del blogueo neuromuscular
despolarizante que aparece en estas circunstancias (Bowman,
1980b)}. En conclusidén, dada la escasa literatura que hoy dia se
ha dedicado a estas facetas, cabe esperar que ulteriores estudios
aclararan si los efectos neuromusculares de captopril eran por
accién no sélo sobre el ECA, sino también en sitios receptores
de angiotensina II, incremento de kininas, asi como la posible
interaccién con acetilcolina, catecolaminas, canales idnicos y

la movilizacidn de calcio en placa motora.
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Aungque en nuestros resultados del estudio de la accién
contractil comparativa en la preparacidén frénico-diafragma de
rata de ranitidina y neostigmina en dosis &6ptimas, neostigmina
era mil veces mas activa que ranitidina (0.1 uM frente a 100 uM),
sus efectos eran 1.5 veces mas potentes en Tyrode normal,
mientras que en Tyrode hiperpotdsico era un poco mads potente
ranitidina. En la contraccidn por estimulo indirecto neostigmina
potenciaba a ranitidina administrada previamente, pero no habia
el incremento normal de neostigmina, es decir ranitidina impedia
el incremento contractil madximo de neostigmina y el incremento
producido era menor, hipotéticamente es posible un incremento
excesivo de la despolarizacidédn por el efecto aditivo de ambos
fdrmacos o bien se unen a receptores comunes, de tal forma gque
la mayor selectividad de neostigmina no puede ser desarrocllada
en estas circunstancias y explicaria también en parte el que
tampoco haya potenciacién de ranitidina administrada después de
neostigmina.

La inhibicién de colinesterasa verdadera se considera el
efecto principal de neostigmina y ranitidina que puede explicar
los efectos en placa motora. Por un lado, neostigmina inhibe
Achasa por un mecanismo competitivo, actuando directamente sobre
el enzima, con una constante de disociacién del complejo enzima-
inhibidor (K,,) de 0.9 umol/l., mientras gue ranitidina actda de
forma descompetitiva -otro modelo ademds del competitivo y no
competitivo— con wuna constante de disociacién del complejo
enzima-substrato-inhibidor (K,,) de 1.56 gmol/l. (Lee and col.,
1985). No obstante, para otros autores ranitidina también actia

conforme al modelo competitivo (Hansen and Bertl, 1983a, 1983b),
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no competitivo ({Galli and col., 1984), habiéndose encontrado
actividad anticolinesterasa in vitro tan potente ranitidina como
neostigmina (Lee and col., 1985,), por lo gque no es de extrafiar
su diferente potencia, mecanismo de accidén y efectos
neurcmusculares. No obstante, el aparente efecto final de
incremento de Ach en placa motora se unen otras acciones menos
conocidas. por un lado neostigmina tiene efectos directos (Ricker
and Wescoe, 1946) gue explicarian los efectos diferenciales. Los
féarmacos anticolinesterdsicos prolongan la accidén de Ach por
inhibir su hidrédlisis, con acumulo en la hendidura sindptica
{Katz and Miledi, 1973). Por otro lado, en placa motora se
producen cambios funcionales com¢ respuesta a un incremento
excesivo de los niveles de acetilcolina en la synapsis (Gwilt and
Wray, 1986). La elevacidén crénica de los niveles de acetilcolina
en placa motora puede disminuir la sensibilidad de los receptores
a la misma (Gwilt and Wray, 1986), asi como una disminucidn de
receptores activos a a-bungarotoxina (Chang and col., 1973). Es
uno de los cambios electrofisiolégicos de los receptores para
equilibrar efectos en exceso o defecto de los neurotransmisores
en las sinapsis: desensibilizacidn e hipersesibilidad. Es decir,
en un exceso crénico de acetilcolina puede causar una adaptativa
reduccidén en la carga pasada por un unico canal junto con una
reduccién en el nuimero de AchRs en placa motora; estando la
frecuencia de apertura de canales reducida (Gwilt and Wray,
1986). Por el contrario, en la denervacidn hay un déficit croénico
de acetilcolina, incrementiandose los receptores (Axelson and
Theslef, 1959; Miledi, 1960) asi como el tiempo de apertura de

los canales (Wray, 1980), que origina un aumento del flujo de
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iones a través de tales canales, produciendo un incremento de la
despolarizacién producida por la apertura de un canal simple
(Katz and Miledi, 1972). Todos estos cambios son modulativos, ya
que tienden a amortiguar y adaptarse al incremento o disminucidn
de acetilcolina.

