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Presentacion y generalidades

Alicia E. Consolini

¢De qué sirve un libro si no tiene dibujos?

LEwIs CARROLL, Alicia en el pais de las maravillas

La ensefianza de la Farmacologia nos ha apasionado desde nuestros primeros pasos como
Farmacéuticos, y como educadores hemos tratado de compendiar toda nuestra experiencia de
estudio e investigacién para facilitar la comprension de la Farmacodinamia. Durante varias
generaciones de alumnos hemos notado que el aprendizaje de los primeros capitulos de la
Farmacologia, y especialmente el campo experimental, han sido dificiles. En el diagndstico de
esta dificultad encontramos que esos temas no estan facilmente compendiados en capitulos
enteros en los libros de texto de Farmacologia, ya que la Farmacodinamia suele repartirse en
los diversos temas como un proélogo a la Terapéutica. Otro problema suele ser el de la integra-
cién de conceptos fisiologicos, fisiopatolégicos y farmacoldgicos necesaria para la resolucién
de situaciones experimentales. Y particularmente encontramos la dificultad en llevar los con-
ceptos al terreno experimental: al alumno le cuesta imaginar como se observarad un determina-
do efecto en un tejido o sistema aislado. En general, los libros de texto describen efectos y
mecanismos pero muestran pocos esquemas y escasisimos registros experimentales. Tradi-
cionalmente, el alumno recibe esos conceptos y explicaciones por transmision oral de los do-
centes en las clases tedricas, los talleres o los trabajos practicos, con las consiguientes dificul-
tades de comprension, relectura y fijacion, por lo cual compendiarlos en este libro facilitara el
proceso de aprendizaje.

Y recordemos que la Farmacologia experimental es un campo importante de incumbencia
del Farmacéutico y del Bioguimico en tanto trabaje en ambitos de desarrollo de nuevos farma-
cos o de control bioldgico de farmacos de sintesis o fitoterapéuticos, o requiera evaluar la posi-
ble toxicidad de los mismos.

Este libro auna la experiencia docente y de investigacién de los autores, que ademas de en-
sefiar Farmacologia ejercemos tareas de tiempo completo en distintos ambitos de aplicacion,
como son tres diversos laboratorios de investigacion de la Facultad de Ciencias Exactas de
UNLP, dos centros de investigacién de las facultades de Medicina de la UBA y de UNLP res-
pectivamente, la pertenencia al CONICET y un sector de Farmacologia y Toxicologia de la
industria farmacéutica. Aspiramos a que nuestra experiencia asista al alumno en la construc-

cién de los primeros conceptos farmacoldgicos, y en la interpretacion o realizacién de experi-



mentos béasicos de laboratorio. En este sentido, en la catedra venimos observando que el pro-
ceso de adquisicion de los conceptos farmacoldgicos es algo asi como el aprendizaje de la
lectura en un nifio: al inicio hay gran dificultad en articular los diversos conceptos estudiados
separadamente, hasta que se hace una repentina integracién de los mismos y se empieza a
pensarlos, a trabajarlos, a interpretar algunos resultados experimentales, a hipotetizar otros, y a
generar protocolos de evaluacién de efectos y mecanismos. Creemos que estos capitulos ayu-
daran a adquirir estos habitos junto a la discusién oral en talleres y trabajos practicos, con el
ultimo objetivo de que la Farmacologia sea una asignatura adquirible en modo mas razonado
gue memoristico, y que inspire al futuro profesional a ahondar el conocimiento farmacoldgico
mediante la participacion en equipos multidisciplinarios para el estudio preclinico de nuevos
farmacos en la investigacion, la industria o en organismos estatales de investigacion y control
farmacolégico y toxicoldgico.

En el ultimo capitulo, este libro brindard nuestra experiencia en la compilaciéon y compren-
sibn de mecanismos que originan interacciones medicamentosas, tema en el que hemos dado
varios cursos de posgrado, y que representa otra dificultad al alumno. Esto es debido a que las
mismas se citan en diversos capitulos de los libros de texto y no siempre se describe claramen-
te el origen vy significacion clinica de los mismos. El futuro profesional participara del equipo de
salud que evalla estudios clinicos junto al médico, en los cuales pueden aparecer o evaluarse
las interacciones medicamentosas. Ademas, debera detectar o prevenir interacciones medica-
mentosas durante el seguimiento farmacoterapéutico de sus pacientes o en el consejo en la
dispensa de un medicamento.

En conclusién, esperamos que este libro brinde conceptos e informacion que faciliten el
aprendizaje de la Farmacologia general y experimental al alumno, y que este conocimiento lo

acompafie en su futuro profesional como herramienta de consulta.

Farmacologia experimental

La farmacologia es la rama de las ciencias naturales que estudia la accidén de ciertas sus-
tancias quimicas llamadas farmacos o drogas sobre las entidades biolégicas, especialmente si
se emplean con fines medicinales de uso humano o animal.

Histéricamente, la Farmacologia ha sido madre de otras ciencias biologicas, porque el hom-
bre ha utilizado productos naturales con fines magicos y médicos desde sus origenes. Las pro-
piedades benéficas o tdxicas de esos productos naturales, generalmente de plantas, se divul-
garon oralmente aun antes de conocer el origen fisiopatoldgico del problema de salud tratado,
o la estructura quimica del producto natural activo.

En todos los libros de texto podremos leer acerca de las varias ramas en las que se divide
esta gran ciencia. Sin embargo, en este libro brindaremos fundamentalmente algunos concep-
tos aplicados a la Farmacologia Experimental y a la comprensién del origen de las interaccio-

nes medicamentosas. Por lo cual, apareceran conceptos basicos sobre:



Farmacodinamia: estudia los efectos y mecanismos de accidon de los farmacos sobre los
tejidos, organos y sistemas, empleando metodologias experimentales de indole funcional, bio-
fisica, bioquimica o molecular. Permite cuantificar la accién para poder comparar varios farma-
cos entre si, y predecir efectos.

Farmacocinética: estudia los procesos por los cuales pasa un farmaco después de su ad-
ministracion al organismo (absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién) y es clave en la
determinacion de efectos terapéuticos o téxicos.

Toxicologia: estudia la toxicidad de las sustancias o productos quimicos en general. La to-
xicologia farmacéutica estudia la seguridad de los medicamentos, mediante pruebas preclini-
cas y reportes de reacciones adversas clinicas.

Nuestro libro tiene la intencion de ser un complemento al estudio de la Farmacologia aplica-
da a la Terapéutica que se aborda en la mayoria de los libros de texto. Por lo tanto, los temas
se restringen a aquellos en los cuales queremos ahondar en fundamentos, evidencias experi-
mentales y razonamiento. Esto redunda en que trataremos pocos temas en relacion a los que
se pueden encontrar en un libro de texto de Farmacologia, pero en ellos volcaremos nuestra

experiencia de trabajo docente y cientifico.

Como muchos términos seran empleados para referirnos a los compuestos con actividad
farmacoldgica, es bueno establecer las definiciones en este inicio del libro, que se describen

a continuacion.

Conceptos de droga, farmaco y medicamento

Los conceptos de droga y farmaco pueden confundirse, especialmente cuando se lee una
bibliografia en inglés, ya que citan indistintamente el término “drug”. Pero en los paises de ha-
bla hispana, diferenciamos a los tres términos, y para la definicion podemos referirnos a las
brindadas en nuestra Farmacopea Nacional Argentina, 8" Edicion, que se refiere a:

“Principio activo o Droga farmacéutica: toda sustancia quimica o mezcla de sustancias
relacionadas, de origen natural o sintético, que poseyendo un efecto farmacolégico especifico,

se emplea en medicina humana.”
“Medicamento: toda preparacion o producto farmacéutico empleado para la prevencion,
diagnéstico y/o tratamiento de una enfermedad o estado patoldgico, o para modificar sistemas

fisiologicos en beneficio de la persona a quien se le administra.”

En nuestro texto, emplearemos el término “farmaco” como sinénimo de principio activo o

droga farmacéutica.
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En cuanto al término “droga” se deriva del término “Droga farmacéutica”, pero se refiere a
un compuesto con idénticas propiedades de origen a las definidas pero que no tiene necesa-
riamente aplicacion en medicina humana. Utilizaremos este término en el estudio farmacolégico
de “nuevas drogas”, ya que si estan en etapa de estudios experimentales preclinicos ain no
fueron aprobadas para uso humano. También se emplea el término droga para las sustancias
gue solo se usan experimentalmente como herramienta farmacol6gica para determinar meca-

nismos de accién, pero no tienen aplicacién clinica.

El concepto de receptor y de afinidad

Algunas drogas o farmacos pueden causar alteraciones en el organismo actuando inespeci-
ficamente. Por ejemplo, los anestésicos generales se incorporan a la membrana plasmatica y
causan un cambio fisicoquimico inespecifico que altera a las proteinas integradas que compo-
nen a varios canales iénicos.

Pero la mayor parte de los f&rmacos causan cambios altamente especificos en el organis-
mo, por interactuar con ciertas partes de la célula por los cuales tienen afinidad, llamados re-
ceptores. El efecto depende de que la droga posea una estructura molecular con ciertos gru-
pos quimicos que interaccionan con el receptor, cuando se administran en dosis relativamente
bajas (terapéuticas). Algunas sustancias son efectivas aun cuando son administradas en dosis
de microgramos por kilogramo de peso total. Solo una pequena fraccion de moléculas del or-
ganismo participa en la interaccion con las moléculas de un farmaco o una droga, con una es-
pecial afinidad. Los receptores estadn constituidos por macromoléculas de las células (o parte
de ellas), generalmente las glicoproteinas de la membrana plasmatica, proteinas integradas
con varios dominios transmembrana. Algunos pueden interactuar internamente con otras pro-
teinas efectoras de una cascada de transduccion que incluyen una o mas enzimas (receptores
metabotropicos y receptores autocataliticos). Otros receptores estan contenidos en una
subunidad de un canal idnico, al cual activan (receptores ionotrépicos). Otro grupo de recepto-
res estd en proteinas citosoélicas que facilitan el movimiento del farmaco (u hormona) al interior
del nicleo y su interaccion con los acidos nucleicos (receptores nucleares). Todos los recepto-
res interactian generalmente en forma reversible con moléculas de drogas con cierta similitud
estructural (relacion estructura-actividad) lo cual les da cierta selectividad.

Las interacciones droga-receptor son determinantes para la mayor parte de las drogas en
uso, y se considera que la afinidad hacia los receptores es la primera condiciéon para la activi-
dad. Como resultado de la interaccion se produce un cambio conformacional en el receptor,
que se traduce en un efecto observable. Es muy probable que las moléculas de una droga es-
pecifica tengan afinidad por otras estructuras del organismo a las que al unirse no producen

ningun tipo de efecto. Estas estructuras son denominadas “receptores silenciosos”.
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Actividad intrinseca. Agonistas y antagonistas

La dependencia de la actividad de drogas con la afinidad resulta obvia, pero ¢es el Unico
factor que determina la actividad? Este punto puede ilustrarse con los siguientes juegos de
experiencias realizados con histamina y otros analogos:

Un efecto bien conocido de la histamina es que puede provocar una contraccion de las fi-
bras musculares lisas del intestino. Esto puede demostrarse con el preparado de ileon de co-
bayo “in vitro”, en un medio nutriente apropiado. Si se agrega una concentracion adecuada de
histamina al medio, el preparado aislado reacciona con un cierto grado de contraccién (supon-
gamos que en un grado inferior a la contraccion maxima). Entonces la histamina, se considera
un agonista de esos receptores, que se denominaron H1. Un agonista es un compuesto que
puede activar una via fisiolégica que conduce a un efecto. En el caso de que el tejido sea un
musculo, el efecto podria ser de contraccion o de relajacion, por ejemplo histamina y acetilcoli-
na son agonistas respectivamente en receptores H1 y M3 que provocan contraccion en el intes-
tino,, mientras adrenalina es un agonista de receptores 2 que causan relajacion.

En el experimento mencionado, luego el tejido se lava varias veces con el objetivo de remo-
ver la histamina, hasta observar la relajacion del masculo. A continuacién, el compuesto 3-(B-
aminoetil)-pirazol, un andlogo de la histamina, se agrega en la misma concentracién molar de
la histamina del primer experimento, pero no se observa contraccién. Si ahora se afiade la do-
sis original de histamina, sin remover el analogo, la contraccion resultante es idéntica a la pri-
mera obtenida con histamina sola. Una explicacion de este resultado, es que este analogo no
tiene afinidad por el receptor de la histamina en el érgano como resultado de la pequefa dife-
rencia estructural.

Ahora el experimento se repite con otro derivado de histamina: el compuesto difenhidrami-
na, y nuevamente no se obtiene respuesta en contracciones equimolares a las de histamina.
Pero si se agrega la concentracion original de histamina en su presencia, se reduce considera-
blemente el efecto del agonista histamina. Solo si altas concentraciones de histamina se agre-
gan, se alcanzara el grado original de contraccion. Claramente este compuesto se opone a la
accién de la histamina, interpretando que deja una cierta fraccion de los receptores no disponi-
ble para la interaccidén con histamina. En este caso, el compuesto tiene afinidad por el receptor,
impidiendo que se una la histamina, pero no puede producir efecto por si solo. Por ello es con-
siderado un antagonista, y dado que su efecto puede ser revertido por mas altas concentra-
ciones del agonista, es definido como un antagonista competitivo del receptor H1.

Evidentemente el antagonista difiere de la histamina en un factor distinto de la afinidad. Es
capaz de interactuar con los receptores pero esa interaccion no es efectiva en la produccion de
la contraccion muscular. La propiedad por la cual un agonista genera efecto se denomina acti-
vidad o eficacia intrinseca.

De estas experiencias surgen conceptos importantes: entre las drogas con afinidad hacia un
receptor, existen sustancia con capacidad para provocar un cambio conformacional en el re-

ceptor que conduce a un efecto observable denominado actividad intrinseca o eficacia (son
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agonistas), y otras que carecen de esta capacidad pero conservan la afinidad por el receptor
(son antagonistas).

Un antagonista (droga sin actividad intrinseca pero con afinidad por los receptores de un
cierto agonista) no muestra efectos en un érgano aislado, pero puede mostrar efectos en el
organismo. En condiciones fisiol6gicas, muchos sistemas receptor-efector son activados como
resultado de la presencia de un agonista enddgeno (el sistema receptor-efector es el conjunto
completo de receptores de un tipo, mas la cadena de eventos celulares que conducen a un
efecto). Si administramos un farmaco que bloquea el efecto de ese agonista endégeno se alte-
rard la respuesta de este. Por ejemplo si administramos un colirio con atropina en un ojo, la
pupila se dilata por bloqueo de los receptores de la acetilcolina secretada por las fibras para-
simpaticas que normalmente contraen el musculo circular de la pupila. La atropina es un anta-
gonista competitivo porque se opone a la accién agonistica de la acetilcolina con afinidad por el
mismo receptor y sin actividad intrinseca.

En los capitulos siguientes exploraremos los mecanismos intracelulares de agonistas y an-
tagonistas con accién en los diferentes tipos de musculos, por constituir sistemas basicos de
estudio de accién de farmacos. En un capitulo sucesivo retomaremos estos conceptos para
analizar la Farmacologia cuantitativa.

En los siguientes capitulos estudiaremos los principios de las pruebas “in vivo” en animales
de laboratorio para caracterizar efectos en el sistema nervioso central de los farmacos. Des-
pués ahondaremos en los fundamentos de los estudios de bioseguridad de un farmaco a reali-
zar cuando es un posible candidato al uso terapéutico.

Finalmente, comprenderemos el origen farmacocinético y farmacodinamico de las inter-
acciones que se producen entre dos o mas medicamentos que pueda estar tomando un
paciente, para aprender a reconocerlos y prevenirlos en nuestra tarea como integrantes del
equipo de Salud.

Solo queda desearles que este Libro de Catedra les resulte ameno y clarificador de las du-

das y preguntas que suelen surgir al iniciar el estudio de la Farmacologia.

Referencias

Anmat-Iname (2007). Farmacopea Argentina. 82 Edicién. Buenos Aires: Comision permanente
de Farmacopea.

Kenakin, T.P. (1984). “The classification of drugs and drug receptors in isolated tissues”. En
Pharmacological Reviews, 36(3), (pp. 165-222).

Velazquez (2008). Farmacologia bdsica y clinica. 182 Edicién. Madrid: Editorial Médica Pan-

americana.

13



CAPITULO 1
Farmacodinamia del musculo esquelético

Maria Inés Ragone y Alicia Elvira Consolini

Aprender es como remar contra la corriente:
en cuanto se deja, se retrocede
EDWARD BENJAMIN BRITTEN

La contraccion del musculo esquelético es la resultante de un complejo mecanismo fisioldgi-

co en el que se distinguen las siguientes etapas:

Transmision neuromuscular

El control sobre el tono del musculo esquelético por parte del sistema nervioso periférico se
logra principalmente a través de las actividades de los nervios somédticos. La influencia que
controla a los nervios sométicos es la corteza motora a través del tracto piramidal hasta la neu-
rona motora inferior (a-motoneurona) constituyendo esto la via neuronal final que llega al
musculo. Cada neurona motora atraviesa sin interrupcién el cuerpo ventral de la médula espi-
nal como un gran axén mielinizado. Cuando el nervio se acerca a las fibras musculares, se
desdobla en varias ramas para ponerse en contacto con el musculo e inervar muchas fibras
musculares individualmente. Estas terminaciones nerviosas, donde se encuentra la acetilcolina
(Ach) almacenada en vesiculas forman una unidad funcional conocida como unién neuromus-
cular, uniéon mioneural o placa motora terminal (Figura 1) La unién neuromuscular es una uni-
dad especializada para transmitir y recibir sefiales quimicas tanto del lado del nervio como del
lado del musculo esquelético (Sanes y col., 2001). La neurona motora pierde su mielina y se
subdivide hacia su extremo en muchos botones pre sindpticos para culminar sobre la superficie
de la fibra de musculo. Esta terminal sinaptica, cubierta por células de Schwann, tiene vesicu-
las arracimadas que contienen neurotransmisor (Ach) congregadas sobre los espesamientos
de la membrana hacia su lado sinaptico, mientras que el micro-tibulos, mitocondrias, y otras
estructuras de apoyo, son localizados hacia el lado distal (Cohen-Cory S, 2002). Existen al
menos dos “pools” de vesiculas que liberan Ach: uno facilmente liberable y otro que actla co-

mo fondo de la reserva. El primero esti formado por vesiculas un poco mas pequenas y son
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las que limitan una zona muy cerca de la membrana del nervio conocida como “zona activa”.
Estas vesiculas son las que liberan neurotransmisor hacia la hendidura sinaptica cuando llega
el potencial de accién (Sudhorf TC, 2006; Lang & Jahn, 2008).

La superficie de musculo es un area acanalada y densa formada por pliegues que contienen
receptores de acetilcolina. Enzimas como acetilcolinesterasa (AchE) y otras proteinas incluidas
glicoproteinas necesarias para la estabilidad de la unién neuromuscular se encuentran presen-

tes en las hendiduras sinaptica.
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Figura 1: Esquema de la estructura de la unién neuromuscular.
Ach: actilcolina; AchE: acetilcolinesterasa; Nm: receptor nicotinico muscular; RS: reticulo sarcoplasmi-
co; SERCA: Ca*? ATPasa del RS; RyR: receptor de rianodina; DHPR: receptor de dihidropiridinas

Cuando una despolarizacién, en forma de potencial de accidn nervioso (PA) llega a la termi-
nal nerviosa, los canales de Ca®* dependientes de voltaje que hay en ella se activan y permiten
la entrada de Ca®" en el interior del botén sindptico. Esta entrada de Ca®* produce un aumento
de la [Ca‘?*] intracelular y como consecuencia de esto varios cientos de vesiculas que contienen
Ach se aproximan y se fusionan a la membrana, produciéndose asi la liberacién sincronica de
neurotransmisor hacia la hendidura sinaptica (mecanismo de exocitosis). Bajo condiciones de
reposo (la ausencia de un potencial de accién de nervio en el terminal de nervio distal), existen
pequefos potenciales espontaneos de placa terminal conocidos con el nombre de potenciales
miniatura que pueden ser registrados en el lado postsinapticos de la unién neuromuscular.
Estos potenciales son el resultado de la liberacién de un pequefio nimero de vesiculas que
contienen Ach (Cohen-Cory S, 2002).
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Existen sustancias tales como algunas toxinas bacterianas que interfieren en el mecanismo
de exocitosis antes descripto. Las toxinas producidas por especies como el Clostridium que
incluyen la toxina botulinica y la tetanica, bloquean la exocitosis de las vesiculas de Ach (Tur-
ton y col., 2002). Esta accion trae como consecuencia debilidad muscular o pardlisis del mismo
dependiendo la dosis utilizada. La toxina botulinica es usada terapéuticamente para tratar la
espasticidad en varias enfermedades neuroldgicas y quirdrgicas, para reducir la sudacion ex-
cesiva, y en la industria cosmética para corregir arrugas (Schurch B, 2004; Lowe, 2007).

Una vez que la Ach es liberada desde la terminal nerviosa al espacio sinaptico, este
neurotransmisor se une con el receptor nicotinico en la membrana postsinaptica despolari-
zandola y generando un potencial de accién en la fibra muscular. La propagacién del po-
tencial de accién a lo largo de la membrana postsinaptica a conduce a la liberacion de cal-
cio dentro del musculo.

Este receptor postsinéptico, al cual se une Ach, recibe el nombre de acetilcolinico nicotinico
porque es estimulado tanto por la acetilcolina (neurotransmisor) como por la nicotina (alcaloide)
y pertenece a una familia de conductos iénicos controlados por ligando. Existen diversos subti-
pos de dichos receptores tanto en la unidn neuromuscular (receptor nicotinico muscular) como
en los ganglios (receptor nicotinico ganglionar o neuronal). El tipo muscular es el que se en-
cuentra en el musculo estriado de vertebrados mediando la transmisién neuromuscular mien-
tras que los ganglionares se encuentran en los ganglios y en el SNC.

Los receptores nicotinicos son canales ibnicos pentdmericos con compuerta de ligando, la
combinacion de dos moléculas de ACh con estos receptores al nivel de la superficie externa de
la membrana postsinaptica induce un incremento notable inmediato en la permeabilidad celular
al Na* y Ca®". Al activar la ACh al receptor, se abre su canal intrinseco durante cerca de 1 ms;
durante este intervalo atraviesan el canal cerca de 50.000 iones de Na* (Figura 2). El proceso
de apertura de canales es la base para el potencial despolarizante dentro de la placa motora,
que desencadena el potencial de accién muscular. Este ultimo, a su vez, produce contraccién.

En particular existen dos tipos de receptores nicotinicos musculares: el fetal a1B1¥d y el adulto

a1B1ed y ambos requieren dos moléculas de Ach para su activacién. (Goldman y col., 1988)
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Figura 2: Esquema del receptor nicotinico muscular en estado cerrado y en estado abierto
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Para que la Ach actlie como neurotransmisor en el sistema motor y en otras sinapsis neuro-
nales, debe ser eliminada o inactivada dentro de los limites cronolégicos impuestos por las
caracteristicas de respuesta de la sinapsis. En la unién neuromuscular se necesita la elimina-
cién inmediata para evitar la difusion lateral y la activacion seriada de receptores vecinos. El
exceso de Ach es radpidamente inactivado por hidrélisis por la AchE (acetilcolinesterasa) que se
encuentra en la superficie de la membrana postsinaptica El tiempo necesario para la hidrélisis

de la acetilcolina en la uniéon neuromuscular es menor de 1 ms. (Sanes & Lichtman, 1999).

Acoplamiento excito-contractil

Se denomina acoplamiento excito-contractil al proceso por el cual la despolarizacién del
musculo inicia la contraccién. El potencial de accién se transmite por corrientes de Na* en sen-
tido transverso a todas las miofibrillas a través del sistema T. Este sistema de tdbulos depen-
diente de la membrana celular toma contacto con la membrana del reticulo sarcoplasmico (RS)
formando una triada originado por el sarcolemma, y dos cisternas del RS. Recientemente, se
ha encontrado que la interaccidén directa entre dos proteinas: una trasmembrana localizada
sobre la parte longitudinal del RS (Ank1) y otra miofibrilar (obscurita) causan los contactos mo-
leculares que tienden a estabilizar las estructuras tubulares del RS a lo largo de las miofibrillas
en el musculo esquelético (Barone y col., 2015).

Cuando la despolarizacién llega al RS se produce la liberacion de Ca®*. El acoplamiento ex-
cito contractil en el masculo esquelético de vertebrados ocurre por un mecanismo mediado por
una interaccion proteina — proteina entre el receptor de rianodina (RyR1) del RS con el receptor
de dihidropiridina (DHPR). EI DHPR actia como un sensor de voltaje capaz de cambiar su
conformacion con los cambios de voltajes que ocurren en el tdbulo transverso o tdbulos T y de
esta manera activar al RyR1 presente en el RS a través de una interaccién directa que tiene
como consecuencia final la liberacion de Ca* intracelular. En cambio el RyR es un canal de
Ca*®de alta conductancia, siendo el responsable de la liberacion de Ca® que activa la contrac-
cién muscular en todas las fibras de musculo estriado.

La interaccion entre DHPR y RyR esta estabilizada por una serie de proteinas y juega un rol
fundamental en acoplamiento excito contractil en el musculo esquelético. El DHPR interacciona
con el RYR por medio de la uniéon de al menos una de sus regiones citoplasmaticas con el
musculo permitiendo asi la liberacion de Ca®. Esta interaccién puede ser modificada por la
fosforilacion del DHPR mediada por proteinas quinasas dependientes de AMPc (Meissner &
Lu, 1995) (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de la interaccion DHPR- RyR. Adaptado de Meissner & Lu, 1995

En una etapa posterior, la lieracion de Ca®* es amplificada por liberacién de Ca®* del RS,
este proceso esta mediado por activacion de canales que no estan unidos a los de DHPR. El
Ca™ es el activador final del proceso que vincula la excitacién de la membrana con el comienzo
de la contraccién muscular. El masculo esquelético depende exclusivamente del Ca*" intracelu-
lar para contraerse.