Los inhibidores de Achasa también tienen los siguientes
efectos: prolongan la corriente de placa motora (end plate
current, epc), e interfieren el complejo del canal receptor de
Ach (Pascuzzo and col., 1984), la apertura del canal iénico
receptor de Ach (Kuba and col., 1974), cinética del canal de
placa motora gque produce desensibilizacién (Pascuzzo and col.,
1984) y la conductancia del canal activo (Akaike and col., 1984).

Ranitidina también inhibe colinesterasa en el mismo rango
de concetracién (10-5 M- 10-4 M) que potencia las respuestas
contriactiles en la preparacidén ileo-mientérica de cobayo (Galli
and col., 1984). Por otro lado Lee and col., (1983) sefalan el
blogueo neuromuscular de ranitidina en la preparacidén frénico-
diafragma de rata que no puede ser antagonizado por neostigmina,
lo cual seflala el grado de confusidén que se ha llegado y 1los
deficientes conocimientos farmacoldgicos en esta investigacidn,
como es revertir un blogueo neuromuscular de un inhibidor de
Achasa por otro.

Las sacudidas musculares espontdneas entre estimulos
eléctricos que se producian con neostigmina 0.1 uM,
hipotéticamente pueden estar en relacidén con aumento de la
excitabilidad muscular debido también al incremento de
concentracidén de acetilcolina en placa motora capaz de estimular

a la vez al nervio y al misculo, asi como suficientes receptores
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nicotinicos, produciendo potenciales de accidn propagados, que
se traducian en nuestros resultados en contracciones asincronas
de altura irreqular y menor que las contracciones normales por
estimulo eléctrico.

La relacion T4/T1 del TOF ha sido considerada mas sensible
gue el estimulo simple a 0,1 Hz y menos sensible gue el tétanos
de 100 Hz durante 5s como indicador de curarizacidén ({Waud and
Waud, 1972), si bien para Ali and col. (1981) el TOF muestra la
misma informacién clinica de 1la recuperacién del blogueo
competitivo gque el obtenido por tétanos a frecuencia fisioldgica
{50 Hz durante 5s), por ello, 1la recuperacién de la contraccidn
por estimulo simple como criterio para la funcidén neuromuscular
normal puede ser engafiosa. Las relaciones del TOF mas sensibles
al efecto de los farmacos anticolinesteriasicos eran T'3/T1 y
T'4/T1 también tanto en Tyrode normal como hiperpotdsico. En este
iltimo se producia el valor de la unidad con la relacidén T'4/T'3,
mientras gque en Tyrode normal se sobrepasaba el valor 1.0 con la
relacidén T'1/T'1l como efectos diferenciales.

Ulteriores estudios se precisan para saker si neostigmina
y ranitidina ocupan receptores comunes 0 préximos.

El tétanos en nuestros resultados no se anula o disminuye
significativamente por neostigmina © ranitidina solas, pero en
administracién conjunta el tétanos =se anula si se pone
neostigmina seguido de ranitidina pero no al revés. En tales
circunstancias hay un exceso de Ach en placa motora que puede
tener efecto desensibilizante (Pascuzzo and col., 1984) tras
alcanzar un efecto contrdctil mdxima de neostigmina sola y no al

revés, impedido por ranitidina que precedia a neostigmina.

130



La anulacién de la contraccién tetdnica durante la
estimulaciédn a altas frecuencias se considera en general debido
a un blogueo que induce despolarizacidén del misculo esquelético
por acumulo excesivo de acetilcolina en la hendidura sindptica
(Bowman and Rand, 1980). También se ha propuesto que la anulacién
del tétanos por anticolinesterdsicos se debe a desensibilizacién
del receptor postsindptico (Akasu and Karezmar, 1980), asi como
un efecto de feedback negativo, con inhibicién de la liberacidén
de acetilcelina, causada por acumulo de la misma (Wilson, 1982).
Es decir, el efecto de los farmacos anticolinesterdsicos sobre
las contracciones tetdnicas es depresor debido a que la
acetilcolina transmisora se acumula hasta el extremo de producir
bloqueo despolarizante tanto en la fibra nerviosa comoc en la
placa motora postunidén. Neostigmina interaccionaria en el
complejo canal idénico-receptor nicotinico de placa motora,
produciendoe una alteracidén en el estade del mismo y blogueo de
receptores de acetilcolina (Fickers, 1985), quizds en relaciédn
con cierta similitud estructural con acetilcolina, que permitiria
la unidén a sitios comunes de esta: receptor nicotinico y enzima
colinesterasa. También neostigmina tiene efectos presindpticos
gque son poco conocidos. Comparativamente edrofonio es mas
efectivo que necostigmina, mientras gue piridostigmina lo es menos
en la disminucién de receptores presindpticos (Donati and col.
1983).

Los agentes anticolinesterdsicos aumentan la respuesta al
estimulo simple, causando por el contrario una rdpida anulacidn
del tétanos (inhibicién Wedensky), por estimulos a altas

frecuencias (Morrison, 1977, Hedfron and Hobbinger, 1979, Clark
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and Hobbinger, 1983, Clark and col. 1983; 1984). El incremento
de la contraccién al estimulo indirecto se considera debido al
"encendido” del misculo después de impulsos simples por una
prolongacién de los potenciales de placa y/o del repetitivo
encendido del nervio (Clark and col., 1984). No obstante, el
incremento del tétanos de neostigmina después de atracurio seria
por oposicidén funcional.

Durante la anulacidén del tétanos por neostigmina en el
hemidiafragma de ratén no se producen potenciales de accidn, los
potenciales de membrana se reducen de -80 a -50 y el misculo no
puede conducir directamente el potencial de accidén a través de
la zona central de la placa motora, debido a inactivacidn de los
canales de sodio {Chang and col., 1986), siendo la anulacién del
tétanos por disminucidén del neurotransmisor liberado. Es decir,
Chang y col. consideran gue la depresién de tétanos por
neostigmina es inducido por inactivacién de canales de sodio
alrededor de la placa motora y que la depresidén sostenida es
debido a una disminucidén de la liberacidédn del neurotransmisor,
Anbos efectos son como consecuencia del acumulo de acetilcolina.

En las terminaciones nerviosas despolarizadas
eléctricamente, exceso de K+ o anoxia, se aumenta la liberacién
de acetilcolina, Estos potenciales de accidn superpuestos a nivel
basal de despolarizacidn son menores gque normalmente, ya gque el
potencial de membrana esta desplazado, acercéndose al potencial
de equilibrio de sodio; los potenciales de accidn disminuidos
desencadenan una menor liberacién de acetilcolina y también se
inactiva la liberacién de calcio del reticulo sarcopliasmico, si

bien hay wuna fase con aumento de la conductancia con
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desplazamiento transmembrana de iones que aumentan la liberacidn
y las contracciones control son mayores que en un medio normal
{Bowman, 1%80). Por e€llo las contracciones y el tétanos estaban
disminuidos en presencia de neostigmina 0.1 uM en solucidn Tyrode
hiperpotédsico en relacidén con Tyrode normal.

En Tyrode hiperpotdsico habia un pequefic incremento
contriactil por estimulo indirecto tanto de ranitidina como de
neostigmina solas, pero la adiccidn al liquido nutricio de ambos
causaba un pequefio decremento contriactil. A la despolarizacién
del misculo por potasico hipotéticamente se uniria 1la del
incremento de Ach local gue causaria desensibilizacidén del
receptor de Ach en placa motora. El1 tétanos tenia un
comportamiento similar al que se producia en Tyrode normal. En
cambio, el TOF tenia un aumento de T'2 con ranitidina sola y al
revés, neostigmina sola causaba un decremento de T'2, sin
explicacidn plausible. Si queda como constancia de efecto tipico
diferencial de dos fadrmacos con efectos contrdctiles musculares
gue inhiben colinesterasa con mecanismos similares, pero en medio
hiperpotdsico y en el T'2 son contrapuestos. Ciertamente hay
resultados en los que ranitidina desplaza a la derecha la curva
dosis-respuesta (CDR) de Ach en el misculo de sapo (Cheah and
col., 1985) v en el trabajo de Gwee and Cheah (1986) también se
revisa la accidén blogqueante neuromuscular de ranitidina. Ya se
sefiald en esta tesis los efectos colinérgicos y anticolinérgicos
de ranitidina en relacién con la especie, o&érgano y dosis
ensayada. Por lo que no es de extrafar gque tales resultados