En un nivel de reposo de [Ca®']i la tropomiosina bloquea estéricamente el sitio activo de
la actina, y en consecuencia, la adherencia de la cabeza de miosina. Cuando el Ca®* se
eleva, se une a la troponina C (TnC). La interacciéon del Ca®* con la troponina C suspende
la inhibicion que la troponina | y la tropomiosina ejercen sobre la interaccién actina-miosina,
lo que permite que la tropomiosina se desplace del sitio activo de la actina que rapidamen-
te se une a las cabezas de miosina iniciandose la contraccién muscular por hidrélisis del
ATP (Lamb GD, 2000). EI ATP es hidrolizado a ADP y compuestos de fosfato inorganico de
alta energia (Pi) quedando estos productos de hidrolisis ligados al sitio activo de la miosi-
na. Consecuentemente el paso critico para el acoplamiento excito contractil es la genera-
cion de fuerza por la unién de la cabeza de miosina al filamento de actina formando lo que
se conoce con el nombre de “cross-bridge” .Esta reaccion exotérmica brinda energia para

la formacion de un angulo en la cabeza de miosina que desencadena el corrimiento acto-
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miosinico. El proceso es totalmente reversible en condiciones de produccién de ATP; éste
ATP reemplaza al ADP remanente para iniciar otro ciclo de acortamiento actomiosinico. La
figura 4 resume de forma esquemadtica las etapas descriptas anteriormente.
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Figura 4: Representacion esquematica del acoplamiento excito- contractil.

Por el aumento de la [Ca2+]i se produce también la unién de éste a las CaATPasas del
reticulo sarcoplasmico, iniciAndose la recaptacion, la cual predomina por sobre la liberacion
de Ca®* durante la repolarizacién. En consecuencia, se desencadena la relajacion muscular
ya que desciende el nivel de Ca®* en los rniofilamentos y el Ca®* se disocia de sus sitios de
fijacion sobre la troponina. La tasa de remocién de Ca®* citoplasmico es, aproximadamente,
de 50 umoles/ms y es amortiguado inicialmente por proteinas solubles citoplasmicas como
la parvalbumina y, finalmente, recapturado por la ATPasa de Ca* del reticulo sarcoplasmi-
co (SERCA) (Yu & Catterall, 2003). La parvalbumina es una proteina monomérica de 12
kDa, que une Ca** y Mg®* con alta afinidad y tiene un papel importante en la relajacién de
los musculos rapidos. Mientras que las proteinas citosélicas manejan el Ca®* de manera
transitoria con una cinética rapida, la SERCA retorna el Ca®" a su interior con una cinética
mas lenta. (Lamb GD, 2000).

Experimentos realizados en microsomas del RS de musculo esquelético muestran que el
derivado benzotiazinico: CGP-37157 usado comunmente para bloquear el intercambiador
Na*/Ca®* mitocondrial inhibe la actividad de la SERCA con una CE50=9.9 M y activa los cana-
les de RyR con una CE50=12.0 M. (Neumann y col., 2011).
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Drogas que actuan en el musculo esquelético
a) Drogas con accion agonista nicotinica muscular

Los estimulantes de los receptores de Ach comprenden a un grupo numeroso de farmacos
que la imitan. Los efectos de la Ach cubren una amplia variedad de actividades dependiendo
del tipo de receptor activado: muscarinico o nicotinico. Los analogos de Ach pueden dividirse
en dos grandes grupos: 1) esteres sintéticos y 2) alcaloides colinomiméticos naturales.

Dentro del primer grupo, la metacolina (éster de colina) se diferencia de la Ach por su ac-
ciébn mas duradera y selectiva. Esta accion mas prolongada es debido a la resistencia a la hi-
drdlisis por las colinesterasas que le confiere el grupo metilo adicional. Si bien posee predomi-
nio de acciones muscarinicas también posee acciones nicotinicas leves.

Por su parte el carbacol y el betanecol, ésteres de carbamoilo no sustituidos de Ach, son
totalmente resistentes a la hidrdlisis por las colinesterasas. Mientras que el betanecol posee
predominantemente acciones muscarinicas, el carbacol conserva importante actividad nicotini-
ca ademas de muscarinicas.

Los tres alcaloides naturales principales de este grupo: pilocarpina, muscarina y arecolina,
tienen los mismos sitios principales de accion que los ésteres de colina que se han descripto.
Sin embargo solo la arecolina actia también al nivel de los receptores nicotinicos.

En la figura 5 se muestran los registros fuerza de contraccién obtenidos en laboratorio en
recto abdominal de batracio aislado mediante el agregado de dos agonistas nicotinicos muscu-
lares, observandose una contraccién lenta y sostenida caracteristica de este musculo.
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Figura 5: Registro de fuerza de contraccién vs tiempo obtenidos por el agregado de Ach
(izquierda) y carbacol (derecha) en un preparado “ex vivo” de recto abdominal de batracio
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b) Agentes bloqueantes neuromusculares

Los farmacos que actuan bloqueando la unién neuromuscular se clasifican en dos grandes

grupos: blogueantes nicotinicos competitivos y bloqueantes nicotinicos despolarizantes.

b) i) Bloqueantes nicotinicos competitivos (d-tubocurarina y demas derivados del curare)

Son antagonistas del receptor nicotinico, se combinan con el receptor nicotinico en la
placa terminal y compiten con la Ach por la union a este, pero no presentan actividad in-
trinseca. Cuando se aplica directamente el farmaco en la placa terminal de una sola fibra
muscular aislada, la célula muscular se vuelve insensible a los impulsos del nervio motor y
a la Ach aplicada directamente, sin embargo la region de la placa terminal y el resto de la
membrana de la fibra muscular retienen sus sensibilidades normales a la estimulacion eléc-
trica directa (Goodman & Gilman, 2014).

Estos farmacos causan paralisis flaccida del musculo esquelético dado que ante un
nuevo impulso del nervio motor el misculo esquelético no puede contraerse (disminuye la
amplitud del PPT de manera tal que no llega al umbral para la iniciaciéon de un PA propa-
gado, ver Figura 6 a).

Los bloqueantes nicotinicos competitivos se pueden clasificar de acuerdo al tiempo de ac-
cién del farmaco. A saber: bloqueantes de accion prolongada, intermedia o breve.

En muchos casos, los agentes de accion prolongada son los mas potentes, por lo que
se requiere su Uso a concentraciones bajas. La necesidad de administrar estos compuestos
a concentraciones reducidas retrasa el inicio de su actividad. En este grupo encontramos
drogas como d-tubocurarina, metocurina, pancuronio y doxacurio, las cuales producen
un bloqueo persistente y por ende presentan dificultad para la reversion completa después
de intervencion quirdrgica.

El vecuronio, atracurio y rocuronio por su parte son compuestos de duracién intermedia.
En particular el rocuronio presenta ademas un inicio de accion rapido y potencia baja, es por
esto que a menudo es utilizado para relajar los misculos laringeos y maxilares y facilitar asi la
intubacion traqueal.

A esto farmacos le siguié la sintesis del agente de accion breve mivacurio. Este Gltimo de-
rivado es eliminado del organismo mediante hidrélisis de colinesterasas plasmaticas la cual es
independiente de la funcién renal del paciente (Goodman & Gilman, 2014).

Dado que estos farmacos son blogueantes competitivos del receptor nicotinico muscular, su
accién puede ser revertida mediante el aumento de las concentraciones de Ach en la unién
neuromuscular. Este efecto puede lograrse mediante la utilizacion de farmacos antiche como

fisostigmina (Figura 6b).
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Figura 6: (a) Potencial de placa terminal normal y con dTC. (b) Reversién con fisostigmina de la ac-

cion de dTC sobre la fuerza de contraccién en el recto abdominal de batracio estimulado eléctricamente.

En este aspecto, en la Figura 7 se muestra la accién del pancuronio en un muasculo esquelé-

tico aislado sin estimulo eléctrico (recto abdominal de batracio). Este farmaco bloquea competi-

tivamente los receptores nicotinicos musculares de forma tal que para revertir este bloqueo es

necesario el agregado de dos dosis sucesivas de carbacol.
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Figura 7: Actividad de pancuronio en el musculo esquelético:

registro de fuerza de contraccion en recto abdominal de batracio
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Aunque en particular, la tubocurarina bloquea con eficacia la transmision, tanto al nivel de
las placas motoras terminales como de los ganglios autdnomos, predomina su accioén sobre el
primer sitio lo que le confiere su propiedad de relajante muscular del musculo esquelético. Por
ello, estos farmacos son utilizados en terapéutica como coadyuvantes en procedimientos qui-
rurgicos que impliquen el uso de anestesia general. El bloqueo de transmisién neuromuscular
es un rasgo importante durante la anestesia y el tratamiento de cuidado intensivo de pacientes,
dado que permite disminuir las dosis de anestésicos a utilizar y por ende aminorar los efectos
adversos que pueden ocasionar los mismos. La seleccion terapéutica de estos agentes blo-
gueantes nicotinicos competitivos como coadyuvantes de la anestesia debe orientarse a lograr
un espectro farmacocinético compatible con la duracidén del procedimiento por efectuar (Velaz-
quez, 2008). Dado que los agentes de bloqueo neuromuscular son farmacos potencialmente
peligrosos sélo deben ser aplicados por anestesiélogos y en condiciones de facil acceso a me-

dios para una eventual reanimacién cardiovascular y/o respiratoria.

Metabolismo y eliminacion de agentes bloqueantes neuromusculares

La mayoria de los blogueantes neuromusculares sufren eliminaciéon renal, metabolismo y
depuracion hepatica. Sin embargo, algunos de ellos como el mivacurio son metabolizados s6lo
por accion de la butirilcolinesterasa, lo que constituye una via alternativa en pacientes que po-
seen su funcion renal disminuida. La diferencia en duracion de accién de estos bloqueantes es
debida en gran medida a la diferencia en la sensibilidad de los mismos frente a la actividad de
las butinilcolinesterasas. En la tabla 1 se muestra el modo de eliminacién de los bloqueantes

neuromusculares competitivos clasificados de acuerdo a su duracion de accién.

Tabla 1: Clasificacion de los bloqueantes neuromusculares competitivos de acuerdo
a su duracion de accion y comparacion del modo de eliminacion de los mismos

Farmaco bloqueante neuromuscular competitivo Modo de eliminacion
d-tubocurarina Eliminacién renal, depuracién
hepatica
B B Pancuronio Eliminacion renal, metabolismo
Larga duracion de accion y depuracién hepética
Doxacurio Eliminacion renal, metabolismo
y depuracién hepatica
Breve duracién de accion Mivacurio Hidrdlisis por colinesterasas
plasmaticas
Atracurio Hidrdlisis por colinesterasas
plasmaticas e hidrdlisis espon-
Duracién de accion intermedia taneas
Rocuronio Metabolismo hepatico y depu-
racién renal
Vecuronio Metabolismo y depuracion he-
patica; eliminacion renal
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Propiedades farmacoldgicas adicionales al bloqueo nueromuscular de los bloqueantes
neuromusculares competitivos

Los agentes bloqueantes neuromusculares competitivos no poseen efectos centrales dada
su incapacidad para atravesar la barrera hematoencefdlica, sin embargo algunos de ellos pue-
den producir bloqueo ganglionar o muscarinico con potencia variable ocasionando en el pa-
ciente una caida en la presion arterial y taquicardia (Habre y col., 2008). El mivacurio, rocuronio
y atracurio son los congéneres mas selectivos por lo que su uso permite mantener las reaccio-
nes cardiovasculares reflejas durante la anestesia (Goodman & Gillman, 2014).

Tubocurarina y sus congéneres mivacurio y atracurio en menor medida, pueden producir des-
carga de histamina por un efecto directo del farmaco en el mastocito ocasionando efectos adversos

como broncoespasmo, hipotension, secrecion bronquial y salival aumentada (Watkins, 1994).

b)ii) Agentes despolarizante neuromusculares

Los agentes despolarizantes como la succinilcolina o el decametonio despolarizan la mem-
brana al inicio de su actividad al agonizar los receptores nicotinicos musculares de manera similar
a la Ach. Sin embargo, dado que estos agentes son mas resistentes a la accién de la acetilcoli-
nesterasa persisten por mas tiempo en la unién neuromuscular. Por lo tanto, la despolarizacién
es mas prolongada y da por resultado un breve periodo de excitacion repetitiva que puede des-
encadenar una excitacién muscular transitoria y repetitiva (fasciculaciones) la cual es seguida por
el bloqueo de la transmisién neuromuscular y pardlisis flacida (denominada bloqueo de fase ).
Este bloqueo es originado por la incapacidad de los canales de sodio de volver a abrirse hasta
gue se repolarice la placa terminal y por ende su accién no puede ser revertida por un antiche
como la fisostigmina (ver fig. 8b). En este punto la liberacién neural de la Ach da por resultado la

unién de Ach a los receptores en una placa terminal ya despolarizada (figura 8 a).
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Figura 8: (a) Potencial de placa terminal normal y con succinilcolina. (b) Reversion con fisostigmina
de la accion de succinilcolina sobre la fuerza de contraccién en el recto abdominal de batracio es-

timulado eléctricamente



La succinilcolina es el Unico de estos agentes utilizado en clinica y es administrada para fa-
cilitar la intubacién traqueal por relajar los musculos laringeos y maxilares (Bevan, 1994). Su
inicio de accion es mas rapido que otros relajantes no despolarizantes, su tiempo de duracién
de accidn es corto (6 a 8 minutos) y su eliminacion esta mediada por la accién de pseudocoli-
nesterasas por ende es independiente de la funcion renal del paciente. El inicio de accion de su
actividad es dosis dependiente y dosis elevadas pueden producir pardlisis generalizada del
paciente (Goodman & Gillman, 2014).

Dentro de los efectos adversos mas frecuentes que puede presentar el paciente con el tra-
tamiento con succinilcolina se encuentran dolor posoperatorio, hiperpotasemia y aumento de la
presién intraocular. En casos més graves y con menor frecuencia de aparicion existe el riesgo
de pardlisis respiratorio o de hipertermia maligna.

El efecto secundario muscular ha limitado el uso de la succinilcolina como farmaco preope-
ratorio. Este efecto se manifiesta por el aumento subito en el suero de creatina kinasa. En es-
tudios clinicos recientes se ha encontrado que el tratamiento previo a succinilcolina con un
bolqueante nicotinico muscular no despolarizante como el rocuronio disminuye significativa-
mente los niveles de cretina kinasa y por ende el efecto no deseado del farmaco despolarizante
sobre el musculo esquelético (Farhat y col., 2013).

En algunos pacientes se ha manifestado apnea prolongada post administracion de succinil-
colina debido en la mayoria de los casos a la presencia de colinesterasas plasmaticas atipica o

deficiencia de esta enzima (Goodman & Gillman, 2014).

c) Agentes anticolinesterasicos

Los farmacos anticolinesterasicos o AntiChE, prolongan la permanencia de la Ach en las
uniones neuromusculares al inhibir a la AchE (acetilcolinesterasa), esto permite que el neuro-
transmisor se fije de nuevo a receptores multiples. La estimulacién sucesiva mediante difu-
sion al nivel de los receptores vecinos da por resultado prolongacién del tiempo de desapari-
cion del potencial de la placa terminal. La AchE posee tres dominios definidos para ligandos
inhibidores: el saco acilo del centro activo, el subsitio de la colina sobre el centro activo y el
sitio anidnico periférico.

La distinta velocidad de regeneracion de la AchE después del tratamiento con los diferentes
farmacos anticolinesterasicos lleva a denominarlos como reversibles (alcoholes simples y
derivados carbamicos como el edrofonio, fisostigmia, neostigmina entre otros) e irreversi-
bles (compuestos organofosforados) (Velazquez, 2012). En la figura 9 se muestran los meca-
nismos de inhibicion de la AchE reversible e irreversible.
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Figura 9: Mecanismos de inhibicién y reactivacion de la acetilcolinesterasa

Los agentes anti-ChE pueden producir:
a) Estimulacion indirecta de los receptores muscarinicos al nivel de los érganos efectores

autéonomos por aumentar el tiempo de permanencia de Ach en las sinapsis colinérgicas.

b) Estimulacion de todos los ganglios autbnomos y del musculo estriado por aumentar el tiempo

de permanencia de Ach tanto a nivel de los receptores nicotinicos ganglionares como musculares.

c) Estimulacion indirecta de los sitios receptores colinérgicos en el SNC.

En esta seccion nos centraremos en la accién de los agentes anticolinesterasicos a nivel

del musculo esquelético.

En la figura 10 se muestra un registro obtenido en recto abdominal de batracio. En el

mismo puede observarse el aumento en la fuerza de contracciéon de dicho misculo cuando se

administra fisostigmina antes del agregado de Ach.

Ach 1000 ug/ml

1

Ach 1000 ug/ml
FISOSTIGMINA

Figura 10: Accién de fisostigmina en musculo esquelético. Registro de fuerza de contraccion en rec-

to abdominal de batracio sin estimulo eléctrico
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En general, los compuestos que contienen un grupo de amonio cuaternario no penetran por
las membranas celulares con facilidad; de ahi que las drogas anti-ChE de esta categoria tales
como nesotigmina se absorban mal por el tubo digestivo o por la piel, y sean excluidas del
SNC por la barrera hematoencefélica después de administrarse a dosis moderadas. Por otra
parte, estos compuestos actian de preferencia en las uniones neuromusculares del musculo
estriado y ejercen una doble accién, como agentes anti-ChE y como agonistas directos del
receptor nicotinnico musuclar a diferencia de otros anti-ChE como la fisostigmina (Figura 11).
Por otra parte, estos farmacos tienen un efecto relativamente menor en los sitios efectores

auténomos y ganglionar.
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Figura 11: Accién de neostigmina en musculo esquelético. Registro de fuerza de contraccién en recto
abdominal de batracio sin estimulo eléctrico

Las acciones antes descriptas les brinda dos utilidades terapéuticas principales: tratamiento
de la "miastenia gravis" (ver seccion posterior: Diagnéstico y tratamiento de Miastenia gravis) y
la posibilidad de reversion de una intoxicacion con agentes curarizantes. Ej.: fisostigmina, neos-
tigmina, piridostigmina.

En contraste, los compuestos mas liposolubles tales como los compuestos organofosfora-
dos como el malatién se absorben por via oral y generan efectos tanto en los receptores coli-
nérgicos periféricos como centrales y pueden quedar secuestrados en lipidos durante periodos
prolongados (Storm y col., 2000). Estas propiedades le confieren toxicidad a este grupo de
compuestos, la misma depende del tipo de compuesto y sus efectos farmacolégicos varian de
acuerdo al grado de toxicidad y via de entrada en el organismo (inhalacion, ingestion o percu-
tanea). Las intoxicaciones con compuestos organofosforados pueden generar tres cuadros

clinicos diferentes: la intoxicacion aguda, un sindrome intermedio y una neurotoxicidad tardia.
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El cuadro de intoxicacién aguda genera un conjunto de signos y sintomas denominados sin-
drome colinérgico caracterizado por cambios en el estado de conciencia, debilidad muscular y
excesiva actividad secretora. La aparicién de este cuadro varia entre pocos minutos hasta doce
horas posterior al contacto con el toxico y depende de variables como: la edad del paciente, la
cantidad ingerida y la toxicidad intrinseca del organofosforado. En particular, en nifios los efec-
tos nicotinicos se observan con mayor frecuencia que en los adultos. El tratamiento inicial es
un tratamiento de sostén respiratorio mecanico, una descontaminacion adecuada segun la via
de entrada del téxico y un manejo especifico de la intoxicacién mediante la administracion de
atropina para el control de los efectos muscarinicos y pralidoxima (oxima) que actia mediante
la reactivacién de la acetilcolinesterasa eliminando su grupo fosfato y permitiendo la regenera-
cién de la de esta enzima (Figura 9) (Fernandez y col., 2010).

Posterior a una dosis de un compuesto organofosforado la administracion intravenosa de
pralidoxima reestablece notablemente la reaccién a la estimulacién del nervio motor en un
tiempo de algunos minutos. Si bien a dosis muy altas la pralidoxima puede producir bloqueo
neuromuscular, esto no ocurre a las dosis recomendadas para el tratamiento de intoxicaciones.
De todos modos, cuando la infusion de este antidoto es rapida el paciente puede sufrir efectos
adversos tales como debilidad leve, vision borrosa, mareos, diplopia, cefalalgia, nauseas y
taquicardia (Goodman & Gilman, 2014).

Diagnéstico y tratamiento de Miastenia gravis

La miastenia gravis (MG) esta desencadenada por un defecto en la neurotransmisién sinép-
tica neuromuscular debido a la reduccién en los receptores nicotinicos por la reaccion de anti-
cuerpos especificos contra estos receptores. Clinicamente se caracteriza por fatiga y debilidad
de musculo (Morrison BM, 2016).

El diagndstico en la mayoria de los casos depende del reconocimiento de manifestaciones
clinicas. Sin embargo, es indispensable diferenciar esta patologia de otras enfermedades neu-
rasténicas, infecciosas o neoplasicas. En este aspecto la MG es el Unico padecimiento de este
tipo que mejora los sintomas y signos con la accion de farmacos anticolinesterasicos (Drach-
man DB, 2016). La prueba de edrofonio (anticolinesterasico) se utiliza para confirmar diagnosti-
co de MG. Esta prueba consiste en la inyeccion intravenosa rapida de 2 mg de cloruro de edro-
fonio. Luego de la inyeccion se evalia mejoria de la fuerza como respuesta positiva a MG. Si
45 segundos después de la primera dosis no hubo efecto se realiza una administracién adicio-
nal de 8 mg y se reevalla la respuesta (Goodman & Gillman, 2014).

En la actualidad existen otros elementos de diagndstico que involucran: medida de anticuer-
pos en plasmas o la identificacion de dichos anticuerpos en biopsias musculares (Lee & Jan-
der, 2016).

El tratamiento clasico de la MG implica el aumento de la transmision neuromuscular por
farmacos anticolinesterasicos como piridostigmina o neostigmina que preservan la Ach endé-
gena. Mientras que en situaciones donde sea necesario alcanzar una mejoria rapida se puede

administrar inmunoglobulina intravenosa; la terapia con inmunosupresores (inhibidores de cal-
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cineurina o glucocorticoides) o con anticuerpos monoclonares (como el rituximab) dan resulta-
dos positivos a largo plazo. La extirpaciéon quirdrgica del timo también es considerada una op-
cién terapéutica con resultados beneficiosos a largo plazo. Aunque el tratamiento es de por
vida, la mayoria de paciente obtienen buenos resultados mejorando su sintomatologia y por
ende su calidad de vida (Drachman DB, 2016; Lee & Jander, 2016).

d) Relajantes musculares directos

Farmacos como el dantroleno que disminuyen la liberacién de calcio del RS mediante el
bloqueo de los receptores RyR1 producen desacoplamiento excito-contractil y por lo tanto me-
nor contractilidad.

El dantroleno es el farmaco de eleccidn en la profilaxis y tratamiento de la hipertermia maligna.

La hipertermia maligna es un desorden farmacogénetico disparado por el uso de algunos
anestésicos generales halogenados y /o succinilcolina y es caracterizado por sintomas como
aumento de la temperatura corporal, rigidez del masculo esquelético y acidosis metabdlica.
Este desorden esta asociado a la mutacion del receptor de rianodina 1 (RyR1) lo que conduce
a un manejo del calcio desequilibrado. La administracion temprana de dantroleno ante los pri-
meros sintomas y las suspension de los agentes que desencadenan dicho desorden son fun-
damentales en el tratamiento del paciente (Broman y col., 2015)

El dantroleno también se utiliza en otros estados hipercatabdlicos y en espasticidad muscular de

distintos origenes como esclerosis mdltiple, paralisis cerebral, lesién medular o golpe de calor.

Preparados bioldgicos para el estudio experimental de farmaco
que actuen en el musculo esquelético

La union neuromuscular es una de las sinapsis mas extensamente estudiadas dado que ha ser-
vido como prototipo para el estudio y la comprension de la transmision eléctrica y la comunicacion
entre neuronas y células efectoras dentro de los sistemas centrales y periféricos nerviosos.

En el siguiente apartado se describiran dos preparados biolégicos de respuesta contractil dife-

rente utilizados en laboratorio para el estudio de la unién neuromuscular y el misculo esquelético.

Recto abdominal de batracio

Si bien el recto abdominal de batracio es un musculo estriado, este no se comporta como un
musculo voluntario y responde al agregado de Ach o a drogas agonistas nicotinicos musculares

dando una contraccién lenta y sostenida cominmente denominada contractura (Figura 12) Por
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lo tanto, el aislamiento de este musculo forma parte de una a preparacion experimental extre-
madamente (til. Con este preparado podemos mostrar en el laboratorio las acciones compues-
tos que bloquean la transmision en la unién neuromuscular y también de compuestos que ac-
tuan aumentando la concentracién de Ach en dicha unién.

Este preparado puede ser realizado a partir de cualquier batracio de aproximadamente 150
gramos de peso. Una vez anestesiado se posiciona el animal en forma decubito dorsal y se
diseca la piel externa sin cortar el abdomen. Luego se corta a través del esternon justo por
encima de la base, se carga por el margen del musculo recto abdominal (Figura 12), se levanta
suavemente y se corta. Una vez aislado el muasculo se transfiere a una caja de petri con solu-
cién Ringer batracio.

Dado que los batracios son animales de sangre fria, el musculo una vez que fue aislado es
mantenido a temperatura ambiente durante todo el experimento. El mismo se divide en dos y se
ata de ambos extremos. Uno de los ellos es fijado a una cuba de doble camisa (Figura 13) mien-
tras que el otro a un extremo movil o palanca que se encuentra acoplado a un traductor de fuer-
za. La precarga sobre la palanca se ajusta entre 0.5 y 1 gramo con una pesa para asegurarse
que el musculo vuelva a su linea de base luego del agregado de cada droga (Kitchen, 1984).

La precarga de la preparacion debe establecerse unos 30 minutos previos a que el experi-

mento comience.

Vista ventral de
batracio

| Pectoral

| Recto abdominal |

iTiblicwoe mayor

Carbacol 1000 wgémi

Figura 12: Vista ventral de los musculos esqueléticos abdominales de batracio (izquierda) y registro
tipico de fuerza de contraccién de recto abdominal de batracio (derecha)
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Figura 13: Foto de una cuba de doble camisa donde se monta el preparado

Algunos protocolos a realizar en el laboratorio y cuestiones para pensar

1.  ¢Qué respuesta obtendria al tratar el recto abdominal de batracio con Ach?
;Como ejerce su efecto Ach en este musculo? ;De dénde proviene el Ca** para la
contraccion en el musculo esquelético?

2. ;Qué efectos produce en el musculo esquelético el agregado de succinilcolina
a bajas dosis? 4 Y cuales a dosis mayores?

3. Grafique los registros que obtendria con el agregado de fisostigmina previo al
agregado de Ach. Justifique.

4. Grafique en secuencias los registros a obtener con las siguientes intervencio-
nes experimentales y explique los respectivos mecanismos de accion en un preparado
de recto abdominal de batracio

- control — Ach- lavado- neostigmina y sin lavar Ach (igual dosis)
- control - adrenalina — lavado — Ach — lavado — pancuronio y sin lavar

Ach (igual dosis)

- control — Ach — lavado — Succinilcolina y sin lavar Ach.

Preparacion de nervio frénico-diafragma de rata

En contraste con el recto abdominal de batracio, la respuesta a la estimulacién del nervio es

una contraccion rapida como consecuencia de la liberacion acetilcolina en la regién especiali-

zada de la placa motora terminal. Esta liberacién causa una despolarizacién local produciendo

un potencial de placa terminal. Por lo tanto, este preparado nos permitir4 observar las caracte-

risticas espigas o twich del musculo esquelético (Figura 14). Las respuestas contractiles de

estas fibras son todo o nada a diferencia de las contracciones graduales observadas en el recto

abdominal o en preparaciones de musculo liso (Kitchen, 1984; Levingstone, 1970).
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Esta preparacién es util para el estudio de los efectos de diferentes drogas sobre las espi-
gas contractiles del diafragma en respuesta a un estimulo eléctrico sobre el nervio frénico.
Una vez que la rata (200 gramos aproximadamente) fue anestesiada con uretano se corta el
térax en forma vertical a través del esterndn y se abre hacia la parte superior. Dado que el ner-
vio frénico se extiende desde el diafragma hacia el timo (Figura 14), para su remocion se corta
debajo del diafragma separando las costillas, continuando la incisién por el borde de las mis-
mas hacia la vena cava. Una vez alli, se libera el nervio frénico y se corta tan cerca del timo
como sea posible. La preparacion asi aislada se transfiere hacia una caja de petri que conten-
ga solucién Krebs. Se sujetan dos hilos al preparado: uno al apice del diafragma y el otro hacia
final de nervio. Una vez sujetado de esta forma se monta en una cuba de doble camisa que
contiene solucién de Krebs burbujeada con carbdgeno y termostatizada a 37°C. Se aplica un

estimulo de campo mediante un estimulador eléctrico a frecuencia constante y se registra.

Timeo
A
Corazdn F
— .
N ————————r. Puimonss
Muygcibos gl
deaafragma
A F A
Hervias r’/ >
Firésniicos L:-c":s:-: Area
tendincsa del t
adiafragm

Figura 14: Esquema del térax de la rata donde se puede observar el musculo del diafragma y los
nervios frénicos (izquierda) y registro tipico de fuerza de contraccién del preparado diafragma-nervio
frénico de rata (derecha)

Algunos protocolos a realizar en el laboratorio y cuestiones para pensar
1. ¢ Qué respuesta obtendria al tratar el preparado de diafragma de rata con esti-
mulo eléctrico con Ach? ;Y con fisostigmina?
2. ¢ Qué efectos produce en este preparado el agregado de neostigmina? Y el
agregado de pancuronio? Justifique su respuesta.
3. Grafique en secuencias los registros a obtener con las siguientes intervencio-
nes experimentales y explique los respectivos mecanismos de accion en un preparado
de nervio frénico-diafragma de rata con estimulo eléctrico
- i) control — carbacol - lavado- piridostigmina — lavado — piridostigmina 2 min y
sin lavar carbacol (igual dosis)
- i) control — Ach — lavado — piridostigmina 2 min y sin lavar Ach (igual dosis)
(compare con la respuesta obtenida en i)

- iii) control — Ach — lavado — Succinilcolina (baja dosis)
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CAPITULO 2
Farmacodinamia cardiaca

Alicia E. Consolini, R. Gisel Diaz y Maria Inés Ragone

"He aqui mi secreto, que no puede ser mas simple:
sdlo con el corazdn se puede ver bien, lo esencial es invisible a los ojos"

ANTOINE DE SAINT-EXUPERY, El principito

Potenciales de accion cardiacos y sitios de accion de farmacos

El corazdn presenta dos tipos de células excitables especializadas para distinta funcion: las
células marcapasos o automaticas para generacion y conduccién del potencial de accién (PA),
y las células miocardicas encargadas de la contraccion. Ambas presentan diferentes potencia-
les de accion. Recordemos que las fibras contractiles de ventriculo o auricula presentan un
potencial de accién rapido (fase 0), seguido por una meseta (fase 2). La duracion y amplitud del
PA es variable en las distintas partes del corazén, siendo mas breve en las fibras auriculares
que en las ventriculares. También este potencial rapido es caracteristico de las fibras de Pur-
kinje (sistema de conduccion) aunque en estas existe una despolarizacion diastélica lenta en la
fase 4. Esto les da las caracteristicas de células automaticas, aunque se disparan a menor

frecuencia que las de los nédulos sinusal y auriculo-ventricular.

a) Farmacos que afectan al potencial de acciéon del miocardio contractil

El PA se inicia con la fase cero, cuando por la llegada de un estimulo despolarizante (con-
ducido por corrientes de K* entre las fibras miocardicas a modo de sincicio) se alcanza el um-
bral de activacion de los canales de Na®. Estos canales voltaje-dependientes generan un gran
cambio en el potencial de membrana (Em) desde alrededor de -80 mV hasta +20 o +30 mV,
voltaje en el cual se inactivan en aproximadamente 1 ms. El breve periodo en el cual se produ-
ce el flujo del i6bn se denomina “estado activado”. Luego el canal cambia su conformacién con
la despolarizacion y alcanza su “estado inactivado”. Recién cuando la fibra se repolariza y el

Em vuelve al potencial inicial (-80 mV o mas negativo) el canal vuelve al “estado de reposo”.
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Mientras el canal de Na® se encuentre inactivado no podra generarse un nuevo potencial de
accion, y entonces la célula se encuentra en su periodo refractario.

La corriente de Na* rapida hacia el interior (ly,) puede ser bloqueada selectivamente por te-
trodotoxina (TTX), que se une irreversiblemente al canal impidiendo la activacién del mismo, y
esta herramienta se emplea farmacol6gicamente para detectar la corriente o bloquearla. Pero
terapéuticamente existen farmacos capaces de bloquear la Iy, que, consecuentemente, dismi-
nuyen la velocidad maxima de despolarizacion (Vmax) de la fase 0. Los bloqueantes de los
canales de Na’ incluyen a quinidina, procainamida, disopiramida, lidocaina, fenitoina,
mexiletina y a los actualmente mas empleados en terapéutica flecainida y propafenona. Son
farmacos con propiedades antiarritmicas que por este mecanismo se clasificaron como de
clase | (segln la clasificacién de Vaughan-Williams). También la amiodarona es un antiarrit-
mico blogueante de la corriente de Na*, aunque ha sido clasificado de clase Il por su prolon-
gacion del PA (Figura 1).

Los bloqueantes de los canales de Na* se enlazan al canal de Na* preferentemente en el
estado inactivado (o incluso en el breve periodo activado). Por ello, el efecto es dependiente de
la frecuencia de estimulacién (a mayor frecuencia habra mas posibilidades de encontrar cana-
les en el estado inactivado) y del voltaje (la despolarizacion inactiva los canales). De este mo-
do, se obtiene mayor bloqueo cuando el corazén late con mas frecuencia (en taquicardia son
mas efectivos) o si esta parcialmente despolarizado (por ej. durante la isquemia miocardica que
promueve arritmias). Estas caracteristicas le dan selectividad a los farmacos antiarritmicos, de

modo que bloqueen los PA anormales sin afectar el ritmo y conduccién normal cardiaco.

Ca®
1 Clase IV

Dmv EREERE R RERARS R RSN R R R ] EX TR (R R R R R R R R R R R R R R R R R R SR R R L N

0
Clase Il |
i
Ca®
Clase | Clase IV 4

Il
90 mV \.—-’K—p

Figura 1: Esquema de un potencial de acciéon miocardico ventricular en el que se marcan los cana-
les que son el blanco de inhibicién de las drogas antiarritmicas segun la clasificacion de Vaughan Wi-
lliams. La fase 4 tiene despolarizacion espontanea en las fibras de Purkinje. Leer los mecanismos co-

rrespondientes en el texto.
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Luego de la fase 0 se observa una repolarizacion rapida pero poco duradera, conocida co-
mo fase 1, que se debe al eflujo de K" (antes se consideraba debida al ingreso de CI). La por-
cién del PA que se desarrolla a voltajes positivos se denomina "overshoot". No se conocen
farmacos que actien en esta fase.

La fase 2 0 de meseta se origina por una corriente lenta despolarizante transportada prin-
cipalmente por Ca®*, que ingresa a través de canales tipo L. Estos canales lentos (L) se activan
a alrededor de -40 mV y se inactivan en aproximadamente 50 mseg (notar diferencia con la Iy,).
Le dan a la meseta una duraciéon de 180 a 200 mseg. Los canales lentos son insensibles a TTX
pero pueden ser bloqueados por magnesio, manganeso y cadmio, que compiten con el
ca* por ser cationes divalentes, y por farmacos conocidos como antagonistas calcicos o
bloqueantes de calcio (BCa), por ej. verapamil y diltiazem (antiarritmicos clase IV), que se
enlazan al canal lento cuando esté inactivado demorando su préxima reactivacion. Bloquean el
influjo de Ca** de modo dependiente de la frecuencia y del voltaje. Es decir, que el bloqueo es
mayor cuando existe taquicardia o arritmias, lo cual le da selectividad a estos farmacos para
corregir la anomalia en el ritmo de células arritmogénicas sin afectar a las fibras normales.

Ademas de regular la duracion del PA, la corriente de Ca®*-tipo L (Ica,L) es el principal regu-
lador del proceso de excitacion-contraccion, promoviendo la liberacién de Ca*-inducida por
Ca™. Es estimulada por las catecolaminas que actiian en el receptor B-adrenérgico. In vivo
los antagonistas del receptor 3-adrenérgico (algunos de los cuales son considerados antiarritmi-
cos de clase Il) reducen indirectamente a las corrientes de Ca**. El receptor B se acopla median-
te una Gs a la cascada de activacién de la adenilatociclasa (AC) y se estimula una proteina-
quinasa A (PKA) que fosforila los canales L, aumentando asi la amplitud de la corriente de Ca®*
(como se vera mas adelante). Al canal de tipo L se lo denomina también receptor de dihidropiri-
dinas (DHPR, dihydropyridine receptor) dada su sensibilidad caracteristica a este grupo de com-
puestos que pueden actuar como bloqueantes (nifedipina, amlodipina, nitrendipina, nisoldipi-
na y otros derivados). En realidad, a dosis terapéuticas las DHP actian en el masculo liso vas-
cular pero su afinidad no les permite bloquear a los canales L del corazdn a las concentraciones
plasmaticas alcanzadas.

A pesar de que existe otro tipo de canales de Ca®* en el misculo cardiaco, denominados
canales T (o transitorios de rapida inactivacién), éstos estan presentes predominantemente en el
sistema de conduccion, y no participan significativamente en la contraccién miocardica. Ambos se
activan por despolarizacion de la membrana y se inactivan de modo tiempo y voltaje-dependiente.
La corriente T se inactiva mas rapidamente que la L, y completamente a potenciales mas
positivos que -30 mV o a potenciales mantenidos estables de -50 mV, mientras la L permanece
activa (Bers, 2001).

En el Em correspondiente a la meseta (fase 2) se activan las corrientes repolarizantes de
K" (hacia el exterior), provenientes de un grupo heterogéneo de canales. El mayoritario es el
"canal rectificador tardio™ cuya corriente (lx) tiene dos componentes (uno de activacion
rapida y otro que se activa lentamente durante la meseta) y es la iniciadora de la fase 3 de

repolarizacion. El componente rapido puede ser blogueado por los antiarritmicos sotalol y
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amiodarona que prolongan el PA (por lo cual son considerados de clase Ill) y por quinidina y
procainamida (considerados de clase la). A consecuencia de ese bloqueo de la Ix estos
farmacos antiarritmicos pueden producir un alargamiento del intervalo QT del ECG que
conduce a efectos arritmogénicos (arritmia tipo "torsade de points"). Esto ha provocado un
uso limitado de estos farmacos antiarritmicos en terapéutica, especialmente de los de clase la.
La Ik es dependiente del voltaje, se activa con la despolarizacién durante la fase 2 y se inactiva
a potenciales mayores de -50 mV (mas negativos). Es estimulada por fosforilacién mediada por
las proteinas-quinasas PKC y PKA. Durante la estimulacién B-adrenérgica se aumenta la
amplitud de la I por la via de PKA, y esto evita la excesiva prolongacién del PA debida a la
simultdnea estimulacién de la I, por la PKA.

+ w

Por otra parte, en el corazén existe la corriente de K™ "rectificadora anémala” (lx;) que
promueve el eflujo de K" a Em entre -55 y -90 mV, y asi contribuye a la repolarizacién (fase 3).
Debido a que su conductancia varia con el voltaje, esta corriente contribuye a la despolariza-
cion durante la meseta previniendo la pérdida de K durante la fase 2. Al igual que la Ik, 1a Iy
puede ser bloqueada por sotalol. Esta corriente Ix; debe su nombre a que a Em mas negativos
que -100 mV “rectifica” ingresando K" a la célula, pero esto es inalcanzable en condiciones
fisiolégicas (“anémalo”).

En sintesis, la Ix controla el inicio de la fase 3 de repolarizacion, mientras la lx; controla
la altima porcion de la fase 3. Ambas corrientes son sensibles a los cambios en la [K*]e contri-
buyendo por ejemplo a generar arritmias cuando la [K*]e es inferior a la fisiologica (2 a 5 mM).

Existe otra corriente rectificadora de K*, la Ikatp dependiente de ATP, la cual se activa
cuando la relacion de concentraciones de ATP/ADP cae, por ejemplo en la hipoxia o en la is-
qguemia. Cumple la funcién de acelerar la repolarizacion o fase 3, con lo que acorta la fase 2 de
meseta. Asi protege al miocardio hipdxico, reduciendo el influjo de ca* y el consumo de ener-
gia en la contraccién. Esta corriente es la responsable de que la contractilidad caiga abrupta-
mente durante los primeros 3 minutos de isquemia o hipoxia cardiaca. Ademas, la Ixatp puede
activarse por los farmacos llamados abridores de K (diazoxido, cromakalim, nicorandil) y
bloqueada por las sulfonilureas (por ej. glibenclamida, glipizida, y otras). Estas ultimas
tienen propiedades hipoglucemiantes porque los mismos canales Karp estan presentes en las

células beta pancreaticas y median el mecanismo de liberacién de insulina.

b) Farmacos que actuan sobre el potencial de accion marcapaso

Recordemos que las células automaticas componen el sistema de conduccion en las si-
guientes estructuras: nédulo sinoauricular (SA), nédulo auriculo-ventricular (AV), fibras de Pur-
kinje y haz de His. Todas ellas tienen la propiedad de automatismo, pero las que exhiben ma-
yor frecuencia de disparo son las del n6dulo SA, por lo cual este asume la conduccion del mar-
capaso cardiaco. El PA de los nédulos SA y AV tiene las siguientes caracteristicas esquemati-

zadas en la Figura 2.
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El potencial diastélico maximo de las células SA es de aproximadamente - 50 a - 60 mV,
por lo cual los canales rapidos de Na™ estan totalmente inactivados, aln si estuvieran presen-
tes. Entonces, la fase de despolarizacién (fase 0) se debe a los canales de Ca** tipo L, por lo
que las células marcapaso SA y AV tienen PA lentos. Ademas, hay escasa expresién de los
canales de lx;. Durante la fase 4 se produce la llamada “despolarizacion diastdlica lenta’ y
espontanea, provocada por la inhibicién de la conductancia al K* por desactivacién gradual de
la corriente rectificadora tardia (Ix;) predominante en la fase 3, que tiene una constante de
tiempo de 300 ms. Ademas, durante la fase 4 se activan la corriente marcapaso I; (“funny” de
t12 1-2 s) permeable a Na* y K", que favorece la despolarizacion, y la corriente del intercam-
biador Na*/Ca** (que permite el eflujo de 1 Ca®* y el ingreso de 3 Na*, conduciendo carga posi-
tiva al interior celular). Recientemente se desarrollé un farmaco capaz de bloquear a la corrien-
te lrque se denominé ivabradina, inhibe a los canales activados por lo cual actia en modo depen-
diente de la frecuencia cardiaca, al igual que otros antiarritmicos, y reduce la taquicardia sinusal sin
afectar la contractilidad, siendo Util en el angor y en la insuficiencia cardiaca congestiva.

En la fase 4 también se activan corrientes de Ca>* como la Ica,t (transitoria y de rapida inac-
tivacion) y 1a lca, (de lenta duracion) a -50 mV y -30 mV, respectivamente. Debido a que en el
ultimo tercio de la fase 4 comienzan a activarse los canales L, la frecuencia cardiaca puede ser
disminuida por bloqueantes (BCa) como verapamilo y diltiazem, que produciran bradicardia.
También pueden disminuirla los abridores de canales de K*.

Cuando la célula alcanza espontaneamente el potencial umbral (entre - 40 y -30 mV) se
activa la mayor proporcion de canales L, y aumenta bruscamente la pendiente del PA en lo que
se denomina fase 0 de despolarizacion. Esta lleva el Em hasta los + 10 o +15 mV, voltaje en
el cual se inactivan totalmente los canales L. Ademas a ese voltaje se activa la corriente rectifi-
cadora de K (Ik) (en el rango de -50 a +20 mV) comenzando la fase 3 de repolarizacion.

Adrenalina y acetilcolina regulan en forma importante y opuesta al PA marcapaso. La co-
rriente If es sensible a adrenalina (ya que se activa por unioén directa de AMPc) y a acetilcolina
(puesto que la Gi inhibe a la If). La corriente de Ca*? tipo L es estimulada por la via adrenérgica
mediante fosforilacion por PKA. La corriente I es sensible a acetilcolina (I ach) porque se activa
por el acoplamiento del receptor muscarinico M2 con la subunidad Gipy de la proteina Gi.

La frecuencia cardiaca esta determinada por la frecuencia de disparo de las células del né-
dulo S.A., que depende de cambios en la pendiente de la fase 4 y de las magnitudes de los
potenciales diastélicos maximo (PDM) y umbral (PU). El organismo controla dicha frecuencia
marcapaso por estimulacién adrenérgica y colinérgica (nervio vago). La adrenalina aumenta la
pendiente de la fase 4 (mayor velocidad de despolarizacién diastélica espontanea) y la velo-
cidad de conduccidon SA y AV. El mecanismo es el incremento de las corrientes despolarizan-
tes L e If y de la corriente repolarizante lx, con lo que se aumenta el PDM y se acorta el tiempo
para alcanzar el PU. El mecanismo se inicia con la unién de la catecolamina al receptor B lo
cual en el borde intracelular activa a una proteina Gs. La Gs estimula a la adenilatociclasa (AC)
que cataliza la produccién de AMPc. El AMPc estimula directamente a la If y activa a la PKA, la

cual fosforila al canal de Ca tipo L. Recordemos que la activacion del canal L es disparada por
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la despolarizacién de fase 0, pero la fosforilacion de la PKA aumenta el influjo de Ca, originan-
do taquicardia e inotropismo positivo. Ademas, adrenalina acorta la duracion del PA, por au-
mento de las corrientes repolarizantes IK y lx;. Por esto se preserva la diastole, dado que se
alcanza un potencial diastélico maximo (PDM) mas negativo. El resultado total del mayor PDM
y aumentada g, es un aumento en la pendiente de la fase 4 de despolarizacion diastdlica
lenta, y una mayor frecuencia de las células marcapaso (taquicardia).

La acetilcolina (Ach) liberada desde el nervio vago disminuye la frecuencia de las células
marcapaso del nédulo SA y AV, y reduce la velocidad de conduccién del sistema de conduc-
cién, pudiendo llegar al paro cardiaco. Actla en sus receptores muscarinicos M2 acoplados a
una proteina Gi. La Ach disocia a la proteina Gi liberando las subunidades Ga que inhibe a la
adenilatociclasa (AC) y GBy que activa directamente a canales de K* de tipo Kac,. Estos
canales permiten el eflujo de K" que hiperpolariza a los nédulos SA y AV, lentifica la conduc-
cién AV y acorta el PA auricular (que es mucho mas corto que el ventricular). Esta corriente
disminuye la velocidad de la despolarizacién diastélica lenta (reduce la pendiente de la fase
4). La Ach puede causar también un desplazamiento de la funcién marcapaso dominante des-
de las células mas rapidas, ubicadas en el centro del nodo sinusal, hacia otras células periféri-
cas de menor frecuencia. Ademas, la estimulacién del receptor M, por Kach ejerce efectos indi-
rectos via proteina Gai: inhibe a la adenilatociclasa (AC) por lo que disminuyen los niveles de
AMPc (oponiéndose a la estimulacién simpatica y reduciendo la Ic,)) y estimula a la éxido
nitrico sintasa (NOS) . Aumenta la produccién de GMPc, el cual activa a una fosfodiesterasa
(PDE) que reduce aun mas el nivel de AMPc. Los bajos niveles de AMPc resultantes reducen
las corrientes Ic,,. e If contribuyendo a la reduccion de la frecuencia cardiaca y de la velocidad
de conduccién (bradicardia) (Schulz y Triggle, 1994).

En las células contractiles ventriculares hay escaso nimero de receptores M2 para Ach,

por lo que la Ach no ejerce efectos importantes sobre el PA ventricular.
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Figura 2: Esquema de un potencial de accion marcapaso (de nédulos SA y AV) en el que se marcan los
periodos en que se activan o desactivan (<<) las corrientes responsables de la despolarizacion diastdlica
lenta (fase 4). Se indican también los cambios en la pendiente de la fase 4, producidos por los neurotransmi-
sores autonémicos acetilcolina (Ach) y adrenalina (Adr). Leer los mecanismos correspondientes en el texto.
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c) Efectos de farmacos sobre los parametros electrofisioldgicos cardiacos

Los parametros que permiten evaluar alteraciones fisiopatologicas y efectos de farmacos,
son los siguientes:

* Amplitud del PA: diferencia de voltaje total que ocurre durante la fase cero. Generalmen-
te no es afectada significativamente por farmacos.

* Velocidad de despolarizacion maxima (Vmax): depende de la pendiente de la fase ce-
ro. El valor de la Vmax permite clasificar a los tejidos miocéardicos en:

- tejidos de respuesta rapida, cuya fase cero depende de la ly,, y dura menos de 5 ms.
Es tipico de las fibras contractiles miocardicas y las fibras de Purkinje. La Vmax de estos tejidos
se reduce con los bloqueantes de canales de Na“ (BNa)

- tejidos de respuesta lenta, cuya fase cero depende de la Ig,, y dura alrededor de 50-100
ms. Es tipico de las células de los nédulos SA y AV. La Vmax se reduce con los bloqueantes
de canales de Ca’* cardioselectivos (BCa CS).

* Duracion del PA (DPA): el periodo de tiempo transcurrido desde el comienzo de la fase
0 hasta el final de la fase 3. En tejidos de respuesta rapida, el aumento de la frecuencia de
estimulacién por catecolaminas abrevia la duracion y la refractariedad en ciertos limites.

* Frecuencia cardiaca (automaticidad). depende de la frecuencia del nédulo SA y esta
determinada por la pendiente de la fase 4 de células marcapaso. Es reducida por los farmacos
blogueantes beta-adrenérgicos (BB) y por los BCa CS.

* Periodo refractario absoluto (PRA): periodo durante el cual la célula no puede respon-
der a otro estimulo, aunque sea de maxima intensidad. Abarca desde el comienzo de la despo-
larizacion hasta alrededor del 50 % de la repolarizacion.

* Periodo refractario relativo (PRR): es el minimo periodo durante el cual puede obtenerse
una respuesta al segundo estimulo, pero el estimulo debe ser supranormal y el segundo PA ten-
dra una Vmax inferior a la normal. EI PRR abarca generalmente hasta el final de la repolarizacion.

* Periodo refractario efectivo (PRE): es el minimo periodo durante el cual puede ob-
tenerse un segundo PA, pero éste es débil y no propagado. Es una respuesta local, no
propagada, con bajas velocidades Vmax y de conduccion. Se generan asi los PA caracte-
risticos de la arritmogénesis, en los que aparecen post-despolarizaciones tempranas o
tardias, que tienen menor velocidad de conduccion en los tejidos de respuesta rapida. En
cambio, en los tejidos de respuesta lenta como son los noédulos SA y AV el periodo refrac-
tario se extiende durante toda la diastole evitando posibles extrasistoles. Las drogas anti-
arritmicas con propiedades BNa siempre aumentan el PRE en relacién a la duracién (DPA)
del potencial de accién (aumentan el cociente PRE/DPA). Eso se debe a que tienen afini-
dad por el estado inactivado del canal de Na*, elevando el potencial (AEm) necesario para
que los canales vuelvan al estado de reposo. Consecuentemente, el PR se extiende hasta
el Em correspondiente al reposo diastélico, es decir se prolonga desde alrededor del 50%
al 95-100% de la fase 3 (para ampliar ver capitulo de Drogas Antiarritmicas en Goodman y
Gilman, 2014).
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* Velocidad de conduccion: velocidad a la cual se propaga el estimulo o PA entre dos re-
giones del corazén. Depende de la velocidad de la fase cero. Cuando una fibra de respuesta
rapida se despolariza por activacion de la Iy, la variacion de potencial de membrana local resul-
ta menos negativo que en las porciones vecinas de la célula, produciéndose una fuerza con-
ductora para la corriente longitudinal en el mioplasma a través de uniones "gap" entre células.
Esta corriente longitudinal es principalmente transportada por K* y desplaza cargas negativas
del interior de la membrana despolarizando las zonas adyacentes hasta alcanzar el potencial
umbral para la apertura de canales de Na*. Normalmente los impulsos generados en el nédulo
SA excitan secuencialmente a la auricula, el nddulo AV, el haz de His, las fibras terminales de
Purkinje y el tejido ventricular.