aparentemente dispares sean congruentes.
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Los efectos del bloqueo neuromuscular por atracurio en
hemidiafragma de rata era revertido por dosis ©6ptimas de
neostigmina y ranitidina, si bien el efecto anticurare era mayor
con neostigmina sola. Cuando se asociaba neostigmina y ranitidina
no habia potenciacidn si en primer lugar se ponia ranitidina, en
cambio cuando lo era neostigmina la potenciacidén posterior era
significativa. Naturalmente que cuando se bloguean los receptores
de Ach en placa motora se produce mayor sensibilidad a la misma
y el incremento contrdctil se facilitaba mayormente por
neostigmina, considerando el incremento de Ach local como el
principal mecanismo de la accidn anticurdrica. Por el contrario,
el aparente freno o blogueo parcial al accidn contrdctil de
neostigmina por ranitidina previa, cabe plantearse si se produce
activaciodon parcial de Achasa por la competicién entre ranitidina
menos selectiva y neostigmina méds selectiva por el enzima. De
ranitidina también se han descrito acciones de tipo blogueante
neuromuscular (Gwee and Cheah, 1986) y Cheah and col. (1985)
encuentran que con dosis altas de ranitidina la CDR de Ach se
desplaza a la derecha, por lo gque auin que dan mecanismos OSCuros
no descifrados, pero que podrian explicar los diferentes efectos
segin el tiempo de administracién. Un ejemplo més de la
cronofarmacologia y cémo el orden de administracién de algunos
fdrmacos puede beneficiar o perjudicar en ciertas ocasiones.

La potencia anticurare estd en relacién con la concentracidn
plasmdtica y la inhibicidén de colinesterasa (Cronnelly and
Morris, 1982). También presentan interacciones en su efecto
antagonista del blogueo neuromuscular con otros farmacos, pH, e

iones potasio, calcio y magnesio (Feldman, 1963; Miller and
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Roderick, 1978). Neostigmina a dosis altas en clinica, puede no
solo carecer de efecto anticurare sino aumentar el bloqueo
neuromuscular en algunos casos, particularmente cuando se asocian
otros fadrmacos como polimixina B (Van Nahuis and col.,.1976). Es
decir, que neostigmina tiene de forma similar a ranitidina una
dosis terapéutica anticurdrica 6ptima y critica, dosis inferiores
son ineficaces y las superiores pueden causar blogqueo inducido
por exceso de Ach (Payne and col., 1980). Ha habido algunos casos
de recurarizacidén en Anestesia, después del antagonismo
aparentemente adecuado, que se pueden atribuir a sobredosis de
neostigmina (Payne and Hughes, 1981). Al aumentar la dosis de
neostigmina se incrementa la despolarizacidén del misculo y poco
a poco se produce un blogueo por despolarizacidén. En este proceso
puede influir no solo la inhibicién de colinesterasa sino también
cierta accién de neostigmina sobre el complejo canal
iénico-receptor nicotinico de placa motora, produciendo una
alteracién en el estado del mismo y blogueo de receptores de
acetilcolina, hipotéticamente en relacidn con la similitud
estructural con acetilcolina que permitiria la unidén a sitios
comunes de esta: receptor nicotinico y enzima colinesterasa. En
este trabajo se confirman también estos efectos depresores
neuromusculares en la curva dosis respuesta de neostigmina, con
dosis mayores que sobrepasan el efecto méximo.

Es posible gue neostigmina y ranitidina ocupen receptores
préximos o comunes o mecanismos de accidn similares (inhibicidn
de colinesterasa, etc.) que podian explicar la similitud de sus
efectos anticurédricos.

Por otro lado, ranitidina tiene no solo actividad anticurare
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(Re and col., 1983) sino también actividad blogueante
neuromuscular (Re and col., 1983; Lee and col., 1985), de
mecanismo no bien conocido (Gwee and Cheah, 1986).

En el TOF la relacidén T'4/T'1l era la mas sensible como
indicador de curarizacién, acorde con lo encontrado por otros
autores (Waud and Waud, 1972). También un menor gradiente y mayor
altura del TOF causado por la accidén anticurdrica de neostigmina
sola y aun mayor indice de recuperacién del bloqueo
neuromuscular con ranitidina después de neostigmina. Aunque el
TOF presentaba wuna precoz recuperacién tras administrar
neostigmina o ranitidina el tétanos tenia una mds lenta
recuperacién por lo que es mds indicativo de la ocupacién
residual de receptores de Ach, aungque para Ali and col.,
(1981) ambos pardmetros TOF y tétanos tienen una informacién
equiparable.

La relacidén T4/T1 del TOF ha sido considerada mds sensible
gue el estimulo simple a 0,1 Hz y menos sensible que el tétanos
de 100 Hz durante 5s como indicador de curarizacidén (Waud and
Waud, 1972), si bien para Ali and col. (1981) el TOF muestra la
misma informacidén c¢linica de la recuperacién del blogueo
competitivo que el obtenido por tétanos a frecuencia fisiolédgica
{50 Hz durante 5s), por ello, la recuperacidén de la contraccién
por estimulo simple como criterio para la funcidn neuromuscular
normal puede ser engaliosa. En nuestros resultados la relacién
T'4/T1 era la mds sensible a la curarizacién y la menos sensible
la relacidén T'4/7T'3, tanto en Tyrode normal como hiperpotdsico.
También las relaciones del TOF mas sensibles al efecto de los

fdrmacos anticolinesterasicos eran T'3/T1 y T'4/T1 también tanto
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en Tyrode normal como hiperpotdsico. En este dltimo se preducia
el valor de la unidad con la relacién T'4/T'3, mientras que en
Tyrode normal se scbrepasaba el valor 1.0 con la relacidén T'1/T'1
como efectos diferenciales.

Si los anticolinesterdsicos anulan el tétanos y los
blogqueantes neuromusculares competitivos también ;cémo se puede
explicar que con neostigmina después de atracurio se incremente
la altura del tétanos?. Hipotéticamente por oposicidn funcional,
por despeolarizacidén, sensiblilizacidén de receptores a Ach o
supresién del feed-back negativo.

En Tyrode hiperpotdsico habia menor efecto depresor
neurcomuscular por atracurio que en Tyrode normal ya que el
incremento de la liberacién del neurotransmisor por cloruro
potasico hiperténico es dependiente del influx de Ca++ en el
nervio terminal a través de los canales dependientes del voltaje
(Van der Kloot, 1978), por esa razdn en clinica se ha propuesto
la administracién de ©potasio para revertir el Dblogqueo
neuromuscular competitivo (Wily and Churchill-Davisson, 1968).
por su acciédn anticurare (Wilson and Wright, 1936), no obstante,
hoy dia no tiene Jjustificacidén, ya que 1los riesgos de
hiperpotasemia se obvian con los anticolinesterdsicos.

La accién anticurare de ranitidina y neostigmina solas o
asociadas era poco eficaz en medio hiperpotdsico. En estas
circunstancias es posible que el estado de despolarizacidn se une
al que causa ranitidina y/o neostigmina por incremento de Ach
local con una desensibilizacidén del receptor de Ach. In vitro
nosotros vimos c¢6émo la despolarizacién del misculo por

succinilcolina, el efecto posterior de ranitidina era de
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incremento de la misma con una disminucidén contrdctil adicional
(Iglesia, 1986).

Nuestra conclusién es que asi como en la sensibilidad al
blogueo neuromuscular competitivo es mayor en la hipdpotasemia
en la hiperpotasemia es menor segun se aprecia en el estimulo
indirecto y el TOF. Este udltimo muestra una evolucidén paralela
ala del Tyrode normal si bien el efecto despolarizante del exceso
de potasio en el medio se une el de los agentes
anticolinesterdsicos que hemos utilizado por lo cual los valores
de T'3 y T'4 se igualan y asi tienden también T'1 y T'2, El
tétanos evolucionaba también de forma similar al del Tyrode
normal, con mayor altura de las contracciones iniciales.