Las fibras miocardicas contractiles y de His-Purkinje tienen alta o rapida velocidad de con-
duccion, la cual es sensible a los BNa. Las células de los nédulos SA y AV tienen lenta veloci-

dad de conduccidn, la cual es sensible a los BB y BCa.

Contractilidad miocardica y efectos de farmacos

El corazon tiene dos mecanismos basicos para regular su contraccion "todo o nada”, que son:
la variacion de la fuerza contractil dependiendo de la sensibilidad de miofilamentos al Ca®* (determi-
nada fisiolégicamente por la longitud inicial de la fibra, seguin lo expresa la ley de Frank Starling, o
aumentada por la via adrenérgica), y la variacion de la cantidad de Cca** que alcanza los miofila-
mentos (sensible a farmacos que aumentan o disminuyen su concentracion citosolica).

Recordemos cual es el mecanismo basico de la contraccién miocardica para identificar sitios y
mecanismos de accién de farmacos que la alteran:

Es bien sabido que el miocardio depende del Ca®* extracelular para poder contraerse. Ahora
bien, en el miocardio se desarrolla un sistema de amplificacién de la senal de Ca* extracelular: la
liberacion de Ca®* inducida por Ca® (ver una revisién extensa en Langer 1997). La Figura 4
muestra los sistemas participantes en la homeostasis de calcio y en el gasto energético que permite
realizar transportes activos, acoplamiento actomiosinico y recuperacién metabolica del ATP y fosfo-
creatina (PCr). Analicemos en orden secuencial la participacion de cada una de las fuentes y desti-
nos del Ca®* durante el ciclo de contraccién-relajacién miocardico, pero tengamos en cuenta que
algunas de ellas ocurren simultdneamente porque dependen de transportadores con afinidad similar

por el Ca™".

1- Cuando el miocardio esta en reposo (diastole) todos los compartimentos intracelulares estan
en equilibrio con una concentracion de Ca®* citosdlica ([Ca®*]i) de 0.1 uM, mientras la lamina exter-
na del sarcolema (SL) esta en equilibrio con una [Ca2+ Jo (extracelular) de 1-2 mM (en plasma es
1.8 mM). Sin embargo, no ocurren apreciables movimientos netos de Ca** debido a la baja per-
meabilidad de la membrana plasmatica al Ca*". El Ca®* extracelular se enlaza al SL en su lamina

externa formada por moléculas cargadas negativamente como son los fosfolipidos y recubiertas por

42



la porcion oligosacarida de glicoproteinas, especialmente e! acido sialico que constituyen la capa
externa conocida como glicocalix. Esta capa superficial controla la permeabilidad celular al Ca**
durante el reposo, permitiendo su distribucién hacia sitios enlazantes intracelulares de alta afinidad
que serviran de reserva para la contraccion. El glicocalix también proporciona Ca** para las dos

rutas de influjo durante la activacion de la contraccion.

2- Durante la fase 2 del PA el Ca® ingresa a la célula a través de los canales de Ca** tipo L.
La cantidad que ingresa depende de la [Ca2+]o (en el rango de hasta 2 mM, ya que a esta concen-
tracion se saturan los canales de Ca2+) y del grado de fosforilacion de los canales por catecolami-
nas (mediada por PKA dependiente de AMPc). Este influjo es insuficiente para desarrollar por si
mismo la contraccion, pero dispara la liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico (RS). Es discuti-
da la participacion del intercambiador Na*/Ca*® sarcolemal (NCX) en modo de influjo de Ca** du-
rante el PA, ya que se considera que éste provee un aporte nulo o escaso en condiciones fisiolégi-
cas porgue el Em esta mayormente mas negativo que el potencial de reversa del NCX (Er= 3 En,-2
Eca). Su contribucion al influjo de Ca®* podria suceder solo durante la fase 1 de potenciales positi-

vos, ¥ ello es muy breve.

3- El Ca®* ingresado por canales L se concentra en una zona de la célula denominada "cleft"
ubicada en la diada entre el tdbulo T y el reticulo sarcoplasmico (RS). Inmediatamente, se genera el
proceso de liberacion de Ca** del RS inducida por Ca®* hacia el "cleft" de la diada. El inductor es
el Ca** ingresado por los canales de Ca tipo L sensibles a dihidropiridinas (DHP) y activable durante
la fase 2 del PA. El Ca*" es liberado del RS a través de los canales sensibles a Rianodina de tipo
2 (RyR2) (denominados asi porque la toxina rianodina los bloquea irreversiblemente). Los canales
RyR2 son sensibles al Ca** y también a la fosforilacion por PKA (dependiente del efecto de
catecolaminas) y por la CaMKIl (quinasa dependiente de calmodulina y Ca** subtipo II) en
sitios diferentes. La PKA fosforila los residuos Ser2808 y Ser2030, mientras la CaMKI| fosforila resi-
duos Ser2808 y Ser2814, ambas acciones de quinasas estimulan a los canales RyR2. No hay con-
tacto fisico entre los receptores de DHP (DHPR) y RyR2, como en el caso del musculo esquelético.
El Unico contacto es a través del pulso de Ca** ingresado por canales L. Cuanto mayor es el influjo
de Ca* mayor es la cantidad liberada desde el RSy, por lo tanto, mayor es la contraccién, hasta
alcanzar el limite de saturacion de la Ic, . que esté entre 1 y 2 mM. Esta amplificacién es producida
por el reclutamiento de mas canales RyR2 en respuesta a un aumento en el nimero de canales
DHPR activados por voltaje. Un canal de Ca** tipo L (0 DHPR) regula a 4 canales RyR2, que pue-
den reclutarse parcial o totalmente. En resumen, un pequefio influjo de Ca®* a través de los canales
L (o DHPR) se amplifica para dar un mayor flujo de Ca®* lierado al citosol a través de los RyR2
(alta ganancia para activar la contraccion). Microscdpicamente se han identificado pequefios cuan-
tos de Ca™ liberados desde el RyR2 atin en el reposo diastélico, que se denominan “sparks” (chis-
pas) en la zona rodeada por los DHPR y los RyR2. Cuando se activa la Ic,,. en fase 2, muchos
sparks se sincronizan para formar ondas de Ca® (“waves’) que recorren longitudinalmente al car-

diomiocito, y pueden desincronizarse en alguna situacion predisponerte (Mattiazzi y col., 2015). El
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Ca®* liberado sincrénicamente se suma temporal y espacialmente para dar un “transitorio de Ca**
(“transient’). Finalmente, la magnitud del transitorio depende de la liberacién de Ca** del RS, y éste
a su vez depende de la [Ca®"] libre en la cisterna del RS, de la cantidad de Ca’* inductor ingresado
por los canales L y de la velocidad a la cual éste llegue al "cleft" y forme “waves”. Como describire-
mos mas adelante, las intervenciones que aumentan la I, (como adrenalina) o reducen el eflujo
de Ca* (como los cardiotonicos digitalicos) aumentaran al transitorio de Ca" y a la contractilidad
(inotropismo positivo). La fosforilacion por CaMKII del residuo Ser2814 parece ser responsable de
la pérdida o fuga (“leak’) de Ca*" diastélica que conduce a arritmogénesis, y el antiarritmico flecaini-

da parece reducir esta pérdida o fuga.

4- El Ca®* difunde en forma de “waves” hacia los miofilamentos para enlazarse a la troponina
C (TnC) y activar la contraccién. Recordemos brevemente que la regulacién de la actividad acto-
miosinica en el miocardio depende de actina, al igual que en el musculo esquelético. Cuando la
[Ca®*]i o citosdlica se eleva a 10 pM, este se enlaza al sitio afin de la molécula de troponina C (Tn-
C). El complejo troponina (T, | y C) con tropomiosina sufre un cambio conformacional por el que Tn-I
libera el sitio activo de la molécula de actina que generaba inhibicion pre-existente del acoplamiento
actomiosinico. Asi, puede formarse el puente actinomiosinico y activarse la ATPasa de la miosina.
La hidrélisis del ATP es un proceso exotérmico que genera la energia libre necesaria para producir
el deslizamiento de los miofilamentos actomiosinicos, es decir, la contraccion. La velocidad de la
actividad ATPasica de la miosina puede ser incrementada por la fosforilacién de la cadena liviana
de miosina, evento que producen las proteina-quinasas dependientes del complejo Ca-calmodulina
(CaMKII).

5- Simultaneamente, parte del Ca®* del "cleft" (un 10%) es removido de la célula por moléculas
del intercambiador Na*/Ca** (NCX) que estéan concentradas en la vecindad del "cleft" o diada en el
SL. Esta salida es igual a la cantidad ingresada por canales L, de manera de compensar y mante-
ner el nivel de Ca®* citosdlico estacionario. EI NCX es un sistema de transporte activo secundario
que intercambia 1 Ca®* por 3 Na* y esta conducido por el gradiente de Na* generado por la Na*,K*-
ATPasa y por el gradiente de Ca**. Es electrogénico y podria funcionar en una u otra direccion (en-
trando o sacando Ca2+) segun el gradiente electroquimico dado por los gradientes de concentracién
de ambos iones Na* y Ca** a través de la membrana. Sin embargo, en corazén generalmente tra-
baja en modo de eflujo de Ca** (modo "forward") porque su "potencial de reversion" suele ser me-
nor que el Em. Por su ubicacién en la diada en cercanias del RyR2 y por su alta capacidad de
transporte cumple una funcion importante en remover Ca®* cuando se produce la liberacién de Ca*
del RS. También funciona como eflujo de Ca®* durante el reposo y en fase 3 (Bers, 2001). Esta en
discusion si en algunas especies participa aportando algo de Ca® para la contraccion durante el
periodo de despolarizacion de la célula, especialmente el breve tiempo de la fase 1. Sin embargo,
podria disminuirse el eflujo de Ca** (o eventualmente favorecerse el "modo reverso" de influjo de
Ca2+) en una condicién de acumulacion de Na® intracelular (por ejemplo, por el blogueo de la

Na*,K*-ATPasa producido por digitélicos, ver luego).
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6- También simultaneamente, al elevarse el nivel de Ca® intracelular por el proceso de libera-
cién de Ca®* inducida por Ca®*, ocurre la recaptacion de Ca>* por la Ca*-ATPasa del RS longi-
tudinal (isoenzima SERCA2a, que es un transporte activo primario con una estequiometria de 2
Ca®": 1 ATP). La afinidad de este sistema por el Ca®* (0.1 pM Ca**) es similar a la de la TnC, por lo
cual compiten por el Ca®* cuando aumenta la [Ca**]i. Por lo tanto, el transitorio de Ca®" es breve y
desciende aun antes de que se alcance la maxima contraccion (Figura 5). El RS recapta una canti-
dad de Ca** similar a la liberada previamente del RS mas una pequefia cantidad liberada por las
mitocondrias. EI Ca®* retomado al RS difunde desde el RS longitudinal a la diada (RS "junctio-
nal") y se enlaza a la proteina calsecuestrina contenida en el RS, lo cual favorece la acumulacion.
Asi, el Ca®* queda listo para ser liberado por una nueva activacion de los canales RyR2. El descen-
so de la [Ca*]i induce la disociacion del Ca®* de la TnC y, en presencia de nuevo ATP que reem-
plaza al GDP de la cabeza de miosina, ocurre la relajacion por ruptura de los puentes actomiosini-
Cos.

La velocidad maxirna de la SERCA2 esta regulada fisioldgicamente por fosforilacién de una
proteina llamada fosfolamban (PLB) que también est& inserta en la membrana del RS, asociada a
la Ca-ATPasa a la cual le produce cierto grado de inhibicién ténica cuando esta desfosforilada. La
PLB puede fosforilarse en dos sitios, con lo que reduce la inhibicién de la SERCAZ2. Un sitio treoni-
na-17 (Thr17) de la fosfolamban esta fosforilado constitutivamente por la proteina-quinasa depen-
diente del complejo Ca calmodulina (CaMKII), por lo que el mismo Ca®* activador de la contraccion
estimula la recaptacion por la SERCA. El otro sitio serina-16 (Ser16) puede fosforilarse por una PKA

activable por la cascada del receptor beta-adrenérgico.

7- En los ultimos afios se ha descripto una interaccion funcional entre el RS y las mitocon-
drias, en el que el RS contribuye a regular las oscilaciones de la [Ca**]m. Una pequefia fraccion
del Ca** liberado del RS difunde hacia las mitocondrias debido a la estrecha cercania entre ambos
tipos de organelas y a la existencia de puntos de contactos. Las mitocondrias poseen un canal de-
nominado uniporter de Ca (UCam) que permite la captacién del ién conducido por el gradiente elec-
troquimico mitocondrial (AWm). La [Ca*]m libre en la matriz puede regular y activar las vias meta-
bélicas (deshidrogenasas sensibles a Ca2+) gue conducen a una mayor produccion energética (ATP
y PCr). Se ha encontrado que las mitocondrias responden con oscilaciones de la [Ca2+]m libre a los
transitorios de Ca®* citosolicos (Gunter y col., 2000; Grifiths y col., 2009). Este mecanismo permite al
metabolismo mitocondrial responder a un aumento en la demanda del miocardio (por ejemplo la
asociada a la liberacién de catecolaminas que incrementan los transitorios de Ca2+). La [Ca2+]m es
regulada principalmente por un mecanismo de extrusion de Ca®* en intercambio por 3 Na’, el
NCXm que es conducido por los gradientes electroquimicos de ambos iones (Maack y col. 2006).
Su funcionamiento puede alterarse con el aumento de la [Na®]i por ejemplo por cardioténicos (Liu
y col., 2010; Ragone y col., 2015). Esta regulacién mutua de los niveles de Ca** entre RS y mito-
condrias sugiere que se puede establecer un ciclaje desde el RyR2 al UCam, y desde el mNCX a la

SERCA2a. Dicha regulacion puede alterarse en deficiencias de oxigeno como el “atontamiento
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miocardico” por isquemia y reperfusién (Ragone y Consolini, 2009; Ragone y col., 2013), los esta-
dos mas severos de sobrecarga de ca** por hipoxia-reoxigenacién (Paillard y col., 2013) o los que

conducen a arritmogénesis (Takeuchi y col., 2013).

8- Durante la didstole o reposo entre latidos se mantiene una [Ca2+]i de alrededor de 100 nM
mantenida por el funcionamiento de los transportes activos de la Ca-ATPasa sarcolemal (que tiene
una alta afinidad de 0.5 uM y baja velocidad de captacion) y en parte por la SERCA, y por el inter-

cambiador Na*/Ca®" que puede actuar a altas y bajas [Ca**].

Homeostasis del Ca*2en el ciclo contraccion-relajaciéon
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Figura 3: Esquema de los mecanismos que regulan la homeostasis de calcio y consumen energia
quimica bajo la forma de hidrélisis de ATP. Los mecanismos se disparan por la fase 1 del potencial de

accion y producen el acoplamiento excitacidn-contraccion-relajacién.
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Figura 4: Esquema que representa la secuencia temporal de ocurrencia del potencial de accion (PA) de una
fibra miocardica, del transitorio de calcio ([Ca2+]i) y la contractilidad medida como presion intraventricular
desarrollada (P). Observar la duracion del PA y proporcionalmente la duracién de la contracciéon.



Accion de las catecolaminas sobre la contractilidad cardiaca

Extrinsecamente, la principal modulacién de la contractilidad cardiaca es la debida a la ac-
cién de las catecolaminas circulantes (adrenalina) y de nervios simpaticos (noradrenalina,
NA). Estos agonistas interactian fundamentalmente con el receptor B1 de la membrana sarco-
lemal (Figura 5). El mecanismo de este receptor es la activacion de una proteina Gs que, me-
diante la hidrolisis del GTP se disocia en 2 subunidades, de las cuales la Gia activa a la adeni-
lato-ciclasa (AC). Esta enzima cataliza la formacién de AMPc a partir de ATP en la membrana
sarcolernal. El AMPc formado es degradado a 5°-AMP por la fosfodiesterasa (PDE), pero antes
activa a una proteinaquinasa A (PKA). Esta es capaz de fosforilar tanto proteinas contractiles
(Tn-I) como de membrana (canales de ca™ y fosfolamban). En ausencia de estimulo de PKA
ocurre la desfosforilacion de esas proteinas por fosfatasas. La fosforilacién de la subunidad a
de los canales de Ca L por PKA se suma a la producida por PKC y CaMKII (dependientes de
Ca®") aumenta el nimero de canales que se activa en cada potencial de accion (mayor proba-
bilidad de apertura), por lo que incrementa el influjo de Ca®* hasta 3 veces el basal y por lo
tanto, ejerce una accién inotrépica positiva.

Simultaneamente, la fosforilacion de la proteina fosfolamban por PKA en un sitio distin-
to al de fosforilacién de las CaMKIl aumenta alin méas la recaptacion de Ca®* por la SERCA2
(ambas aumentan la afinidad por el Ca*), por lo que se incrementa la velocidad de relaja-
cion. A esta accion también contribuyen la fosforilacion de la Ca-ATPasa de sarcolema, que
aumenta el eflujo de Ca**, y la fosforillacion de la Tn-I, que disminuye la afinidad de Tn-C por
el Ca®. El resultado es un aumento del inotropismo (aumenta la maxima presion intraventricu-
lar desarrollada, P) con aceleracion de las maximas velocidades relativas de contraccién
(+dP/dt/P) y de relajacion (-dP/dt/P) y un acortamiento del tiempo total de la contraccion (ver
detalles del registro en la Figura 6).

Si bien en condiciones fisiolégicas la acciones de las catecolaminas estan principalmente
mediadas por el receptor 1, el corazon posee una baja cantidad de receptores ail. La estimu-
lacién del receptor a1 activa a la fosfolipasa C (PLC), proteina de la membrana plasmatica que
hidroliza al fosfolipido componente de la membrana fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2). Asi se
producen 1,4,5-inositoltrifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 es soluble y aumenta la
liberacién de Ca®* del RS. El DAG activa a la proteina-quinasa C (PKC), que a su vez fosforila
el canal de Ca®* aumentando el influjo de Ca®*. Ambos mecanismos conducen a efectos inotré-
picos positivos sin efectos sobre la relajacion. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
en base a la abundancia de receptores los efectos de las catecolaminas en corazéon son

predominantemente de tipo 1.
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Figura 5: Esquema de una célula miocéardica donde se muestran los mecanismos participantes en la
regulacién ejercida por los neurotransmisores autonémicos acetilcolina (Ach) en receptor M2 y de
adrenalina (Adr) o noradrenalina (NA) en receptor 31-adrenérgico. La fosfodiesterasa (PDE) también
es un blanco que puede inhibirse por farmacos. Leer los mecanismos correspondientes en el texto.
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Figura 6: Registro experimental de la presién intraventricular (arriba) y la primer derivada de dicho registro (abajo)
correspondientes a un corazon de rata aislado y perfundido por via arterial. A la izquierda se muestran los registros
correspondientes a una condicién control (solucion Krebs), y a la derecha se observan los registros del mismo corazén
perfundido con solucién Krebs conteniendo Adrenalina. Observar que Adrenalina aumenta la presién maxima desarro-
llada en la contraccion (P) y las dP/dt maximas positivas (velocidad de contraccion) y negativas (de relajacion).
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Efectos de los cardioténicos digitalicos en el corazén insuficiente

Los glucésidos digitalicos, de los cuales la digoxina es la Unica formulada en especialidad
farmacéutica en la actualidad, son utiles para mejorar la contractilidad en un miocardio insufi-
ciente. La alteracién de un miocardio insuficiente es que la contractilidad se reduce por diver-
sos factores (hipertensién arterial cronica no controlada, endocarditis, u otra alteracion). Esto
origina un cuadro complejo de compensaciones en el organismo que concluye con un corazén
dilatado con alto volumen residual, bajo volumen sistélico y altas presiones transmurales, con
aumentos de la precarga y postcarga, y riesgos de edema periférico y/o pulmonar (Opie y
Gersh, 2005). A nivel celular, el miocardio insuficiente tiene varias alteraciones que reducen
al transitorio de Ca** y al inotropismo, como aumentada expresién del NCX, y reducida expre-
sién de la SERCA2a y la PLB (Hasenfuss y Pieske, 2002). Hay una pérdida o “leak” de Ca®* del
RS durante la diastole provocada por fosforilacion del RyR2, que contribuye al aumento de la
presion de fin de diastole pero reduce la carga del RS para el transitorio de Ca®* por lo cual lo
reduce (para ampliar, ver Mattiazzi y col., 2010).

No existen dudas de que los glucdsidos cardiotdnicos inhiben a la Na*,K*-ATPasa sarcole-
mal. Se ha encontrado que su efecto inotropico positivo es consecuencia de esa inhibicion que
altera el funcionamiento del intercambiador Na*/Ca** sarcolemal. EI mecanismo es el siguiente:
los glucésidos cardiotonicos se enlazan a un sitio receptor en la molécula de la Na*,K*-ATPasa
e inhiben su funcionamiento selectivamente durante el reposo diastélico. Por lo tanto, la [Na']i
aumenta, con lo cual se disminuye el gradiente de Na' que promovia el funcionamiento "for-
ward" de influjo de Na*/eflujo de Ca*" y consecuentemente la [Ca®*]i se eleva en el "cleft" o
diada (Figura 7). El Ca’®* en exceso se acumula en el RS, evitando asi la contractura diastdlica.
Cuando llega a la célula un PA se liberara mayor cantidad de Ca** del RS, y por ende se pro-
ducird un efecto inotrépico. En sintesis, el inotropismo positivo es disparado por una disminu-
cion del eflujo de Ca®* por el NCX. Mediante el uso de un inhibidor selectivo del intercambiador
en modo reversa (influjo de ca™ /eflujo de Na*) como el KBR7943 se encontrd que esta forma
no participa en la generacion del inotropismo positivo al menos en la rata. Por lo tanto, la so-
brecarga de Na" no alcanzaria para invertir un significativo nimero de moléculas del NCX que
promuevan el influjo neto de Ca®*. Sin embargo, habria una pequefa fraccién de ellos que se
invierte y generan corrientes causantes de arritmias como efecto tdxico de los digitalicos a alta
dosis. Mas recientemente se demostr6 que los digitalicos ouabaina y digoxina activan a la
CaMKIl (p-CaMKIIl) que a su vez fosforila a PLB (en Thr17) y al RyR2 (en Ser2814). Esta via
origina la actividad arritmogénica disparada por altas dosis de cardiotonicos, puesto que pudo
ser reducida por el inhibidor selectivo de la CaMKII llamado KN93 y exacerbada por sobreex-
presion de la CaMKII. El cardioténico aumenté el contenido de Ca®* del RS y la frecuencia de
“sparks” de Ca®* siendo éstos Ultimos dependientes de la CaMKIl del RS. Este aumentado
“leak” de Ca®* del RS genera las tipicas postdespolarizaciones tardias de los cardioténicos,

disparadoras de arritmias (Gonano y col., 2011).
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Figura 7: Esquema de una célula miocéardica donde se muestran los mecanismos de drogas que inhiben

a la Na,K-ATPasa (cardiotdnicos), inhiben al RyR2 (anestésicos locales, AL) o lo estimulan (cafeina 10

mM), que inhiben al MNCX (clonazepam), que estimulan al mKATP (diaz6xido) o que aumentan la afini-
dad de TnC por Ca (levosimendan). Ver los mecanismos y efectos correspondientes en el texto.

Bloqueantes de los canales de Ca®* tipo L

Estas drogas (verapamil, diltiazem, dihidropiridinas) bloquean selectivamente los canales L
por lo que disminuyen la frecuencia, la velocidad de conduccién AV y la contractilidad cardiaca
(Figura 7). Se dividen en dos grupos:

a- BCa cardioselectivos: Verapamil y diltiazem, se unen al canal L desde el interior celular,
después de atravesar la membrana lipidica, preferentemente se unen al estado inactivado o al
activado. Por ello dan un bloqueo dependiente del voltaje, es decir de la frecuencia de estimu-
lacién o tiempo de despolarizacion. Son mas selectivos por el masculo cardiaco (dando bradi-
cardia e inotropismo negativo), pero también bloquean al masculo liso (hipotensién).

b- BCa vasculoselectivos: son las dihidropiridinas (nifedipina, nitrendipina, amlodipina, ni-
cardipina, etc.), se unen al canal L desde el exterior "obstruyendo” en forma competitiva el sitio
de unién del Ca** para su influjo. Son mas selectivos por el misculo liso que por el cardiaco a
las concentraciones plasmaticas alcanzadas en terapéutica. Por ello, generan hipotensién im-
portante, y no producen bradicardia. Al contrario, se puede desencadenar taquicardia refleja en

compensacion a la hipotension.
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Farmacos que inhiben la funcion del reticulo sarcoplasmico

Los anestésicos locales (procaina, lidocaina, cartecaina) pueden alterar la funcién sar-
correticular a concentraciones altas dificilmente alcanzadas en la terapéutica. Se ha descripto
que los AL reducen la actividad del RyR y de la SERCA2, por lo cual contribuyen a producir un
inotropismo negativo.

Otro farmaco que puede reducir la actividad del RyR es el dantroleno, que se ha empleado pa-

ra tratar la espasticidad del musculo esquelético por inhibir al RyR en ese muasculo (ver capitulo 1).

Efectos de los inhibidores de la fosfodiesterasa

Las metilxantinas (cafeina, teofilina y teobromina) y la papaverina aumentan los nive-
les de AMPc por inhibir a la fosfodiesterasa (PDE), enzima que cataliza la hidrolisis del
AMPc (Figura 5). En consecuencia, se producen efectos inotrépicos y cronotrépicos positi-
vos similares a los de las catecolaminas, pero de menor intensidad. Sin embargo, las xanti-
nas tienen otros efectos como bloqueo del receptor de adenosina, que es un neurotransmi-
sor inhibitorio. Este efecto se caracteriza por producir un leve estimulo de las vias simpati-
cas, lo cual genera crono- e inotropismo positivo, y aumentada sensibilidad de los miofila-
mentos al Ca®*. Estos efectos pueden observarse a concentraciones bajas, de hasta 1 mM
y son tipicos de la administracién in vivo. Pero particularmente la cafeina a 10 mM estimula
la liberacion de Ca®* del RS por activar el pasaje del RyR2 a un estado abierto continuo.
Por este efecto la cafeina se ha convertido en una herramienta para estimular in vitro la
liberacion de Ca®** del RS y asi estimar su contenido (Bers, 2001). Su aplicacién conduce a
un efecto inotropico positivo transitorio inicial, seguido por un prolongado y marcado efecto
inotrépico negativo debido a la deplecion de las reservas de Ca®* del RS. Esta activacion
del RyR2 por cafeina también conduce a un ciclaje de Ca®* entre la SERCA2 y el RyR2 y
las mitocondrias, que lentifica la relajacidon y aumenta el gasto energético cardiaco (Bonaz-
zola y Ponce-Hornos, 1987).

Otros inhibidores de la PDE son empleados por via intravenosa para mejorar la contractili-
dad cardiaca en situaciones agudas de insuficiencia grave. Se trata de amrinona y milrinona.
Por otra parte, otro inhibidor de la PDE es el sildenafilo, que se emplea como vasodilatador
para la disfuncién eréctil y para algunas formas de hipertension arterial pulmonar, (ver mas
adelante su rol en la hipertrofia cardiaca). Pero a nivel cardiaco, todos estos inhibidores de la
PDE desencadenan taquicardia importante, por la estimulacién de la PKA que fosforila y activa
canales de Ca’*, lo cual se convierte en un efecto adverso a tener en cuenta y en una posible

contraindicacion para pacientes arritmicos.
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Efectos del levosimendan

El levosimendan es un farmaco de uso parenteral que es capaz de aumentar la afinidad de
la troponina C por el ca™ (Figura 7), de manera que la curva sigmoidea de contractilidad ver-
sus pCa (-log [Ca2+]) se corre hacia la izquierda. El resultado es un inotropismo positivo, ya que
a una determinada [Ca®"]o se logra mayor contractilidad. Este farmaco se usa como alternativa
a las catecolaminas y a amrinona o milrinona en la emergencia de falla cardiaca, dado que su
efecto inotrépico no esta acompanado de efecto cronotrdpico, por lo que aventaja a dichos

farmacos cléasicos.

Propiedades de las drogas antiarritmicas

Las drogas antiarritmicas son un grupo heterogéneo de compuestos clasificados en clases
denominadas del | al IV, segun el mecanismo principal del farmaco. Esta clasificacién fue reali-
zada por Vaughan-Williams, y facilita la comprension de los mecanismos de accién.

De clase I: bloquean a los canales de Na' en estado inactivado

De clase Il: bloquean a los receptores 3-adrenérgicos

De clase Ill: prolongan mucho el PA

De clase IV: bloquean a los canales de Ca®* en estado inactivado

Los antiarritmicos de clase | bloquean la conduccién de PA rapidos dependientes de las
corrientes arritmogénicas de Na* anémalas (alta frecuencia o parcialmente despolarizadas), la
Vmax y la excitabilidad, reduciendo selectivamente las corrientes arritmogénicas. Es posible
comprobar que un farmaco es un bloqueante de canales de Na* evaluando la curva de excitabi-
lidad miocardica minima al representar el voltaje versus la duracion del estimulo umbral para
desencadenar la contraccidon. Estos farmacos corren la curva hacia arriba y derecha, es decir
generan el requerimiento de un mayor voltaje 0 mayor duracién del estimulo para alcanzar el
umbral de excitacién y generar la contraccién, debido a que bloquean la Iy, para desencadenar
la fase cero, y la Vmax.

Algunas drogas de clase | actian sobre la corriente de K*, alterando la duracion del PA.
Por ello, la clase | se clasifica en:

- clase la: bloqueantes de canales de Na" que inhiben canales de K* (reducen la Ik repo-
larizante), y prolongan la duraciéon del PA, como quinidina y procainamida, con el
riesgo de que pueden resultar arritmogénicos por alargar anormalmente el intervalo QT
(ver descripcion del PA miocardico al inicio de este capitulo)

- clase Ib: blogueantes de canales de Na* que aumentan la corriente de K', aceleran la
fase 3 y acortan el PA, como lidocaina, fenitoina y mexiletina.

- Clase Ic: blogueantes de canales de Na* que no modifican apreciablemente la corrien-

te de K' ni la duracién del PA, por ejemplo propafenona y flecainida,
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A pesar de esas diferencias de las subclases, todos los bloqueantes de canales de Na*
alargan mas el periodo refractario efectivo que la duracion del PA (mayor relacién
PRE/DPA), con lo que todos ejercen un aumento de la refractariedad que reduce la posibilidad
de aparicién de estimulos anormales (Figura 8). El mecanismo por el que los antiarritmicos del
grupo | (blogueantes de los canales de Na*) actlian es la incorporacion inespecifica de droga
en la bicapa lipidica, lo cual altera la cinética del canal de Na®. El grado de bloqueo depende de

propiedades fisicoquimicas de estas drogas como pK, lipofilicidad, tamafio molecular, etc.
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Figura 8: Esquema del potencial de accion (PA) miocardico mostrando la prolongacién del periodo
refractario efectivo (PRE) que se produce por antiarritmicos que inhiben a la corriente de Na* (BNa)
tipico de los farmacos de clase | (A), y los que prolongan la duracién del PA (clase Ill) generalmente

por inhibir a las corrientes de K repolarizantes (B). Considerar que la amiodarona y dronedarona
comparten ambos mecanismos, por lo que se suman ambos factores de prolongacion del PRE.

Los antiarritmicos de clase lll son un grupo heterogéneo de farmacos (amiodarona, dro-
nedarona, sotalol, bretilio), que tienen en comun la propiedad de prolongar mucho la dura-
cién del potencial de accién miocardico, por mecanismos antes explicados. Esa caracteristica
es comun a todos, a pesar de que algunos como amiodarona y dronedarona inhiben a las co-
rrientes de Na*, Ca** y K*, y otros son también antiadrenérgicos (sotalol y bretillo). El efecto
sobre la duracion del PA puede evaluarse facilmente por aplicacion de un segundo estimulo
(bigeminico) en la medicién contractil, y la respuesta graficada en funcién del tiempo de demo-
ra entre el primer y el segundo estimulo. Un antiarritmico clase lll sera capaz de aumentar el
minimo periodo de tiempo necesario para visualizar la respuesta a los 2 estimulos. Esto es
debido a que prolongan la duracién del PA y aun mas al PRE (Figura 8B).

Como se explico en la seccién del potencial de accién miocéardico, en los tejidos de res-
puesta lenta (nédulos SA y AV) los bloqueantes del canal de Ca** (grupo IV, BCa) como
verapamil y diltiazem actian en forma dependiente del voltaje y de la frecuencia de estimu-

lacién, por enlazarse y bloquear al estado inactivo del canal L. Por ello, son ideales para re-
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ducir la frecuencia marcapaso y la velocidad de conduccion AV, prolongando el periodo re-
fractario. Esto mejora la funcién de filtro de estimulos ectépicos en el nédulo AV, preservando
al ventriculo de una arritmia proveniente de la regién auricular o supraventricular. Por otra
parte, los BCa anulan las post-despolarizaciones tempranas o tardias arritmogénicas ventri-
culares, debido a que dichas anomalias son mediadas por canales de Ca2+, siendo entonces
utiles en las re-entradas.

Otro farmaco de uso en la emergencia de arritmia es la adenosina, que se aplica en forma
parenteral intravenoso. Endégenamente, este compuesto es un metabolito del ATP que resulta
esencial en la via de autorregulacién del tono coronario miocardico, puesto que a mayor de-
manda cardiaca se intensifica la sintesis de adenosina por degradacién del ATP, y ella migra
desde el miocito a las coronarias para causar vasodilatacion. De esta forma se coordina que a
mayor demanda cardiaca haya mayor suministro de oxigeno. El mecanismo de accién es la
activacion de los receptores A1 que se acopla a una proteina Gi. Consecuentemente por hidré-
lisis del GTP se desdoblan las subunidades Gia y Gify la primera de las cuales inhibe a la ade-
nilatociclasa (AC) y la segunda activa a los canales de K*, provocando hiperpolarizacién y va-
sodilatacién. A nivel del miocardio y los nédulos SA y AV la adenosina también provoca hiper-
polarizacion por la misma via (similar a la del M2 en la Figura 5). Esto conduce a una reduccion
de las arritmias graves y reversion de la alteracion despolarizante que dispara el umbral arrit-
mogénico, por ejemplo la provocada por isquemia. Se emplea via IV en la emergencia de ta-

quicardia supraventricular paroxistica.

Farmacos cardioprotectores en la isquemia y reperfusion cardiacas

Cuando la irrigacién coronaria se reduce por obstruccién o vasoespasmo, el miocardio re-
cibe menos oxigeno y reduce su metabolismo aerébico esencial para la resintesis del ATP y
PCr necesarios para abastecer de energia a la célula. Entonces, ocurren varios cambios en la
homeostasis de Ca** gue conducen a una menor o mayor disfuncién contractil, dependiendo de
la duracion de la isquemia. A partir del conocimiento de esas alteraciones se pueden formular
estrategias terapéuticas para prevenir o revertir la disfuncion (Consolini y col., 2014).

La Figura 9 muestra un registro de los cambios contractiles y energéticos (como flujo de ca-
lor liberado por los procesos exotérmicos cardiacos: hidrélisis de ATP por bombas y miofila-
mentos, unién de Ca*" a sitios especificos como TnC, y metabolismo mitocondrial). Cuando la
perfusién cesa y el oxigeno se reduce, caen abruptamente la contractilidad y las reservas
energéticas, en parte porque se activa una corriente de K" dependiente de ATP (KATP) que
acorta la duracion del PA y se reduce el influjo de Ca®*" en fase 2 (Cole y col. 1991). Depen-
diendo de la duracién de la isquemia, durante la reperfusién (R) se recupera la contractilidad
parcialmente y el corazén se hace menos econdmico porque consume mas energia y libera
mas calor para desarrollar una contractilidad menor a la inicial. Hablamos entonces de un “co-
razén atontado” (o proceso de “stunning’).
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Entre los mecanismos aparece la alteracién de la homeostasis de Ca®. En la isquemia se
reduce bruscamente la corriente de Ca®, por lo que el RS retiene su carga, y el transitorio de
Ca* y la contractilidad se reducen. Ademas, la reduccién del ATP reduce la remocion activa
del Na* y Ca**celular, por lo cual se inicia la contractura diastélica.

Cuando ocurre la reperfusion, el metabolismo y los niveles de ATP se restituyen, se recu-
peran la Na*,K*-ATPasa y el gradiente de Na*. Esto favorece la activacion del eflujo de los H*
acumulados durante la etapa hipéxica por la via del intercambiador NaxH. Y eso favorece el
eflujo de Na* por el NCX, lo cual conlleva a un brusco reingreso de Ca®" y liberacion brusca del
Ca2+ del RS proporcional a su carga (Valverde y col. 2010). Asi, ocurre la maxima contractura
diastdlica durante el inicio de la R. Pero gradualmente la Na*,K*-ATPasa restituye el gradiente
de Na y el funcionamiento “forward” del NCX, removiendo el Ca®* citosélico. Asi lentamente
puede recuperar el tono diastélico, los niveles de ATP y de Ca®* del RS, de modo que se recu-
pera el transitorio de Ca®*. Cuando la isquemia es breve, el miocardio recupera parcialmente su
contractilidad pero reduce su economia por aumentar el gasto energético (miocardio atontado).
Esto se atribuye a la necesidad de manejar la [Ca2+]i elevada, ya sea por los transportadores
y/o por las mitocondrias que aumentan el metabolismo. Los farmacos cardioprotectores fren-
te al atontamiento son aquellos que reducen la sobrecarga de Ca®* citosélica como los BCa
(diltiazem, verapamil), o los que reducen la sobrecarga de Ca®* mitocondrial (diazéxido, un
abridor del mKATP que reduce el gradiente para la captacion de Ca®* mitocondrial) (Ragone y
col., 2009). En ciertas condiciones, un leve aumento de la [Ca2+]m por bloqueo del mNCX ha
sido benéfico, pero hay un limite por encima del cual se dispara la disfuncién (Consolini y col.,
2014; Ragone y col., 2015). Es bien conocido que si las mitocondrias se sobrecargan de Ca**
se dispara la activacion del poro de transicién de permeabilidad (mPTP) con lo cual las mito-
condrias pierden contenido de ciertas proteinas y eso conduce a una mas pronunciada disfun-
cién. Los mPTP pueden bloquearse por ciclosporina-A en modo bastante selectivo. Sin embar-
go, las estrategias de cardioproteccion estdn aun en etapa experimental, empleandose antioxi-
dantes, fitoestrégenos (Colareda y col., 2016) como preventivos del dano isquémico celular. En
la terapéutica clinica se emplean antiagregantes como preventivos de obstruccion coronaria y
beta-bloqueantes (BB) para reducir el gasto cardiaco de pacientes que ya han padecido un

ataque de angor.

Farmacos en la hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca es una respuesta maladaptativa temprana a diversos factores que pue-
de evolucionar a insuficiencia. Puede generarse a raiz de sobrecarga hemodindmica, mutaciones
de proteinas sarcoméricas o pérdida de masa contréctil luego de procesos isquémicos como infar-
to. De todas maneras independientemente de la causa a la que responda, la necesidad de preser-
var la fraccién de eyeccidn y por ende la funcionalidad del corazén lleva a un incremento en el

estrés de pared ventricular que promueve un remodelamiento de la estructura cardiaca y lleva a
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una dilatacién de las camaras. Este remodelamiento comprende un incremento en el tamafio de
los miocitos cardiacos, un progreso hacia apoptosis de los mismos, un incremento en la fibrosis
intersticial a raiz de cambios en otros componentes del corazdén como fibroblastos y matriz extra-
celular. Se ha demostrado que la generacién de esta respuesta obedece a mecanismos autécrino-
paracrinos que desencadenan una cascada intracelular e involucra vias de transcripcion activadas
por sobrecarga de Ca*™ (como Calcineurina/NFAT). La necesidad de prevenir la generacion o re-
vertir el estado hipertréfico una vez instaurado llevo al estudio de las vias de sefalizacion que
pueden desencadenar estas respuestas y con ello, a la busqueda de blancos terapéuticos para el

desarrollo farmacoldgico.

Blanco terapéutico: Angiotensina Il (Ang Il)

La Ang Il, componente del sistema RAA, ha sido estudiada ampliamente por su caracter pro hi-
pertensivo (a través de su receptor AT1). No obstante, en corazén Ang Il es capaz de inducir cre-
cimiento celular miocardico e hiperplasia de fibroblastos cardiacos (Sadoshima e Izumo 1993),
efectos que pueden prevenirse con el empleo de farmacos bloqueantes del receptor AT1, denomi-
nados genéricamente ARA-2 como losartan, telmisartan, irbesartan. Experimentalmente en
trabéculas aisladas de ventriculo, Ang Il promueve un incremento en la tensiéon desarrollada que
es independiente de la activacién oy B adrenérgica (Moravec y col. 1990), mostrando que se debe
a la activacion de su receptor AT1 y esta mediado por Ca*™. Por otra parte, el miocardio sometido a
estiramiento es capaz de liberar Ang Il al medio extracelular y generar esta respuesta autécrina.
Por ello, los beneficios de losartan en la prevencién y reversion de la hipertrofia miocardica y fibro-
blastica asi como en el remodelamiento miocardico, se deben principalmente a acciones directas

en corazdn (Xu y col. 2009).

Blanco terapéutico: Receptor de mineralocorticoide MR

Como parte del sistema RAA, la Aldosterona (Ald) se ha vinculado principalmente con la gene-
racion de respuestas en riidn mediadas por la sintesis de proteinas que promueven el incremento
en la reabsorcion de H,O y control de la excrecion de Na*. Clinicamente, las drogas antagonistas
del receptor MR de Aldosterona (como espironolactona y eplerenona) han tenido efectos benéfi-
cos en tratamientos destinados a evitar el desarrollo de fibrosis cardiaca y vascular, la progresion a
insuficiencia cardiaca e hipertension resistente (Ferrario y Schiffrin, 2015). Analogamente a lo que
sucede con los ARA-2, la efectividad de los inhibidores del MR responde a acciones directas sobre
el musculo cardiaco. En efecto, se ha demostrado activacion de los receptores MR en musculo
cardiaco sometido a estiramiento, los cuales por un mecanismo no genémico promueven la gene-
racion de especies reactivas del oxigeno e induccién de quinasas redox-sensibles que culminan
en una sobrecarga de Ca* (Cingolani y col., 2013). Cuando el musculo cardiaco (por ejemplo el
papilar aislado) se somete a estiramiento experimenta un aumento bifasico en la fuerza desarrolla-
da: un primer incremento agudo, explicable por la ley de Frank-Starling, que se corresponde con
una mayor sensibilidad de las fibras contractiles al Ca* y un segundo de desarrollo gradual deno-

minado segunda fase de fuerza (SFF) que involucra una mayor carga de Ca* citosélica. Esta SFF
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puede cancelarse tanto con losartdn como por eplerenona y espironolactona por lo que involu-
cra tanto al receptor AT1 de Ang Il como al MR de Ald y el sostenimiento en el tiempo de dicho

estimulo puede dar lugar al desarrollo de hipertrofia cardiaca.

Blanco terapéutico: intercambiador Na’/H" miocardico NHE1

El NHE1 es una proteina integral de membrana cuya funcion principal es la regulacion
del pH intracelular (pH;). La regulacién del pH; por accion del NHE1 trae aparejado un in-
cremento en la [Na'li, el cual en condiciones fisioldgicas es removido eficientemente por la
bomba Na*/K*ATPasa. Sin embargo, la hiperactividad del intercambiador genera un incre-
mento sostenido en la [Na']i suficiente para originar una elevacion de la [Ca*z]i a través del
funcionamiento en modo reversa del intercambiador Na*/Ca*™ (NCX) (Figura 7). La inhibi-
cion cronica de la actividad del NHE1 con inhibidores derivados del diurético amilorida (ca-
riporide, eniporide y zoniporide) revierte los signos de dafio tisular y apoptosis en el teji-
do hipertrofico, como asi también mejora la funcion del tejido cardiaco luego de injurias
como isquemia y reperfusion e infarto. A pesar de los beneficios demostrados en diver-
sos modelos experimentales, en los estudios clinicos la evaluacién de dichos inhibidores
como terapéutica en procesos isquémicos cardiovasculares no generd los resultados espe-
rados, senalando que el bloqueo total de la actividad del NHE1 seria la causa de la falta de
efectividad aparente y del surgimiento de efectos adversos no deseados de origen vascular
(Cingolani y col., 2013). Entonces, tratando de preservar la funcion homeostatica basal del
NHE1, se disefiaron nuevas estrategias de inhibicién tendiendo a aplacar la sobreactiva-
cion ocurrida en estos procesos patologicos. Esta sobreactivacion genera un aumento en la
fosforilacion del extremo citosoélico del transportador NHE1, y por ende la prevencion de la
fosforilacion o la induccién de la desfosforilacion de dichos residuos es un potencial blanco
terapéutico. En ese marco, los inhibidores selectivos de la fosfodiesterasa 5A (PDES5A,
enzima que cataliza la conversion de GMPc en 5°-GMP), son capaces de inducir la activi-
dad de fosfatasas como PP2A que llevan a la desfosforilacién del NHE1 (Diaz y col. 2010)
reduciendo asi la hipertrofia cardiaca. La aplicacion terapéutica mas comunmente asociada
a los inhibidores de la PDE5SA (sildenafil, tadalafil, vardenafil) es el tratamiento de la dis-
funcion eréctil. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha descripto su utilizacion en otras
patologias, como por ejemplo insuficiencia cardiaca cronica e hipertension pulmonar.
Particularmente en corazon, se demostré que sildenafil es capaz de prevenir apoptosis en
modelos de cardiotoxicidad cronica, ademas de ser efectivo en la prevencién de la genera-
cion de hipertrofia y el mejoramiento de la funcién ventricular de corazones sometidos a
infarto mediante un mecanismo que se atribuye primariamente a la inhibicion del NHE1
(Perez y co, 2007).

Blanco terapéutico: Anhidrasa Carbonica (AC)

La AC es la enzima que cataliza la disociacion del acido carbénico en CO, y agua. Las

variaciones de pH que devienen de su actividad han llevado a plantear la posibilidad de
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que dicha enzima estuviera estrechamente vinculada a los mecanismos encargados de la
homeostasis del pH; (como NHE1 y el cotransporte Na*/HCO3’) y por ende a la regulacion
de la [Na*]; e indirectamente, como se explicé anteriormente, a la de Ca*®. En efecto, se ha
demostrado la existencia de una interaccion fisica y funcional entre la AC y el NHE1
(Vargas y col. 2013), tal que la inhibiciéon de la AC (con acetazolamida o ethoxzolamida)
es capaz de modular negativamente la actividad del NHE1 y reducir la SFF en la que éste
cumple un rol fundamental. La acciéon moduladora de la actividad del NHE1 radica béasica-
mente en su funcion facilitadora de protones a la AC, aunque su interaccion fisica sugiere
una regulacion mayor que vincularia a la fosforilacién del mismo. En ese aspecto, los inhi-
bidores de la AC son farmacos efectivos para prevenir el desarrollo de hipertrofia en varios

modelos celulares y animales (Alvarez y col., 2007, Vargas y col., 2016).

Blanco terapéutico Calcineurina y via NFAT

Calcineurina es una fosfatasa Serina/treonina activable por el complejo Ca*-
Calmodulina, que al activarse desfosforila y activa al factor de transcripcién nuclear deriva-
do de células T (NFAT), el cual migra al nicleo para desencadenar transcripcién génica
(Wilkins y col. 2004). Se activa mas por sobrecarga de Ca*® por lo cual seria mediadora en
la generacion de hipertrofia, Se ha visto que modula la expresion de numerosos genes re-
lacionados con la reprogramaciéon fetal en hipertrofia patolégica. Como paso previo a tal
reprogramacion de genes, la inhibicién de la ruta desencadenada por calcineurina con ci-
closporina-A (Cys-A) parece un blanco terapéutico razonable. En efecto, en ratones
transgénicos con disfuncién sarcomérica que desarrollan cardiomiopatia dilatada, la admi-
nistracion de Cya-A previene el desarrollo de hipertrofia. También resulté efectiva en Ila
prevencion de la hipertrofia debida a sobrecarga de presién, aunque no es una droga que

actualmente tenga esta indicacién (Olson y Molkentin 1999).

Evaluacion experimental de farmacos sobre musculo cardiaco

Experimentalmente, el estudio de los efectos de farmacos sobre las funciones cardiacas
puede abordarse mediante diferentes tipos de preparados:

a- Corazén aislado y perfundido mediante la técnica de Langendorff: se perfunden las
coronarias (con solucién Krebs como nutriente) a través de la arteria aorta en forma re-
trograda (técnica de Langendorff). Se registra la presién intraventricular (P) isovolumé-
trica desarrollada por el ventriculo izquierdo mediante un globito de latex regulado por
pasos hasta volumen éptimo conectado a un transductor de presion y a un poligrafo. Es
util como modelo de contractilidad del corazén entero, porque registra la presién intra-
ventricular y se nutre por la via fisiolégica arterial. Ademas, es el modelo 6ptimo para
para estudiar el fenédmeno de isquemia-reperfusion porque permite interrumpir la perfu-

sion coronaria total o parcialmente. En nuestro laboratorio también estudiamos la ener-
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gética cardiaca incorporando el corazéon perfundido en un sistema calorimétrico para
registrar el flujo de calor durante todo el experimento (Ponce-Hornos y col., 1982; Con-
solini y col., 2007).