En resumen, la depresidén del TOF y del estimule indirecto
por atracurio se deberia a la ocupacidén de receptores en placa
motora. La anulacién del tétanos por blogquec neuromuscular
competitivo seria debido al taponamiento de canales idnicos del
paso de Na+ y K+ en la membrana, ya gque a-bungarotoxina deprime
pero no anula el tétanos, y en estas circunstancias 1los
anticolinesterdsicos son incapaces de la apertura de canales al
aumentar los niveles de acetilcolina en placa motora (Bowman,

1980).
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V. CONCLUSIONES.-

I) DE LA INTERACCION DE RANITIDINA CON LAS VARIACIONES
IONICAS EN HEMIDIAFRAGMAS DE RATA DIRECTA E

INDIRECTAMENTE ESTIMULADOS

12) Nuestros resultados mostraban que ranitidina en el rango
20 yM - 1 mM tenia un incremento contrdctil dosis-dependiente
mayor con estimulo indirecto y menor con estimulo directo.

29) La curva dosis-respuesta (CDR) contrcl de ranitidina se
desplazaba a la derecha con incremento de {Mg++]Jo a 6 mM y a 12
mM, aumentando el [K+]o a 5.4 mM, disminuyendo [Ca++]o a 0.90 mM
Yy a 0.45 mM, al igual que en un medio sin Mg++ o con 3.6 mM
[Ca++]oO.

392) Aumentando el K+ en el medio nutricio a 8.1 mM se
anulaba el efecto contrdctil de ranitidina.

4%) Habia disminucién de la CDR de ranitidina muy
significativa en bajo [Ca++]o, de 0.6 mM y alto [Mg++}o, de 6

mM,

II) DE LA INTERACCION DE LOS CALCIO-ANTAGONISTAS DILTIAZEM

Y VERAPAMIL SOBRE LA ACCION CONTRACTIL DE RANITIDINA.

ie) El efecto contréactil de ranitidina disminuia
proporcionalmente a la concentracién de diltiazem en este orden:

1 M < 10 uM < 100 uM.
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292) Las alturas del TOF disminuian con diltiazem 1 gM; habia
un incremento de las relaciones T'/T con 10 uM y aproximacién al
valor de la unidad por menor gradiente entre las relaciones del
TOF de ranitidina después de diltiazem 100 uM.

3?) Habia un pequefic decremento contrdctil de ranitidina con
verapamil 1 ugM y mayor decremento con verapamil 10 gM, mientras
que con 100 uM de verapamil habia un mayor incremento contractil
de ranitidina a dosis bajas, mientras que con dosis altas de
ranitidina habia un significativo descenso contréctil.

42} Verapamil producia una disminucidn dosis—-dependiente de
las alturas del TOF, excepto con dosis 10® M gque causaba

incremento contractil de ranitidina a dosis bajas.

III) INTERACCION DE CAPTOPRIL CON LA ACCION CONTRACTIL DE

RANITIDINA .-

19) Captopril con dosis 10 uyM y 100 uM diswminuia la accidn
contrdctil de ranitidina, mientras que con dosis 1 uM tenia un
efecto de incremento contractil.

22) Disminuyendo la concentracidn de calcio a 0.90 mM en el
liquido Tyrode habia disminucidn de la contraccidn de ranitidina,
que era mas acentuado con el incremento de potasio a 5.4 mM en

la solucidén nutricia.
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IV) INTERACCION DE CAPTOPRIL CON LA ACCION CONTRATIL DE

NEOSTIGMINA, —

12) En hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados
en medio nutricio Tyrode normal, neostigmina sola causaba un
incremento contrdctil mdximo con dosis 0.1 uM; menores dosis como
0.01 pgM no causaban incremento contrédctil y mayores dosis como
1 uM y 10 uM lo disminuian.

292) Captopril 10 uM disminuia la altura contrdctil de
neostigmina sola y esta disminucidén era mayor con captopril 100
uM.