Las consecuencias de la isquemia y reperfusion (I/R) son: un aumento de la presion
diastdlica (contractura) durante la isquemia y ain mas durante la reperfusiéon, una re-
duccién de la recuperacién de la contractilidad durante la R, y en ciertos casos se ge-
neran arritmias durante R. Energéticamente, en la isquemia hay una caida del flujo de
calor asociada a la brusca disminucion del metabolismo aerébico mitocondrial. Al inicio
de la R aumenta mucho el flujo de calor por la reactivacién de los mecanismos que re-
mueven activamente el Ca®* acumulado en citosol (SERCA, NCX, UCam, Ca-ATPasa
sarcolemal). El calor proviene de la hidrdlisis exotérmica del ATP consumido para man-
tener esos transportes y el ATP hidrolizado por el sistema actomiosinico durante la
contractura diastdlica y la recuperacion contractil (Figura 9). Con el transcurso de R, la
presién diastdlica se reduce y la contractilidad aumenta en diversos grados segun el
tiempo de la isquemia. Si la isquemia es relativamente breve, la R da lugar a un “cora-
zon atontado” con reducida economia contractil (relacidon entre la contractilidad y el
flujo de calor que estima la energia consumida). Si la isquemia es muy prolongada, se
disparan procesos de apoptosis (por acumulacion citosélica y mitocondrial de Ca®** y de
especies reactivas de oxigeno, ROS) y el tejido se contractura en forma irreversible re-
duciendo casi a cero su flujo de calor por el cese del metabolismo y de la hidrélisis de
ATP (infarto).

b- Auriculas aisladas con frecuencia espontanea: se sumergen en una solucién nutriente
(Krebs) y se registra la contraccion mediante un transductor de fuerza isométrico. Pue-
de evaluarse la frecuencia contando el numero de contracciones por unidad de tiempo.
Es util para estudiar efectos en la frecuencia espontanea o en la contractilidad, y para
analizar efectos de catecolaminas porque dificiimente genera arritmias (Kitchen, 1984).

c- Papilar aislado: se prepara y mide similarmente al preparado de auriculas, pero carece
de automatismo y permite evaluar fuerza isométrica y tensién parietal, porque sus fi-
bras son longitudinales y paralelas, alineadas con la direccién de medida del transduc-
tor. Se puede trabajar con pequefos volimenes de solucién Krebs y de farmacos, pero
no permite generar un modelo de isquemia/reperfusion porque debe estar continua-
mente superfundido. Gracias a su escaso diametro y volumen permite estimar cambios
en la [Ca™? citosdlica empleando la carga del papilar con un indicador fluorescente
sensible al mismo (como Fura-2 o Fluo-4) para luego visualizar en un microscopio de

fluorescencia las zonas e intensidad relativa de fluorescencia (en la célula).
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Figura 9: Registro obtenido en nuestro laboratorio a partir de un corazén de rata aislado y perfundido

antes y durante la isquemia (30 minutos) y reperfusién (I/R). Arriba se muestra la presion intraventricular

(P) y abajo el flujo de calor (Ht). Notar que durante la isquemia caen bruscamente la contractilidad y el

Ht, pero se produce contractura diastélica; y durante la R se recupera gradualmente la contractilidad

después de aumentar ain mas la contractura diastélica. Ver en el texto los mecanismos responsables

de tales cambios por alteraciéon de la homeostasis de Ca?.

d- Cardiomiocitos aislados en un medio nutriente y con enzimas como colagenasa y proteasa

para separarlas de la matriz extracelular de colageno y glicoproteinas: se registra acorta-

miento mediante camara de video y/o potenciales de accion (PA) o corrientes eléctricas

con microelectrodos. También permite evaluar cambios en las [Ca2+] libre en diversos com-

partimentos celulares con el empleo de fluoréforos (indicadores que emiten fluorescencia al

complejarse con el Ca®* libre) tales como Fura-2 y Fluo-4 para el citosélico, y Rhod-2 car-

gado en frio para las mitocondrias. Es Util para estudiar mecanismos de farmacos en esas

variables y en un sistema simplificado, pero no reproduce situaciones como la I/R, ya que

no admite la isquemia, aunque ésta se ha simulado quimicamente, mediante venenos mi-

tocondriales y anoxia.
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CAPITULO 3
Farmacodinamia del musculo liso en general y
gastrointestinal

Alicia E. Consolini y German A. Colareda

..Hacer de tripas corazén, fendmeno de
conversion visceral que solo en la especie
humana ha sido observado.

JOSE SARAMAGO. Ensayo sobre la ceguera

Mecanismos de contraccion y relajaciéon del musculo liso

visceral: efectos de agonistas

El musculo liso (ML) funciona de manera involuntaria y forma parte de érganos como el
utero, vejiga, bronquios, asi como también del tracto gastrointestinal y de los vasos sangui-
neos, entre otros. A pesar de cumplir diferentes funciones en el organismo, el mecanismo
contractil del musculo liso es el mismo en los diferentes tejidos, aunque hay mecanismos
endoteliales en los vasos sanguineos que afectan el tono muscular, por lo que se trataran en
un capitulo aparte. Al igual que en los musculos esquelético y cardiaco, la contraccion se
inicia ante un incremento en la [Ca]i desde el nivel de reposo del orden de 107 M hasta apro-
ximadamente 10° M. Ingresa principalmente por canales de Ca®* sensibles al voltaje o a la
estimulacién de un receptor por un agonista. En el masculo liso, las miofibrillas no estan or-
denadas en miofilamentos longitudinales como en el estriado, sino que forman conglomera-
dos de distribucién heterogénea, y el mecanismo contractil se regula de modo diferente al del
musculo estriado. EI Ca®* en citosol se une a una proteina citosélica llamada calmodulina
formando un complejo Ca**-calmodulina. Este complejo estimula la actividad enzimatica de la
quinasa de la cadena liviana de miosina (KCLM) que fosforila justamente a la cadena liviana
de la miosina. Esto provoca la interaccién de la cabeza de miosina con la actina, desarrollan-
do el proceso contractil. Cuando la [Ca]; desciende a cerca de 10”7 M por remocién activa del
Ca®*, el complejo Ca-calmodulina-KCLM se disocia, la KCLM pasa a su forma inactiva, y
entonces predomina la accion de las fosfatasas, que defosforilan a la miosina produciéndose
la relajacion. El descenso de la [Ca]; es debido al predominio de los mecanismos de remocién
de Ca** citosdlico por sobre los mecanismos de influjo o liberaciéon de Ca** cuando desapa-

rece el estimulo que activo a los canales de Ca®*.
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Actividad eléctrica del musculo liso visceral

El registro con microelectrodos del potencial de membrana del ML revela valores que van
desde -60 mV hasta -25 mV, segun el ML considerado. La diferencia de potenciales de mem-
brana entre diversas visceras se debe a la desigual participacién de transportadores que regu-
lan los niveles de Na*, K" y CI" (Na*,K* ATPasa, y varias corrientes idnicas activadas en condi-
cion basal, como las de K* y del intercambiador Na*/Ca®* (NCX). Los ML exhiben diferentes
comportamientos en relacién a la actividad eléctrica de la membrana y la contraccion muscular.
Los musculos lisos del intestino, Utero, vaso deferente y vena porta entre otros, poseen una
actividad marcapaso, por lo que se generan ondas lentas de despolarizacién y eventualmente
descarga de potenciales de accién en forma de espiga, en los que participa una fraccién de
canales de Ca** tipo L. El potencial de accién (PA) suele propagarse a areas vecinas, provo-
cando la contraccion de millones de células en forma sincrénica (sincicio). EI PA generado
principalmente por el ingreso de Ca®* puede activar a las proteinas contractiles directamente, o
estimular la liberacién de Ca® de los depésitos intracelulares, si el respectivo ML los tiene. El
proceso en el que el desarrollo de la contraccion depende de la despolarizacion de la membra-
na se conoce como acoplamiento electromecanico.

Arterias como la pulmonar y la carétida no descargan PA, sino que muestran una despola-
rizacion gradual de la membrana en respuesta a la interaccion de agonistas con receptores
acoplados a una proteina de tipo Gqg, que por una cascada intracelular de transduccién origina
el influjo de Ca* a través de los canales de tipo L. La cascada de segundos mensajeros intra-
celulares disparada por el receptor se inicia con la activaciéon de una proteina Gq acoplada al
receptor que cataliza la hidrélisis de GTP y la activacion de la fosfolipasa C (PLC). Esta cataliza
la conversion de los fosfatidilinositoles de membrana (PIP2) en inositoltrifosfato (IP3) y diacilgli-
cerol (DAG). Este ultimo activa a una proteina-quinasa C (PKC) encargada de fosforilar y acti-
var a los canales de Ca®. En esas arterias el cambio del Em esta disociado de la contraccion,
mientras otras arterias como la aorta de conejo no presentan ningn cambio en el potencial de
membrana cuando desarrollan tensién. Se denomina acoplamiento farmaco-mecanico al
proceso en el que la contraccién no depende del potencial de membrana, sino que es dispara-

da por un agonista o neurotransmisor.

Fuentes de calcio para la contraccion del musculo liso

En el musculo liso la [Ca]; es critica para el desarrollo y mantenimiento de la fuerza, y es
uno de los determinantes del tono visceral, por ej. del masculo liso gastrointestinal, uterino,
traqueal, y urinario. En reposo la [Ca]; es de alrededor de 0,1 uM y la del medio extracelular de
aproximadamente 1 mM. Dado que el potencial del lado interno de la membrana es negativo

respecto al exterior (Em varia entre aproximadamente -40 y -60 mV dependiendo del tipo de
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musculo liso) existe un gradiente electroquimico para el Ca** de alrededor de 185 mV. Esto
favorece el influjo cuando se activan los canales idnicos con afinidad y selectividad por Ca®*.
Aunque en reposo las membranas celulares son poco permeables al Ca®*, el i6n difunde a tra-
vés de canales de reposo llamados de "leak" a favor de su gradiente. El ingreso de Ca®* por
esta via es muy bajo y no genera contraccion, debido a que los mecanismos de extrusion de
Ca®* del citoplasma tienen una alta afinidad y velocidad para removerlo, y logran mantener la
baja [Ca].. En los musculos lisos que tienen alguna actividad espontanea tipo marcapaso se
originan corrientes despolarizantes que activan un influjo de Ca®* aun en ausencia del agonista,
generando un tono basal peristaltico caracteristico de cada viscera, por ejemplo en intestino,
Utero y vejiga.

Ante la llegada del estimulo, ya sea producido por la accion de transmisores quimicos o
por estiramiento de la fibra, se produce una despolarizacién o fosforilaciéon de los canales de
Ca®* que los activa, permitiendo el ingreso de Ca®* a través de la membrana al citoplasma,
impulsado por el gradiente electroquimico. Basicamente la contraccién se desencadena por el
influjo de Ca** a través de los canales de Ca** de tipo L. El influjo a través de los canales su-
pera inicialmente a la tasa de remocion del ca* por los diversos transportadores de eflujo, por
lo que la [Ca]; se eleva hasta 10 uM. Esto genera una contraccién mantenida mientras dure el
estimulo. Si éste es un pulso breve eléctrico o un potencial espiga se produce una contraccién
transitoria seguida de relajacién (contraccion en espiga o fasica), pero si es prolongado por
permanencia del agonista o de la despolarizacién se produce una contractura estable y durade-
ra, denominada tonica. La enorme variabilidad que existe entre los diferentes musculos lisos
hace dificil sacar conclusiones generales acerca de los mecanismos que regulan la duracion y
frecuencia de episodios de influjo de Ca®*.

Los canales de Ca®* tipo L se activan por distintos mecanismos como cambios en el poten-
cial de membrana (por lo cual antes se los denominaba "canales operados por voltaje" o VOC)
0 accion de agonistas (antes denominados "canales operados por receptor" o ROC). No existen
diferencias estructurales o eléctricas entre los canales L activados por voltaje o por receptor. El
umbral de activacion de los canales de Ca®* tipo L ocurre aproximadamente a -30 o -40 mV y
se inactivan en aproximadamente 50 mseg. A diferencia del musculo cardiaco, en el liso la
entrada de Ca®* extracelular representa la mayor parte del Ca®* activador de la contraccion, y
muchos musculos lisos carecen de depdsitos de Ca®* intracelulares o reticulo endoplasmico
(RE) (ej. intestino). Algunos musculos lisos, como los de arterias especialmente la aorta, des-
encadenan un mecanismo donde la entrada de Ca*" a través de los ROC es amplificada por un
proceso de liberacién de Ca**-inducida por Ca®* desde el RE. Para disparar esta fuente de Ca®*
los musculos lisos utilizan el mecanismo dependiente de agonista que produce la liberacion de
Ca®* intracelular por accion del segundo mensajero IP;. En ese caso, el agonista promueve la
activacion de dos tipos de canales presentes en el RE, los sensibles a IP; (IPsR) y los sen-
sibles a Ryanodina (RyR), que ademas pueden cooperar entre si. La secuencia de activacion
de este mecanismo se inicia al unirse el agonista a su receptor, este se acopla a la PLC a tra-

vés de una proteina Gq, esto promueve la escision de fosfatidilinositol (PIP,) en IP; y DAG. A
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diferencia del musculo liso visceral, en algunos vasos como la aorta, el reservorio del RE es
relativamente grande, y el IP; activa los canales de liberacién de Ca** del RE contribuyendo a
aumentar la [Ca*]i junto al influjo por canales promovido por la via del DAG/PKC. El tamafio de
los depdsitos intracelulares de Ca®* es variable en los distintos ML. Asi, las aortas poseen
grandes depdsitos de Ca™, las arterias caudal y mesentéricas depdsitos menos desarrollados,
y las arteriolas de resistencia y el ML visceral no poseen depdsitos (Bolton, 2006).

Al igual que en el musculo cardiaco, en condiciones de reposo o no estimulacion los
musculos lisos liberan pequefas cantidades de Ca®* desde el RE ("sparks") subumbrales para
generar contraccion. Estos pueden aumentar en frecuencia e intensidad cuando se administran
farmacos estimulantes como cafeina o agonistas (noradrenalina, acetilcolina, histamina u
otros). Ademas, el estiramiento de algunos ML, especialmente de las visceras, genera tensién
o fuerza debido al ingreso de Ca™, por lo que se sugiri6 la existencia de un grupo de canales
de Ca** activados por estiramiento (SOC) (Karaki y Wiess, 1983).

intercambiador
Na*/Ca?*

Na*K*-ATPasa

— =

miosina P-miosina

fosfatasa

Figura 1. Influjo de Ca®* por diferentes canales: canales L operados por voltaje (VOC), canales L ope-
rados por receptor (ROC), y canales activados por estiramiento (SOC). Se muestra también la via dis-
parada por el receptor acoplado a proteina Gq que provoca liberacion de depésitos intracelulares por

accion del segundo mensajero IP3, y activacion de canales L por el DAG/PKC, con el consiguiente

aumento de la [Ca®*];

Mecanismos de extrusion de calcio

La relajacion del ML se produce principalmente cuando la [Ca]; desciende a los niveles
de reposo. Al cesar el estimulo que provocé el ingreso de ca* predominan los mecanis-
mos que lo remueven:

- las Ca-ATPasas de sarcolema (bombas de calcio sarcolemales),

- las Ca-ATPasas del reticulo endoplasmico (RE) conocidas como SERCA

- el intercambiador Na/Ca sarcolemal (NCX)
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Las bombas de Ca®* (Ca-ATPasas) poseen alta afinidad por el Ca** (K,5 de alrededor de 1
uM), se saturan con baja [Ca2+], funcionan continuamente, y son estimuladas por fosforilacién
de quinasas dependientes del complejo Ca®*-calmodulina (CaMK). El intercambiador Na*/Ca®*
(NCX) es similar al de musculo cardiaco, y es un transporte activo secundario, que funciona
generalmente ingresando 3 Na* a favor del gradiente para promover el eflujo de 1 Ca** en con-
tra de su gradiente. Este movimiento de cargas lo hace electrogénico e influenciable por el
potencial de membrana. Su funcionamiento esta acoplado al de la Na*,K*-ATPasa que mantie-
ne un alto gradiente de Na*. Este intercambiador esta impulsado por el gradiente electroquimi-
co, es decir por la combinacién de gradientes idnicos y gradiente eléctrico, que determinan su
potencial de reversa (Encx = 2 Ecq -3 Ena). Dado que los musculos lisos tienen potenciales de
reposo (Em de -50 a -20 aproximadamente) menores que el cardiaco (Em cercano a -80 mV),
en el ML es mas probable que el NCX pueda funcionar en ambos modos, de eflujo de Ca (“for-
ward”) o en sentido “reverso” promoviendo el ingreso de Ca*. Eso ocurriria cuando el Em sea
menos negativo que el potencial de reversa del NCX (Encx). Algunas condiciones como el frio,

o patologias como la hipertension parecen promover el influjo de Ca®* por esta via del NCX.

Regulacion autonémica del musculo liso visceral y mecanismos

de agonistas

Segun el tipo de musculo liso, hay diversos receptores y agonistas que generan o regulan
la contraccién, y acceden al mismo mediante inervacion o el plasma. El musculo liso visceral
gastrointestinal, el de bronquios y el detrusor de vejiga estan regulados principalmente por el
sistema nervioso auténomo parasimpatico, el cual estimula su peristaltismo en cuanto a tono y
frecuencia de espigas contractiles, dependiendo del tipo de tejido. Por lo tanto la accion de
acetilcolina (Ach) en los receptores colinérgicos de tipo muscarinico y subtipos M1 y M3 son
los predominantes disparadores de la contraccion. En muchos de los muasculos lisos viscerales
como los del aparato gastrointestinal, el detrusor de la vejiga y Utero también hay receptores
para la serotonina (5-HT). Por otra parte, en los musculos lisos de las vias genitourinarias
como el conducto deferente y la uretra y uréteres, y en el trigono de la vejiga hay receptores a-
adrenérgicos para la noradrenalina (NA) liberada de las neuronas del sistema nervioso auté-
nomo simpatico (Goodman y Gilman, 2014).

Todos esos receptores tienen en comuan el acoplamiento con la proteina Gq que, como se
explicd anteriormente, cataliza la hidrolisis de GTP y la activacion de la via de PLC/ PIP, / IP3 y
DAG. El rol del IP3 es bajo en los musculos lisos viscerales, dado que poseen un escaso reser-
vorio de Ca®* en el reticulo endoplasmico (RE) que posee canales de liberacién de Ca®* activa-
bles por IP; (Karaki y Wiess, 1983). En cambio, el DAG ejerce un rol mayor al estimular la
PKC, que a su vez cataliza la fosforilacién de los canales de ca™ tipo L. Esto provoca el au-
mento en la frecuencia de activacién de estos canales, y el masivo influjo de ca** al citosol

formando una corriente que logra elevar la [Ca2+]i, activar a la calmodulina y disparar la con-

68



traccién, o aumentar la frecuencia y amplitud de las espigas del tono basal contractil si el tejido
tiene alguna actividad espontanea de tipo marcapaso (ejemplo: intestino, utero).

Por otra parte, las proteinas contractiles del ML son reguladas por los niveles de los nu-
cleétidos ciclicos, lo cual representa un sitio de accién de agonistas de receptores B-
adrenérgicos o farmacos que aumentan los niveles de AMPc, como se describird méas ade-
lante. Un aumento del AMPc citosélico activara a una proteina quinasa dependiente de AMPc
(PKA), que cataliza la fosforilacion de la quinasa de la cadena liviana de miosina (KCLM-P).
La KCLM-P tiene baja afinidad por el complejo Ca-calmodulina, lo cual favorece la relajacion
por predominio de la actividad de las fosfatasas (que defosforilan a la CLM). Este efecto pue-
de ser desencadenado por la activacion del receptor Bo-adrenérgico por las catecolaminas
adrenalina e isoproterenol, ya que este receptor se encuentra acoplado a una proteina Gs,
la cual por hidrélisis de GTP se enlaza y activa a la enzima efectora adenilatociclasa (AC). La
AC cataliza la formacion de AMPc a partir de ATP, y desde alli se retoma la cascada descrip-
ta que conduce a relajaciéon. Otro modo de elevar los niveles de AMPc y relajar el musculo
liso es por la inhibicion de la actividad de la enzima fosfodiesterasa (PDE) que cataliza la
degradacion del AMPc a 5-AMP. Este mecanismo es llevado a cabo por farmacos como la
papaverina, las metilxantinas teofilina y cafeina, y farmacos mas nuevos como el sildenafi-
lo, la milrinona y la amrinona.

SAMP

metilvantinas

b
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b PDE Gs

proteina kinasa
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ATP
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Figura 2. Regulacion de la contraccion por diferentes drogas que aumentan el nivel de AMPc.
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Mecanismos de farmacos o intervenciones in vitro

1 - Despolarizacién por alta [K].:

Al aumentar la [K'], se produce una disminucion del gradiente de K* y, debido a que la
membrana tiene una relativamente alta permeabilidad al K" mediada por la activacion de varios
tipos de canales de K*, habra una despolarizacion del musculo. Los canales de K* mas abun-
dantes en el ML son los dependientes del voltaje (Kv), los dependientes del Ca y voltaje de
gran conductancia (BK), y los dependientes de la reduccién del nivel de ATP (KATP). Depen-
diendo del ML predominaran unos u otros, segin se describird mas adelante.

La reduccion del gradiente de K™ genera una disminucion del potencial de membrana (Em)
desde -60 mV a -40 mV u otro valor que depende de la [K'], utilizada (a mas de 10 mM K*) y
tiende al Ek (potencial de equilibrio o de Nerst). Esta despolarizacién activa a los canales de
Ca®* tipo L, lo cual aumenta el influjo de Ca®* y conduce a la contraccion del musculo liso. El
proceso de la contraccién depende exclusivamente de la existencia de Ca®* en el medio extra-
celular y es totalmente sensible a los bloqueantes del canal de Ca** (nifedipina, verapamil, dil-

tiazem, etc.).

2- Agonistas a-adrenérgicos

En arterias, en el conducto deferente y en los ML del sistema genitourinario como trigono,
uretra y uréteres, los agonistas que actian sobre el receptor a1 adrenérgico (NA, fenilefrina,
metoxamina, adrenalina) inducen, en presencia de Ca’®* extracelular, un aumento en la [Cal].
El mecanismo de transduccion del receptor implica la activacion de una proteina Gq acoplado a
la ya explicada via de PLC/ segundos mensajeros IP3 y DAG/ PKC que fosforila y activa a los
canales de Ca** tipo L. Cuando se trabaja con los tejidos aislados, en ausencia de Ca* en el
medio nutritivo (solucién Tyrode, Krebs, de Jalon, segun el tejido) se reduce abruptamente la
contractilidad. En algunos ML que tienen un importante reservorio de Ca** en el RE, como la
aorta, en ausencia de Ca®* extracelular, los agonistas a; solo producen transitorios aumentos
en la [Ca], y en el tono (contraccién fasica), mientras que se reduce abruptamente la contrac-
cion estacionaria (ténica). La fase ténica depende del influjo de Ca® a través de canales L de
Ca®* mientras la contraccion fasica o transitoria se ha asociado a la liberacién de Ca® de los
depdsitos intracelulares, mediante la activacién de canales del RE sensibles al IP;. Por accién
de antagonistas o bloqueantes del canal de Ca® como verapamil y dihidropiridinas, la contrac-
cién fasica es poco afectada mientras la ténica se elimina, ya sea en el ML de vasos sangui-
neos como en los ML viscerales.

En algunos ML, especialmente los de arteriolas y venas como la portal, existe el receptor
ar-adrenérgico, que al ser estimulado por agonistas como NA, activa directamente a un canal

de Ca** tipo L asociado a dicho receptor, pero no libera Ca®* de depésitos intracelulares. Por
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ello, la contraccion es totalmente sensible a los bloqueantes célcicos o a la eliminacién del ca*
del medio. Es importante recordar que también hay receptores a,-adrenérgicos presinapticos
en las neuronas noradrenérgicas de todo el organismo y en las colinérgicas que inervan a las
visceras. Ese receptor estd acoplado a una proteina Gi que por hidrélisis se disocia en la
subunidad Gia que inhibe a la adenilato ciclasa (AC) y la GiBy que activa a canales de K*. Este
mecanismo conduce a hiperpolarizacién de las terminales axénicas, y por lo tanto a menor
activacion de canales de Ca®*, o cual desencadena una disminucion de la exocitosis.

Por otra parte, el efecto de los agonistas a-adrenérgicos puede ser selectivamente inhibido
por antagonistas de dichos receptores. El mas antiguo, fentolamina es un antagonista no
selectivo de los receptores a; y ar-adrenérgico. Luego se sintetizaron antagonistas selectivos
ay-adrenérgicos como prazosina, terazosina y doxazosina, que se emplearon inicialmente
como hipotensores y mas tarde como agentes para el tratamiento de la hipertrofia prostatica
benigna. Por otra parte, de una planta medicinal ancestral (Rawolfia serpentina, de la que tam-

bién se obtiene la reserpina) se extrajo un antagonista selectivo a,-adrenérgico: la yohimbina.

3- Agonistas colinérgicos

La acetilcolina (Ach), y sus analogos sintéticos como el carbacol, |la metacolina o el be-
tanecol son agonistas muscarinicos que desencadenan la contraccion de las visceras y/o el
aumento de las secreciones porque estimulan a los receptores Ms y My en el musculo liso. Es-
tos receptores estéan acoplados a una proteina Gq y a la via de la PLC/DAG e IP3 que por acti-
vacion de la PKC fosforila y activa canales de Ca®* tipo L. Ademas, en musculos con actividad
eléctrica propia (ej. tracto gastrointestinal, Gtero, vejiga) se produce despolarizacién por el ago-
nista y consecuente activacion de los mismos canales dependiente del voltaje. En esos muscu-
los lisos viscerales no hay indicios de liberacién de Ca®" intracelular via IP; por el receptor Ms.

Otros musculos lisos como los participantes en esfinteres poseen receptores M, y My que
estan acoplados a una proteina Gi. Al igual que lo explicado en las terminales axénicas, al hi-
drolizar GTP, la proteina Gi se disocia en una subunidad a y otra subunidad By. La primera
inhibe a la adenilatociclasa (AC) reduciendo el nivel de AMPc, mientras la segunda activa direc-
tamente a los canales de K*. El resultado es que se hiperpolariza la fiora de ML y con ello se
relaja. Asi en el tracto gastrointestinal la acciéon coordinada de Ach en los diversos receptores
produce la contraccion del muasculo circular y longitudinal de grandes sectores y la relajaciéon de
otras zonas de esfinter promoviendo el avance del contenido (ondas peristélticas).

Entre los antagonistas muscarinicos estan los alcaloides del tropano obtenidos de la planta
Atropa belladona atropina y escopolamina (no selectivos para todos los receptores M) que
también llegan al SNC, y otro alcaloide del Hiosciamus niger (hiosciamina). Otros derivados
sintéticos de amonio cuaternario no llegan al SNC y por lo tanto tienen menos efectos adversos
y se usan como antiespasmaédicos viscerales (hioscinay homatropina). Mas recientemente se

sintetizaron 2 antagonistas con accidén mas selectiva en el detrusor de la vejiga que en el intes-
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tino: oxibutinina y tolterodina. Existen otros antagonistas con accién selectiva en M1 (piren-
zepina, con una baja actividad como antiacido estomacal dado que los receptores M1 estan en
las células parietales y ganglios colinérgicos del estbmago). Para relajar al ML del musculo
circular del ojo se emplean antimuscarinicos tdépicos como son tropicamida y ciclopentolato
en colirios, con lo cual se induce la midriasis necesaria para realizar un fondo de ojo- Sin uso
terapéutico existen antagonistas selectivos por receptores M2 (metoctramina) y M3 (4-DAMP)
que se emplean experimentalmente para identificar al receptor en estudios farmacodinamicos

de tejidos aislados.

4- Endotelina-1

Actla sobre receptores ET, y produce contraccién sostenida con aumento de la [Ca]; en te-
jidos como aorta, tradquea, Utero, arterias carotida y mesentérica. Sin embargo, ejerce un muy
escaso efecto sobre ileon, intestino y vaso deferente. En estos tejidos, la contraccion esta aso-
ciada a la liberacion de Ca®* via IP; en el inicio fasico y a la apertura de canales de Ca** de tipo
L en la fase ténica. Sin embargo, en el Gtero la activacion del receptor ET no produce libera-
cion de Ca*" intracelular, sino solo influjo de Ca®* por canales L. Ademas, la endotelina actta
sobre receptores ETg en la vena pulmonar, arteria coronaria y traquea, que también estan aco-

plados solo al influjo de ca* por canales L.

5- Prostaglandinas

Las prostaglandinas (PG) son de diversos tipos y actian en diversas clases de receptores:
Algunos de estos receptores inducen efectos relajantes del ML:
- los receptores EP, y EP, que se activan por la PGE, y estan acoplados a la via
Gs/AC/AMPc
- los receptores IP que se activan por la prostaciclina (PGl,) y se acoplan a la misma via
de Gs
Otros receptores generan estimulacion pero estan en varios tejidos, no sélo el ML:
- los receptores EP, se activan por la PGE, y estan acoplados a la via Gg/PLC/PKC
- los receptores FP A y B se activan por la PGF,, y estd también acoplada a la via
Gqg/PLC/PKC
Como en otros casos, los productos de la PLC inducen liberacion transitoria de Ca®* intrace-
lular via IP; en algunos musculos (por €j. bronquios y aorta). Pero la respuesta mas importante
es una activacion mantenida del influjo de ca™ por canales L acoplado a contraccién durante la
fase tonica (ej. en aorta y bronquios). En tejidos como los bronquios, las PG también inducen
2+]i.

aumento de las secreciones, mediante el aumento de la [Ca Los productos obtenidos a

partir del acido araquidonico por catalisis de la ciclooxigenasa (PG) o de la lipooxigenasa (LT,

72



leucotrienos) son los mediadores que generan broncoespasmo y aumento de las secreciones

en un bronquio hiperactivo o asmatico.

6- ATP

Produce una liberacion transitoria de Ca®" intracelular activada por el receptor purinérgico
P,y que se acopla a la liberacion de IPs, seguido por un aumento sostenido del influjo de Ca**

por canales L activados por los receptores Pox y Pay, en vena portal, vaso deferente y aorta.

7- Angiotensina Il

Actuando en el receptor AT, acoplado a la via Gg/PLC/IP3 y DAG estimula a ambos com-
ponentes: la liberacién transitoria de Ca®* del RE (mediada por la formacién de IPs) y la activa-

cion de canales de Ca®" tipo L por la PKC.

Mecanismos de farmacos relajantes del musculo liso

1- Bloqueantes calcicos

Son selectivos inhibidores del canal de Ca®* tipo L. Se dividen en dos grupos:

a-Dihidropiridinas (nifedipina, nitrendipina, amlodipina, nicardipina, etc.): se unen al canal
desde el exterior bloqueando en forma competitiva el influjo de Ca®*. Son mas selectivos por el
musculo liso que por el cardiaco. Producen una significativa vasodilatacién (hipotensién) y dis-

minucion del transito gastrointestinal.

b- Verapamil y diltiazem: ingresan a la célula a través de la membrana bilipidica por su li-
pofilia, y se unen al canal desde el interior celular, preferentemente en el estado inactivado,
dando un bloqueo dependiente del voltaje (es decir de la frecuencia de estimulacion o del gra-
do de despolarizacion). Son mas selectivos por el musculo cardiaco (dando bradicardia) pero

también relajan al musculo liso vascular (hipotensién) o de otras visceras.

En todos los casos, cuando se reduce el influjo de Ca’* a través de canales L comienzan a
predominar los mecanismos de remocion de Ca®* (Ca**-ATPasas e intercambiador Na*/Ca®")
desencadenando la disminucién de la [Ca2+ ]li y en consecuencia la relajacion del tono basal o de
la contraccién. Ambas clases de bloqueantes célcicos son capaces de relajar la contractura toni-

ca, pero afectan muy escasamente a la fasica cuando esta se debe a liberacion de Ca®* del RE.
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2- Abridores de los canales de K*

Estos agentes (como diazoxido, minoxidil, nicorandil, pinacidil, cromakalim, adenosi-
na, prostaciclina) activan a los canales de K* (Kv, KATP, BK) permitiendo el eflujo de K* de la
célula, lo cual la hiperpolariza. En consecuencia, se requiere un estimulo despolarizante mayor
para alcanzar el umbral para la activacion de los canales de Ca®*, por lo que para el mismo
estimulo se reduce la corriente Ic,. En consecuencia, ocurre la relajacion del tono basal muscu-
lar (si el musculo liso lo tiene) o de la contractura tonica debida a agonistas. Ademas, la hiper-
polarizacion reduce la liberacion de Ca® del RS inducida por IPs.

Ese efecto es antagonizado por inhibidores del canal de K* sensible a ATP (KATP) como
glibenclamida y gliburida, o de los canales de K-dependientes de voltaje (Kv) como tetraeti-
lamonio (TEA) que puede inhibir a todos los canales de K.

3- Agonistas B.-adrenérgicos

En algunos musculos lisos (como arteriolas, tracto gastrointestinal, trdquea, vejiga, Utero)
esta presente el receptor B.-adrenérgico por el cual son afines adrenalina y otros agonistas
mas selectivos como salbutamol y derivados broncodilatadores, isoproterenol y ritodrina e
isoxuprina que relajan el ML uterino. Este receptor esta acoplado a una proteina Gs que activa
a la AC, con la consecuente produccion de AMPc, activacion de PKA, fosforilacion de la KCLM

y relajacion por el predominio de la accion de fosfatasas sobre la CLM.

4- Participacion del 6xido nitrico (NO)

El endotelio de los vasos sanguineos es una fuente del antiguamente denominado "factor
relajante de endotelio” (FRDE) e identificado posteriormente como 6xido nitrico (NO) (Figura 3).
Esta molécula gaseosa es sintetizada a partir de L-Arg y O, en el endotelio vascular, en res-
puesta a la unién de ciertos agonistas en sus receptores endoteliales (por ej. Ach en M; o his-
tamina en H,). Luego el NO difunde faciimente hacia la capa de musculo liso vascular vecina y
estimula la vasodilataciéon por unirse al grupo de Fe** hemo de la guanilato-ciclasa (GC), que
cataliza la formacién de GMPc. Finalmente, ya sea mediante la via PKG (dependiente de
GMPc) o directamente, se producen variados efectos como:

a- activacion de canales de K* con la consiguiente hiperpolarizacion

b- inhibicidén de la formacion de IP; debida a la hiperpolarizacién

c- estimulacion del eflujo de Ca®* via intercambiador Na*/Ca®" y bomba de Ca’* del sarcolema

d- estimulacion de la actividad fosfatasa de la cadena liviana de miosina (CLM)

e- inhibicion del influjo de Ca®* por canales L debido a la hiperpolarizacién o a la PKG

f- inhibicién de la fosfodiesterasa PDE Il, que provoca aumento del AMPc, y subsecuente
activacion de la PKA (ésta estimula a la I y a la fosfatasa de la CLM).
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Todos estos efectos conducen a relajacion del musculo liso vascular. El principal estimulo fisio-
l6gico para liberar NO es el stress de pared del vaso y fundamentalmente una sefal vasoconstricto-
ra que aumente el Ca’* intracelular en el endotelio. Eventualmente puede formarse NO en algin
otro musculo liso, como el gastrointestinal, lo cual conduce también a relajacion. En ese caso, el NO
se forma como neurotransmisor en algunas neuronas del circuito mientérico (ver figura 4).

La sintesis de NO depende de la presencia de NADPH, FAD, FMN, tetrahidrobiopterina y
calmodulina como cofactores, y de la enzima NO-sintasa (NOS). Existen 3 clases de NOS:

a) en células endoteliales: NOS activable por Ca**

b) en células neuronales no-adrenérgicas no-colinérgicas (NA-NC), y en musculo esquelético

¢) NOS inducible por endotoxinas bacterianas y citoquinas inflamatorias en macroéfagos, en
corazén y en musculo liso, que es independiente de Ca®".

La NO sintasa puede ser inhibida por antagonistas selectivos como L-NAME y L-NMMA.

Existen farmacos que son activadores de la produccion de NO con uso terapéutico como
vasodilatadores. Por €j. los nitratos organicos como la nitroglicerina o el nitrato de isosorbide
son Utiles en coronariopatias o prevencion de un segundo episodio de infarto. La hidralazina o

el nitroprusiato de sodio son utiles como potentes hipotensores por su accién sistémica.

Musculo liso

Figura 3. Secuencia de eventos iniciada por un receptor de tipo M1 o H1 en el endotelio de vasos que des-
encadena el aumento de Ca?* en la célula endotelial, y la activacién de la NO sintasa. Este mecanismo de
sintesis también puede ocurrir en una neurona entérica. La difusién del NO hacia el muasculo liso vecino
activa una cascada de transduccion celular que conduce a la vasodilatacion (ver el texto para detalles)

Musculo liso gastrointestinal

El musculo liso intestinal es inervado tanto por las ramas simpaticas como por las ramas
parasimpaticas del sistema nervioso autébnomo. Las fibras parasimpaticas hacen sinapsis en
dos sitios ganglionares, en el plexo mientérico (Auerbach) y en el plexo submucoso (Meissner).
En el plexo mientérico se encuentra una capa muscular circular y una longitudinal, las fibras
longitudinales estan presentes en la superficie externa del intestino. En la mayoria de los expe-

rimentos que utilizan este preparado se evalla la accion de drogas sobre la fuerza de contrac-
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ciéon de la capa muscular longitudinal, porque el preparado se cuelga en esa direccion, mante-
niendo el tubo intestinal abierto para la circulacién del medio oxigenado. Las fibras simpaticas
también inervan el intestino, fundamentalmente por terminales noradrenérgicas que llegan a los
plexos. La NA liberada puede actuar en receptores alfa-2 (a2) ubicados presinapticamente en
las terminales colinérgicas, por lo cual inhibe la liberacién de acetilcolina. De esta manera ejer-
ce los efectos opuestos al parasimpatico en el peristaltismo.

Los movimientos peristalticos son miogénicos y principalmente accionados por reflejos loca-
les. EI movimiento pendular es el Unico que perdura en el intestino una vez aislado, y se debe a
una actividad eléctrica marcapaso con localizacion oscilante en el misculo, que genera pulsos de
despolarizacion. Estas ondas, cominmente conocidas como espigas, activan canales de Ca**
tipo L que desencadenan el tono basal y contracciones pendulares. Esto se comprueba porque la
eliminacion del Ca®* del medio extracelular disminuye el tono y el movimiento pendular.

La actividad eléctrica ritmica es una caracteristica de la mayoria de los musculos lisos, pe-
ro las consecuencias mecanicas pueden variar desde las contracciones fasicas rapidas y regu-
lares a la contractura sostenida. Por muchos afios se pensaba que la actividad eléctrica espon-
tanea se originaba en las células del musculo liso, pero recientemente se encontré que hay
células marcapaso especializadas en muchos 6rganos que son morfolégica y funcionalmente
distintos del musculo liso y son la fuente de la actividad eléctrica espontanea. Tal funcion mar-
capaso esta bien documentada para las células intersticiales de Cajal (CIC) del tracto gastro-
intestinal, pero hay evidencias de células tipo CIC que juegan un rol similar en otros tipos de
musculo liso (como uretra, vejiga y Utero). En intestino estédn adheridas por debajo de la capa
del musculo liso longitudinal. Recientes resultados sugieren que las oscilaciones de [Ca2+] en
células intersticiales uretrales de conejo aislado son iniciadas por liberacion de Ca®* desde los
depdsitos intracelulares sensibles a ryanodina, que la frecuencia de oscilacion es muy sensible
a la concentracion externa de Ca*, y que la conversién de la oscilacion primaria a las ondas de

Ca®* propagadas dependen de la liberacién de calcio inducida por IP; (Mc Hale y col., 2006).
Sistema nervioso entérico

Posee autonomia e incluye circuitos neuronales que regulan la contractilidad, secreciones,
transporte de sustancias, flujo sanguineo, y modula funciones enddcrinas e inmunoldgicas.
Esta formado por neuronas integradas en ganglios entéricos conectados entre si y localizados
mayormente en el plexo mientérico (ME), con algunas aferentes primarias llegando al plexo
submucoso (SM).

Neuronas aferentes primarias (NAP). responden a estimulos quimicos y mecanicos lumi-
nales de la mucosa y a la distension muscular. Reciben sinapsis de otras neuronas aferentes
por medio de los neurotransmisores (NT) como la sustancia P que actia en sus receptores de
cininas (NK), y serotonina (5HT) que actia en receptores de tipo 5HT4. Cuando se produce
estimulacién del 5HT4, las NAP producen la liberacion de otros NT como el “péptido activador

de la calcitonina” (CGRP) que actia sobre interneuronas generalmente colinérgicas.
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Interneuronas ascendentes y descendentes (IN): las IN ascendentes (INA) conectan sus
axones en sentido oral a motoneuronas excitadoras circulares mediante sinapsis colinérgicas
nicotinicas (receptores Ng constituidos por un canal de Na*) y no colinérgicas (neurocininas en
receptor NK), y reciben sinapsis de otra INA, formando una red excitadora ascendente que
lleva la informacion al sistema nervioso central (SNC). Las IN descendentes (IND) reciben es-
timulos de neuronas aferentes no primarias y hacen sinapsis en sentido caudal hacia otras
neuronas mientéricas y submucosas. Algunas tienen NT excitatorios (Ach en receptores M1 y
M3 y 5-HT en receptores 5-HT4). Otras IND producen NT inhibitorios como éxido nitrico (NO) y
péptido intestinal vasoactivo (VIP) hacia neuronas mientéricas y submucosas, ejerciendo el
control motor, secretor y vasomotor.

Motoneuronas excitatorias (ME). son el paso final para la activacion motora del ML en la
capa mientérica circular y longitudinal. Producen Ach y 5-HT como NT y hacen sinapsis en el
musculo liso o en las CIC.

Motoneuronas inhibitorias (MI): hacen sinapsis sobre la capa de ML circular, directa o in-
directamente a través de las CIC, y producen como NT a NO, ATP y VIP.

Neuronas secretomotoras y vasomotoras (NS y NV). se originan en ambos plexos ME y SC,
e inervan a la mucosa y a vasos sanguineos mediante la produccion de NT como Ach y VIP, algu-

nos con conexion a ganglios mientéricos, conectando funcionalmente secrecion y motilidad.

plexo ME <

MUSCULO LISO-

plexo SC -

MUCOSA

LUZ INTESTINAL

Figura 4. Esquema de las neuronas participantes en la neurotransmisién entérica: vias autonémicas
(colinérgicas, noradrenérgicas, dopaminérgicas y serotoninérgicas) llegan al plexo mientérico (ME) para
regular el peristaltismo mediante su interaccién con las Ultimas neuronas efectoras sobre el musculo
liso, que son las motoneuronas excitatorias (MNE) e inhibitorias (MNI). La via ascendente sensorial esta
representada por las neuronas aferentes primarias (NAP), las interneuronas ascendentes (INA) y des-
cendentes (IND), las células enterocronafines (EC) y las neuronas secretomotoras (NS) que se integran
en el plexo subcutaneo (SC) (ver el texto para detalles y neurotransmisores)
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Hay diversos movimientos coordinados en esta red neuronal mientérica con control intrin-
seco y extrinseco. La actividad del complejo motor migratorio se inicia con la actividad espon-
tanea en motoneuronas excitatorias sobre el musculo circular dando movimientos segmenta-
rios, e incluye neuronas entéricas colinérgicas (receptores Ng) e interneuronas descendentes,
dando un movimiento en sentido caudal. La actividad miogénica genera contracciones ritmicas
del ML, y en ocasiones propulsivas. La acomodacion en estdbmago y colon genera sinapsis
inhibitorias descendentes y circunferenciales que se activan por distension parietal. La peristal-
sis es el movimiento propulsivo que se activa por contraccién de un segmento de musculo cir-

cular, que se propaga en sentido distal.

Contractilidad colonica

La contractilidad colénica esta controlada por procesos interactivos complejos en el intes-
tino, involucrando tanto a células nerviosas (neurogénico) como la actividad espontanea mus-
cular (miogénico).

Si se bloquea la peristalsis del colon de rata in vitro con antagonistas de la actividad neuro-
nal entérica, como son los blogueantes de los canales de Na* tetrodotoxina (TTX) o lidocai-
na, la adicién de un agonista colinérgico induce una recuperacién en las contracciones propa-
gadas. A partir de estos datos se sugirid que las redes de células intersticiales de Cajal (CIC)
trabajan cooperativamente con el sistema nervioso entérico para crear los patrones motores
coldnicos, y que los principales mecanismos propulsivos son el resultado de la actividad de las
contracciones del musculo circular conducido por el marcapaso. En el colon canino y humano,
las ondas lentas en el muasculo circular con frecuencias en el rango de 3—-9 por minuto se origi-
nan desde las CIC en el plexo submucoso. Ademas, hay oscilaciones de membrana mas rapi-
das (oscilaciones del plexo mientérico), con frecuencias en el rango desde 15 a 30 por min, que
se originan desde una red de CIC cercana al plexo mientérico.

Los complejos motores propagados ocurren espontaneamente en el colon aislado y pueden
también ser disparados por estimulacion local (distension o lesion de la mucosa). Estos comple-
jos son generados por el disparo sincronizado de poblaciones de interneuronas mientéricas as-
cendentes y descendentes que activan a las neuronas motoras excitatorias en una forma coordi-
nada. Los potenciales de unién excitatoria tienen una frecuencia de 1-2 Hz, y coinciden con la
desinhibicién de la capa de musculo circular. Por lo tanto, se requiere una ajustada coordinacion
temporal de transmision neuroefectora inhibitoria y excitatoria. Cuando los complejos son aboli-
dos por el bloqueo neural, la aplicacién al medio del preparado de carbacol causa despolariza-
cién pero no evoca las oscilaciones de 2-Hz, confirmando que ellos probablemente requieren un

disparo coordinado del circuito neural entérico (Costa y col., 2013).

Mecanismos de la regulaciéon autonémica del peristaltismo intestinal
La estimulacion parasimpatica aumenta la actividad peristaltica, mientras que la esti-
mulacién de los nervios simpéticos inhibe los movimientos peristalticos. La accién del sistema

nervioso parasimpatico es mediada via receptores muscarinicos Ms, que por accion de la
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acetilcolina (Ach) aumentan el peristaltismo con movimientos segmentarios, de avance, de
mezcla, etc.

La contraccion del muasculo liso intestinal estda desencadenada por dos tipos de estimulos:
despolarizacion por una actividad marcapaso conducida entre fibras a modo de sincicio (que
activa canales de Ca** tipo L por voltaje), y accion de la Ach sobre su receptor M; que esta
acoplado a una proteina Gq y a la cascada PLC/DAG/PKC que fosforila y activa canales de Ca
tipo L. Aln cuando varie el modo de estimulacién, por el receptor y por voltaje, los canales
activados pertenecen al tipo L. Debido a que el musculo liso de duodeno carece de RS impor-
tante, no es significativo el mecanismo de liberacién de Ca®* via IP,. El registro contractil tam-
bién posee una respuesta transitoria fasica y una estable tonica, pero ambas son dependientes
del influjo de Ca®* extracelular por canales L, debiéndose aparentemente las diferencias a dos
depositos de Ca® externo con diferente accesibilidad al canal.

Los efectos inhibitorios son ejercidos por el sistema nervioso simpatico, y estdn mediados
por los receptores a y B adrenérgicos. Los receptores B son de tipo B, activables por la
adrenalina circulante en plasma. Median la relajacién del musculo liso intestinal por activacién
de la via Gs/AC/AMPc/PKA que fosforila a la KCLM reduciendo la contractilidad de las fibras
musculares lisas. Los receptores al son minoritarios y estén localizados en zonas que funcio-
nan como esfinteres en el tubo intestinal, y se acoplan a la via Gg/PLC/DAG/PKC que conlleva
contraccion de fibras circulares que limitan el avance peristéltico. Se describen también algu-
nos receptores a acoplados a una Gi que desencadena hiperpolarizaciéon del ML gastrointesti-
nal. Los receptores a2 son mas abundantes, y estan localizados presinapticamente en las fi-
bras parasimpaticas de los plexos mientéricos. Son activados por la noradrenalina (NA) libera-
da de las terminales axdnicas simpaticas que llegan al mismo plexo, y activan una proteina Gi
que se disocia en las subunidades a y By. La subunidad Gia inhibe a la adenilatociclasa (AC)
reduciendo el nivel de AMPc y consecuentemente de la PKA, mientras la subunidad Gify activa
directamente a los canales de K*. El resultado es que se hiperpolariza la terminal axénica y se
reduce el influjo de Ca®* por canales, con la consecuencia de que se disminuye el proceso de
exocitosis dependiente de Ca, y se reduce entonces la liberacién de Ach, con lo cual se atenta
el peristaltismo (Figura 4).

Efectos intestinales de la serotonina

La serotonina participa en la transduccion sensorial mucosa y en el reflejo peristaltico. El
80-90% de la serotonina se encuentra en el tracto Gl, y de la serotonina total corporal el 90%
esta producido y almacenado en las células enterocromafines (EC) y un 5-10% es neurotrans-
misor en las neuronas entéricas. Cuando la presion intraluminal se incrementa, las células EC
liberan serotonina, la cual estimula a las fibras nerviosas aferentes vagales e intrinsecas (enté-
ricas), iniciando el reflejo peristaltico.

La 5-HT es liberada de células EC y plaquetas, o de las neuronas entéricas por la conduc-
cion mediada por la activacion sucesiva de canales de Na* en el nervio. La 5-HT liberada actiia
sobre varios tipos de receptores expresados en intestino, como 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4 y
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5-HT7, aunque el efecto se debe principalmente a su accion sobre receptores 5-HT4. Los re-
ceptores 5-HT1 y 5-HT7 son inhibitorios por acoplarse a una proteina Gi y activar los canales
de K" produciendo hiperpolarizacién. Los receptores 5-HT2, 5-HT3 y 5-HT4 son excitatorios. El
receptor 5-HT4 dispara las respuestas motoras entéricas, ya que esta ubicado en las neuronas
aferentes primarias (NAP) y se acopla al mecanismo intracelular de Gg/PLC/DAG. La activa-
cién de receptores presindpticos 5-HT4 ubicados en las neuronas colinérgicas estimula la libe-
racion de Ach por activaciéon de la misma via intracelular, y en consecuencia aumenta la con-
traccion muscular intestinal (Figura 4). Los receptores 5-HT2A estan ubicados en las fibras de
musculo liso, en las que también hay receptores 5-HT4. Los receptores 5-HT3 estan en la fibra
post-sinaptica de los ganglios intestinales.

Varias enfermedades gastrointestinales se relacionan con la serotonina (5-HT): el sin-
drome de intestino irritable, problemas con el reflejo peristéltico que generan constipacion y
diarrea. Y hay farmacos denominados en general proquinéticos que estimulan a los recepto-
res 5-HT4 (cisaprida, cinitaprida) y con ello ejercen un efecto estimulante del vaciamiento gas-
trico y del tono del esfinter esofagico, reduciendo el riesgo de reflujo gastro-esofagico que es

muy frecuente en recién nacidos y, en ocasiones, acompana a la hiperacidez.

Cambios en el sindrome de colon irritable

La 5-HT es el principal mediador involucrado en el sindrome de intestino irritable, y se pro-
pone que los cambios en su metabolismo podrian ser la causa de hipersensibilidad visceral. La
situacién gastrointestinal (Gl) puede complicarse por lo siguiente: (a) en los efectos de seroto-
nina estan involucradas las motoneuronas entéricas intrinsecas excitatorias e inhibitorias; (b) la
serotonina puede estimular a las neuronas colinérgicas para liberar acetilcolina, lo cual resulta
en la contraccién del muasculo liso, o puede estimular neuronas nitrérgicas inhibitorias para
liberar éxido nitrico, resultando en la relajacion.

La serotonina participa en la transduccién sensorial mucosa y en el reflejo peristaltico, libe-
randose de las células EC cuando la presidn intraluminal se incrementa, y asi estimula a las
fibras nerviosas aferentes vagales e intrinsecas (entéricas), que inician el reflejo peristaltico.
Se eleva en pacientes con sindrome de colon irritable (SCI) con sintomas predominantes de
diarrea. En este caso, un antagonista del receptor 5-HT3 es un promisorio agente terapéutico,
especialmente porque puede disminuir la nocicepcién visceral. Algunos setrones (antagonistas
del receptor 5-HT3 como ondansetron) lentifican el transito col6nico y disminuyen el dolor
abdominal y la frecuencia de defecacién. Pero su accion principal es el bloqueo del receptor 5-
HT3 en la zona quimioreceptora gatillo que reduce la emesis. El agonista del receptor 5-HT4
tegaserod ha mejorado los sintomas de constipacion del SCI. Por otra parte, los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) como fluoxetina, paroxetina y citalopram
tuvieron efectos benéficos en el SCI.