32) Captopril 10 uM en medio hipocalcico (0.9 mM) causaba
una disminucioén contrdctil adiccional, todavia mayor en medio
hiperpotasico (5.4 mM), excepto con dosis de neostigmina 10 uM.

49) En el tren de a cuatro (TOF) las relaciones tenian un
gradiente mdximo (menor valor) con neostigmina 0.1 uM y gradiente
minimo (mayor valor) con 10 ugM, En relacidén con neostigmina sola
las relaciones mads modificadas por captopril previo a neostigmina
eran T'4/T1, T'3/T1, T'2/T1 y T'1/T1 de la siquiente manera: a)
captopril 10 uM incrementaba los valores del TOF con neostigmina
1 uM y 10 uM; b) captopril 100 uyM disminuia esos valores con
neostigmina 0.1 uM; c¢) en medio Tyrode hipocdlcico (0.9 mM)
disminuian esas relaciones con captopril 10 uM previo a
neostigmina 0.1 uM, 1 uM y 10 uM, excepto en las relaciones
T'4/Ti, T'3/T1 y T'2/T1, gue se incrementaban; y d) captepril 10
UM en medio hiperpotdsico (K+ 5.4 mM) disminuian esas relaciones

con dosis de neostigmina 0.1 uM y 1 uM.
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V) ACCION CONTRACTIL COMPARATIVA DE NEOSTIGMINA Y

RANITIDINA.-

A} En medio nutricio Tyrode normal:

12) En hemidiafragmas de rata indirectamente estimulados
tanto necostigmina como ranitidina tenian un incremento contrdctil
éptimo respectivamente con dosis 0.1 uM y 100 uM

29) La accién contractil méxima de ranitidina sola era menor
gue neostigmina sola.

39) Cuando se asociaba ranitidina después de neostigmina,
la altura contriactil mdxima era menor que en la asociacidén en
sentido inverso.

42) Cuando se asociaba neostigmina después de ranitidina
habia un incremento contractil inferior que con neostigmina sola.

52) El gradiente del TOF era menor con la asociacién de
neostigmina y ranitidina que solas.

62) El TOF tenia mayor gradiente con neostigmina después de
ranitidina mientras que el gradiente era menor con ranitidina
después de neostigmina.

72) Ni neostigmina ni ranitidina solas anulaban el tétanos.
En cambio, cuando se afladia ranitidina después de neostigmina se

anulaba el tétanos.
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B) En medio nutricioc Tyrode hiperpotédsico {8.1 mM):

19) La altura contrdctil de ranitidina sola era mayor que
neostigmina sola.

22) La asociacidén de ranitidina y neostigmina no tenia
incremento contrédctil .

3¢9) E1 +tétanos se anulaba por ranitidina después de
neostigmina y no en sentido inverso -efecto cronofarmacoldgico-,
ni por ranitidina o necstigmina solas.

42) En medioc hiperpotdsico habia incremento del gradiente
de los estimulos del TOF con ranitidina, mientras que habia

disminucidén del TOF con neostigmina después de ranitidina.

VI} EFECTO PROSTIGMIN-LIKE DE RANITIDINA COMPARADO CON

NEOSTIGMINA FRENTE A ATRACURIO.-

A) En nmedioc Tyrode ncrmal:

19) La relajacidén muscular causada por atracurio era
parcialmente revertida por neostigmina ¢ ranitidina, si bien el
incremento contrdctil era mayor con neostigmina.

22) En asociacién la accion anticurarica era mayor cuando
neostigmina precedia a ranitidina y no al revés gue carecian de
potenciacidn.

32) El tren de a cuatro tenia una disminucidén maxima con
atracurio que se hacia minima con necostigmina sola en asociacidn

posterior.
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4¢9)El1 tétanos anulade por atracurio tenia wun tenue
incremento por ranitidina o neostigmina y algo mayor en

asociacién.

B} En medio Tyrode hiperpotasico:

1¢) La accién anticurare era algo mayor con ranitidina sola
¢ ranitidina seguida de neostigmina -al contrario que en medio
Tyrode normal-.

22) Todas las relaciones del TOF se acercaban a la unidad

por la accién despolarizante del incremento del potasio en el

medio nutricio.
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