Ademas de la serotonina, hay otros compuestos involucrados de manera adn desconocida,
tales como: colecistoquinina, substancia P, polipéptido relacionado al gen de la calcitonina
(CGRP), y otros.
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La colecistoquinina (CCK) y la gastrina son neuropéptidos con acciones en el tracto Gl y
en el SNC. Actuan en dos tipos de receptores denominados CCK71y CCK2. Ambos estan pre-
sentes en tracto Gl y en algunas regiones del SNC. Los receptores CCK1 se encuentran en
neuronas mientéricas y en el masculo liso longitudinal, y son parcialmente responsables del
control de las funciones motoras y percepcién del dolor. Estan acoplados a la via de la proteina
Gag/11 que conduce a activacion de la PLC, al aumento de la [Ca*] y la contraccion. Ademas,
altas concentraciones de agonista pueden activar la via de Gs/AC/AMPc y PKA, que lleva a
relajacion. En pacientes de SCI la infusién de CCK ha acentuado el dolor, por lo cual se le atri-
buye un efecto pro-nociceptivo y de aumentada motilidad. En cambio, un antagonista CCK1
dexloxiglumida 200 mg/kg durante 12 semanas mejor6 el dolor abdominal y el disconfort (de
Carvalho Rocha y col., 2014).

Otros receptores inhibitorios de la exocitosis colinérgica en intestino

Curiosamente, se han encontrado receptores presinapticos en las neuronas colinérgicas
del plexo mientérico que responden a analogos enddgenos de drogas que inicialmente se co-
nocieron por su actividad en el SNC y su proveniencia de productos naturales. Se trata de re-
ceptores p-opioides y los receptores CB1 y CB2 cannabinoides.

Los receptores p responden a las endorfinas y encefalinas endoégenas, que son media-
dores de analgesia central y reducen la exocitosis de Ach en el intestino, reduciendo el
peristaltismo. Un anédlogo sintético de dichos receptores es la loperamida, que puede em-
plearse como antidiarreico y carece de efectos centrales porque no atraviesa la barrera
remato-encefdlica.

Los receptores cannabinoides se encuentran en el sistema nervioso entérico extrinseco e
intrinseco, en los plexos submucoso y mientérico. Los receptores CB2 fueron identificados en
la mayoria de neuronas del ileon y colon. El ligando endégeno de estos receptores es la anan-
damida, que es captada a la neurona por un transportador especifico de la membrana, y sufre
hidrolisis en la neurona para dar &cido araquidénico y etanolamina. La anandamida y sus re-
ceptores forman el “sistema endocannabinoide”. Los receptores CB1 del cerebro y sistema
entérico reducen la exocitosis del NT, y por lo tanto la motilidad Gl. Reducen la exocitosis de
Ach e inhiben la contraccién no-adrenérgica/no-colinérgica de los muasculos circular y longitudi-

nal del intestino delgado.

La actividad de receptores muscarinicos cambia en la inflamacion intestinal

Varios agentes como acetilcolina (Ach), serotonina (5-HT), substancia P, motilina y prosta-
glandina F2a (PGF2a), inducen contraccién intestinal. La Ach es el principal neurotransmisor
para la contraccién del muasculo liso intestinal, en el cual se expresan 5 isoformas del receptor
muscarinico: M1 a M5. Los receptores M2 y M3 estan involucrados en la actividad contractil. Ha
sido sugerido que los receptores M2 soportan la actividad mediada por M3 e indirectamente
contribuyen a la contraccion del misculo liso. Recientemente se demostré que el receptor M2

se acopla a una proteina Gj, que puede directamente activar a una proteina c-src y mediante
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esta a canales catidnicos no-selectivos y a los canales L de Ca*, ala proteina fosfoinositol-3-
kinasa (PI3K) y a la proteina-kinasa C (PKC), y asi contribuye a la contraccion intestinal. Esto
es diferente al mecanismo tradicional del M2 en corazén, que esta acoplado a una Gi y logra
hiperpolarizacion (Ohama y col., 2007).

En un modelo de enfermedad inflamatoria intestinal se reduce la contraccién del musculo
liso circular inducida por Ach, pero la contraccién del musculo liso longitudinal es la misma o
esta aumentada. Las diferencias en las respuestas a la inflamacién entre los musculos circular
y longitudinal se deberian al grado de dependencia hacia los receptores M2 que tiene cada uno
de ellos. La contraccion del musculo liso circular parece estar mediada principalmente por re-
ceptores M3, mientras la mayor parte de la contraccion del musculo liso longitudinal estaria
mediada por receptores M2. Entonces, la inflamacion intestinal desplaza el balance de partici-
pacion disminuyendo a los receptores M3 en el musculo liso circular y aumentando la exposi-

cién de M2 en el musculo liso longitudinal (Ohama y col., 2007).

Canales de Ca** en el sindrome de intestino irritable

Como se explicé antes, la funcién de contractilidad normal del musculo liso intestinal esta
regulada por el influjo de Ca®* a través de canales tipo L dependientes de voltaje (molecular-
mente denominados canales subtipo Cav1). Pero en la actualidad se ha descripto también la
presencia gastrointestinal de los canales que originan la corriente de tipo T (subtipo Cav3.2) en
los nociceptores viscerales, a los cuales se les asocié una funcién pro-nociceptiva, incremen-
tando la hipersensibilidad coldnica. El bloqueo farmacolégico o genético de estos canales alivid
el cuadro de SCI. Por otra parte, situaciones de modelos de estrés neonatal incrementaron la
densidad de canales tipo L en el colon por “up-regulation” lo cual se asocié a hipermotilidad

colénica en edades posteriores (De Carvalho Rocha y col., 2014).

Canales de K en el intestino irritable

El canal de K* sensible a ATP (KATP) se activa por el descenso del nivel de ATP en situa-
ciones de dafno hipdxico, como pueden ser los estados inflamatorios intestinales, permitiendo el
eflujo de K*. Es un complejo compuesto de subunidades formadoras de poro y rectificadoras
hacia el interior (Kir 6.1 y Kir 6.2) y de los receptores de sulfonilurea (SUR1 and SUR2). El ca-
nal Kir 6.1 esta localizado en la membrana plasmatica, mientras el Kir 6.2 esta principalmente
en el citosol. En el musculo liso intestinal estos canales son importantes para la regulacién de
la excitabilidad muscular. En el musculo colénico de ratén expuesto a un modelo de colitis ex-
perimental, un activador de KATP (levocromakalim) indujo corrientes que fueron significativa-
mente mayores que en las células de intestino no inflamado, e incrementé la duracién de los
potenciales de accion. La expresion de mRNA de Kir 6.1 esta “upregulada” en modelos de in-
flamacién, sugiriendo que eso induce la reducida motilidad col6nica durante el sindrome infla-

matorio (Ohama y col., 2007).
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Metodologia experimental para estudiar contractilidad

intestinal in Vitro

Para evaluar la accion farmacologia que ejercen diferentes drogas en el musculo liso intes-
tinal, en nuestro laboratorio utilizamos porciones aisladas de duodeno e ileon de rata (Kitchen,
1984; Blanco y col., 2013). Estas se acondicionan en cubas que poseen un sistema de doble
camisa en el cual circula agua termostatizada a 37°C, y en su interior contienen 20 ml de solu-
cién Tyrode que es burbujeada constantemente con aire logrando un pH 8,2 (ver Figura 5). Los
trozos de duodeno e ileon son sujetos longitudinalmente, por un extremo a un soporte fijo y por
el otro a un transductor de fuerza isométrico (WPI Instruments, USA), manteniendo el tubo
intestinal abierto para facilitar la circulacion de solucién y la oxigenacién en el interior mucoso.
El transductor de fuerza de cada cuba esta acoplado a un amplificador de 4 canales para la
adquisicién analdgica/digital (A/D) en computadora.

tension

{papaverina)

(adrenalina)

/

{adrenalina)

/ (Ach)
v

500 1000 1500 2000 2500
tiempo (segundos)

Figura 5. Se observa un preparado de duodeno aislado de rata dentro de una cuba termostatizada, suje-
to a un transductor de fuerza y sumergido en solucién Tyrode (izquierda) y un registro experimental de la
contractilidad isométrica del mismo preparado expuesto al agregado de diferentes drogas: acetilcolina
(Ach), adrenalina, alta [K+] (40 mM), y sin lavar nuevamente adrenalina. Después del lavado (/) se
agregd Ach y sin lavar papaverina (derecha).

Composicion de la solucion Tyrode

Solucién Tyrode (Tyr): 150 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 2 mM MgCl,, 12 mM NaHCO;, 0.4 mM
PO4H:Na, 1.8 mM CaCl,, burbujeado con aire (pH 8.2). En la preparacion es importante recordar que
el agregado del volumen calculado correspondiente de la solucién madre de CaCl, (1 M) se realiza al
final, sobre el volumen casi completo de la solucion Tyrode, para evitar la precipitacion. Si bien la
solucién puede prepararse unos dias antes y mantenerse en heladera, es importante hacerlo sin el
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agregado de glucosa, y ésta adicionarla el dia del experimento, para evitar contaminaciéon microbiana
y precipitacion.

Solucién despolarizante de Tyrode-40 mM K*: se agregan 0.6 ml KCl 10% a los 20 ml de Tyrode
contenidos en la cuba. Si bien esta solucién se hace algo hiperosmética no altera el tono basal ni el

desarrollo de curvas concentracién-efecto de Ca.

Protocolos a evaluar y cuestiones para pensar

a) Efectos de agonistas colinérgicos: acetilcolina, pilocarpina, carbacol, metacolina, be-
tanecol. Comparar sus efectos contractiles para una misma concentracién (1 pg/ml
de cuba). ;Cuél es mas efectivo? ;Cual es més duradero? ;A qué se pueden deber
las diferencias?

b) Efectos de anticolinesterasicos: agregar al medio 0,15 mM de fisostigmina (40 pg/ml)
en una cuba y 0,15 mM de neostigmina en otra. Qué respuesta se obtendra en intes-
tino? Habrd diferencias entre ambas? Fundamente. Dejarlas durante 5 minutos vy, sin
lavar agregar en una respectiva cuba Ach y en la otra carbacol en las mismas concen-
traciones que las ensayadas en el punto (a). ¢Qué respuestas se obtendran en cada
caso? Fundamentar con los mecanismos respectivos.

c) Efectos de agonistas adrenérgicos: en dos cubas diferentes, comparar los efectos de
agregar 20 pug/ml de adrenalina y de noradrenalina al intestino aislado. ¢Son las res-
puestas similares o diferentes? ; Qué mecanismos estan implicados?

d) Sobre las respuestas del punto (c) sin lavar agregar Ach o carbacol, en las mismas
concentraciones que en el punto (a) y comparar las respuestas con las iniciales: ¢Co-
mo interactuaron entre si los agonistas colinérgicos y adrenérgicos?

e) En una cuba nueva agregar Tyrode-40 mM K, registrar la respuesta fasica y ténica,
y sin lavar agregar verapamilo o nifedipina para alcanzar una concentracion de 1
uM. Evaluar y fundamentar la respuesta. ¢ Podra revertirse si se agrega Ach sobre

dicha respuesta?
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CAPITULO 4
Farmacodinamia del musculo liso
genitourinario y respiratorio

German A. Colareda y Alicia E. Consolini

Ser, y nada mas. Respirar: basta. jAlegria, Alegria por doquier...!
WALT WHITMAN. Canto a mi mismo.

Caracteristicas fisioldgicas y farmacoldgicas del utero

El Gtero esta inervado por nervios simpaticos, y ademas por algunos nervios parasimpaticos. Por
ello, tiene receptores tanto adrenérgicos como rnuscarinicos. Es un tejido atipico dentro de los
musculos lisos y la respuesta varia entre especies. Hay un periodo latente luego de la adicién de un
agonista hasta que se inicia la contraccién, la respuesta es todo o nada, y la contractura (o respues-
ta ténica) no se mantiene aun cuando permanezca el agonista en el medio (a diferencia de aorta e
intestino). Por el contrario, el tejido tiene una actividad eléctrica marcapaso que origina contraccio-
nes fasicas muy amplias seguidas por relajaciones hasta el tono basal (Figura 1). Esta actividad
espontanea se reduce bajando la temperatura desde 37 a 32°C, usando un medio extracelular con
baja [Ca]e (solucién de Jalon) e induciendo el estado de estro del animal por administracion subcu-

tanea de un estrégeno 24 horas antes del experimento (Kitchen, 1984).
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Figura 1: Registros experimentales obtenidos en Utero de rata aislado. Observar las espigas de contraccion en
el registro control amplificado (en el évalo), y el desarrollo de una contractura por el agregado de altas concen-
traciones de los agonistas carbacol y serotonia o de 40 mM de KCI. Notar la relajacion de esas contracturas

cuando se agregan adrenalina o papaverina. Leer los mecanismos correspondientes en el texto.
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Origen de la actividad fasica del utero

Las ondas fasicas espontaneas se asocian a despolarizaciones, las cuales se reducen
durante el periodo de embarazo. La despolarizacién es provocada por la activacién de ca-
nales de calcio tipo L (L-Ca), mientras la relajacién fasica es provocada por la inactivacion
de dichos canales y por la activacion de varias clases de canales de potasio, lo cual provo-
ca repolarizacion o hiperpolarizacion. Entre dichos canales de K* se han encontrado en el
Gtero los canales de K activados por Ca de gran conductancia o "big K* channels" (BK), los
canales de K sensibles a ATP (KATP), y al menos un canal de K* rectificador hacia el inte-
rior (Smith y col. 2007).

Los BK son los responsables de la repolarizacién del potencial de accién uterino provo-
cado por agonista o estimulo eléctrico en humanos, pero no en ratas. En efecto, el uso de
bloqueantes selectivos de los BK como iberiotoxina (IbTx 1-100 nM) no alteré la actividad
ritmica basal en Gteros de ratas normales ni gestantes (Aaronson y col., 2006). Pero en las
ondas fasicas basales o espontaneas del Utero en condiciéon normal o de embarazo se en-
contré que participan los canales de K activados por voltaje (Kv), tanto en rata (Aaronson
y col., 2006) como en ratén (Smith y col., 2007). Estos canales limitan y revierten la despo-
larizacion provocada por la actividad marcapaso. El miometrio es el Unico entre los muscu-
los lisos capaz de activar una corriente hacia el exterior (tipo A) que tiene un umbral de
activaciéon igual o mas negativo que el potencial de membrana en reposo (-55 mV). Esta
corriente tipo A es conducida por los canales Kv, que son sensibles a los bloqueantes 4-
aminopiridina (4-AP) y al tetraetilamonio TEA (5-10 mM) (Aaronson y col. 2006). Esta co-
rriente desaparece en el miometrio gestante humano y de ratones pero no en el de ratas.
La reduccion de esta corriente genera un potencial de reposo menos negativo (despolari-
zacién), mayor tono contractil de reposo e insensibilidad al 4-AP, lo cual prepara al miome-

trio para el trabajo de parto (Smith y col. 2007).

Agonistas en el utero

Agonistas contractiles

El utero es rico en receptores muscarinicos de tipo M3, para la estimulacién parasimpatica
in vivo. Los agonistas que provocan contraccion en el Utero aislado, actuando sobre receptores
M3, son: acetilcolina (Ach), carbacol, metacolinay otros agonistas colinérgicos.

Por otra parte, el Utero responde a otros agonistas: oxitocina, serotonina (5-HT) y prosta-
glandinas (PGF2a). Darios y col. (2012) compararon la respuesta del Utero de rata a estos
agonistas, encontrando que todos alcanzaban la contraccién maxima en una curva concentra-
cién-respuesta (CCR) pero el orden de potencia entre ellos (comparando las pCE50) era: oxito-
cina (8,81) > serotonina (7,09) > PGF2a (6,73) > carbacol (5,62).
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Respecto a los mecanismos de dichos agonistas, todos los receptores activan las corrientes
de Ca** tipo L, siendo la oxitocina y la prostaglandina PGF2a los agentes oxitécicos naturales
encargados de desencadenar el parto, mientras Ach y 5HT ejercen un rol modulador menor en
condiciones no gestantes.

La Figura 2 muestra los mecanismos contractiles, que son respectivamente los siguientes:

a) Los receptores de oxitocina (lamados OXT) son del tipo acoplado a proteina G (GPCR)
muy relacionados a los receptores de vasopresina (V1 y V2). En el miometrio se acoplan a
Gg/G11 y activan la via PLC-IP3-DAG que activa a los canales de calcio voltaje-dependientes y
despolariza y aumenta de [Ca2+]i. La respuesta es un aumento de la fuerza y frecuencia de las
contracciones ritmicas, aunque a altas concentraciones genera contraccién ténica sostenida.
Ademas, estimula a la PLA2 mediando la produccién local de prostaglandinas, lo cual sinergiza
la accién contractil. En terapéutica, la oxitocina puede emplearse en goteo intravenoso para
inducir o facilitar el trabajo de parto.

b) La prostaglandina PGF2a induce el trabajo de parto actuando en receptores FP subti-
pos Ay B, que estan acoplados a una Gq que activa a la PLC, lo cual conduce a la formacién
de IP3 y DAG, y este ultimo activa PKC. Ambos segundos mensajeros incrementan el influjo de
Ca’* al citosol.

c) La serotonina ejerce una accién estimulante a nivel uterino como en el intestino, en
los receptores 5-HT2A y 5-HT2C, que estan acoplados a Gq y al aumento de los niveles de
PLC y PLA2. La PLC cataliza la formacion de IP3 y DAG, y éste ultimo activa PKC, por lo
cual ambos segundos mensajeros incrementaran el influjo de Ca®* al citosol. La PLA2 esti-
mula la formacién del acido araquidénico, que sera sustrato de las ciclooxigenasas (COX)
para la sintesis de prostaglandinas. De esta manera, se produce un sinergismo entre 5-HT
y PGF2a.

Los receptores 5-HT2A y 5-HT2C del Gtero pueden ser antagonizados por farmacos co-
mo la metisergida y la ketanserina. Sin embargo, la aplicacidon terapéutica mas relaciona-
da es la del uso de alcaloides del cornezuelo de centeno para tratar la hemorragia puer-
peral. Estos alcaloides aumentan considerablemente la actividad motora del Gtero, en
cuanto a fuerza y frecuencia, seguido de relajacién normal. Pero con el aumento de la do-
sis se incrementa el tono de reposo, pudiéndose alcanzar una contractura sostenida. Esto
hace que no sean adecuados para inducir el trabajo de parto, pero si para detener la hemo-
rragia en el puerperio. El Utero gravido es mas sensible que el no gestante. De estos alca-
loides se emplean en terapéutica la ergonovina y la ergotamina, aunque la primera es la
mas activa y menos nociva, asi como su derivado semisintético metilergonovina (Good-
man y Gilman, 2014).

d) la acetilcolina (Ach) actia en receptores muscarinicos M3, contribuyendo al tono del
miometrio gestante y no gestante. Mediante el acoplamiento a Gg-PLC-IP3/DAG-PKC in-
crementa el influjo de Ca* al citosol, y la frecuencia y amplitud de las contracciones ritmi-
cas uterinas. El receptor M3 se acopla a Gq, y ésta a la enzima efectora fosfolipasa C

(PLC), como resultado se cataliza la conversion de fosfoinositidos de membrana (PIP2) a
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inositol-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Este ultimo activa a la proteinquinasa C (PKC)
la cual fosforila a los canales de calcio voltaje-dependientes tipo L, con lo cual se incre-
menta su frecuencia de apertura y consecuentemente el influjo de Ca®* al citosol. Esto ori-
gina que se aumente la frecuencia y amplitud de las contracciones ritmicas uterinas, y en

ciertas concentraciones altas del agonista se genere cierta contraccién tdnica poco estable.

Agonistas relajantes

a) La estirnulacion adrenérgica, estan presentes los receptores 2 cuya activacion des-
encadena relajacion. El efecto es 100 veces mas potente con la adrenalina circulante y 1000
veces con el isoproterenol (pCE50 9,5) que con la noradrenalina proveniente de las terminacio-
nes del sistema nervioso simpético (pCE50 6,5) dada la baja afinidad de NA por receptores 32.
Este efecto se mantiene aun en el Gtero gravido. El mecanismo del receptor 32 es el acopla-
miento a una proteina Gs, que activa a la adenilato-ciclasa, a su vez encargada de catalizar la
conversion del ATP en AMPc. Este segundo mensajero activa a proteinaquinasa A (PKA), la
cual fosforila a la quinasa de la cadena liviana de miosina (KCLM), efecto que reduce la sensi-
bilidad de esta enzima por el complejo Ca-calmodulina, y asi resulta relajante para utero y cue-
llo o cérvix. En cambio, los receptores a-adrenérgicos pueden producir estimulacién y con-
traccion del cervix durante el embarazo (Darios y col., 2012).

Los niveles de AMPc tambien pueden aumentarse por inhibicion de la actividad de la fos-
fodiesterasa, enzima que lo degrada a 5°-AMP. Este mecanismo es tipico de algunos compues-
tos derivados de plantas como la papaverina, la cafeinay |a teofilina, y trae como resultado la
relajacion del muasculo liso uterino.

b) La participacion del éxido nitrico (NO) se evalu6 mediante la adicion de nitroprusiato de
sodio (NPS) que lo libera. En Gtero el NPS causé modesta relajacion (un 10-20%) a una pCE50
de 9 (Darios y col. 2012).

c) El neuropéptido CGRP también provocé relajacion de un 40% de la contraccién provo-
cada por carbamilcolina, con pCE50 9,2.

El orden de potencias de los agonistas relaxantes fue similar entre el Gtero y el cervix con la
siguiente secuencia: isoproterenol > CGRP > SNP > NE.

d) las prostaglandinas que producen relajacién en el Utero y cérvix son: PGE2, PGI2 y 6-
ceto-PGF1a. El mecanismo es por estimulacion de los receptores relajantes de prostanoides
denominados EP2 y EP4 (para PGE2) e IP (para PGI2) que incrementan la produccion de
AMPc celular via Gs. Ademas, los receptores EP2 y EP4 para PGE2 pueden inducirse ante un

estimulo inflamatorio.

89



Agonista de
relajacion

DHP
Verapamil

Agonista de
Bon” 7 contraccion

e

Kv: 4-AP; TEA
Bk: IbTx

Agonista

Basal
Figura 2: Esquema que representa las vias intracelulares y los receptores que pueden ser estimulados

en el atero para regular su contractilidad y relajacién (a la derecha). A la izquierda se muestran los ca-
nales i6nicos que determinan la actividad basal con espigas de contractilidad espontaneas. Se indican
también los agonistas y algunos antagonistas de receptores o canales.

Preparado de utero aislado

Los dos cuernos uterinos extirpados post-mortem de una rata adulta se dividen en 4 partes
(2 mitades de cada cuerno uterino) obteniendo segmentos de 2 a 3 cm de longitud (Kitchen,
1984). Cada uno se acondiciona en una cuba de doble camisa termostatizada a 34-35°C, suje-
tandolo en un extremo inferior fijo y un extremo superior sujeto por medio de un hilo a un trans-
ductor de fuerza (puede emplearse un isométrico o uno isoténico). La cuba contiene 20 ml de la

solucién de Jalon burbujeada constantemente con aire.
Se registra la tension desarrollada por los tejidos mediante el transductor de fuerza acopla-

dos a un preamplificador, con deteccién analdgica-digital en un programa de adquisicién en

computadora (Figura 1).
Los preparados se someten a una precarga de 1g y se estabilizan durante al menos 30 mi-

nutos, con cambios periddicos del medio, antes de realizar un protocolo.

90



Solucién de Jalon: NaCl 8 g, KCI 0.2 g, MgS0,.7H,0 (10%) 2.6 ml, NaH,PO4.2H,0 (5%) 1.3
ml, glucosa 1 g/l, NaHCO; 1 g/I, CaCl, (1 M) 1.8ml, todos por litro de solucion.

Protocolos a realizar y cuestiones para pensar

a) Registro de actividad fasica basal. Agregar verapamilo 1 pM. Observar y explicar. Lavar

O

Registro de actividad féasica basal. Agregar diazéxido 1 pM. Observar y explicar. Lavar

o O

)
) Agregar carbacol o Ach a 10 pug/ml cuba. Observar como se modifica la actividad fasica
) Lavar, y agregar solucién de Jalon con 40 mM K. En la respuesta tonica, agregar adre-
nalina 10 pg/ml cuba. Explicar los mecanismos de los efectos observados
e) Post-lavado, agregar serotonina (5-HT) 10 pg/ml cuba. A los 5 minutos, agregar papave-
rina 1 uM.
Fundamentar todos los efectos observados.

Caracteristicas fisioldgicas y farmacoldgicas

de la vejiga urinaria

La vejiga es una viscera formada principalmente por dos musculos: el detrusor y el tri-
gono. El detrusor es el misculo que forma la pared de la viscera, y su contraccién promue-
ve la expulsion de la orina y el vaciamiento de la vejiga. El trigono hace las veces de esfin-
ter, permitiendo la salida de la orina hacia la uretra y los uréteres. Ambos tipos de muscu-
los lisos reciben una regulacion externa a cargo del sistema nervioso auténomo, que me-
diante las ramas parasimpdtica y simpética dispara simultdneamente la contraccién del
detrusor y la relajacion del trigono para promover la miccién, o los efectos opuestos duran-
te los periodos de llenado de la vejiga.

Ademas, estos musculos lisos tienen un potencial de membrana caracteristico, regulado
por diversas corrientes idnicas. En el detrusor juegan un rol importante los canales de K* de-
pendientes de voltaje y de Ca, y conocidos como "big channels" por su gran conductancia (BK,
BKCa, MaxiK, Slo1, or KCa1.1). Estos canales BK controlan la excitabilidad y contractilidad del
detrusor, manteniendo el potencial de reposo (Em) y dando forma a la fase de repolarizacién
de los potenciales de accion espontdneos que determinan la automaticidad o ritmo contractil
espontaneo. En el detrusor estos canales tienen complejos mecanismos regulatorios que invo-
lucran senales integradas de Ca®* intracelular, proteinquinasas, fosfodiesterasas, y estrechas
interacciones funcionales con los receptores muscarinicos y los B-adrenérgicos. En algunas
patologias de la vejiga como la hiperactividad del detrusor esta implicada una alteracion del
canal BK (Petkov, 2014). Ademas, en las contracciones fasicas disparadas por estimulacion
eléctrica de campo participan canales de K* dependientes de ATP (KATP) similares a los de los
vasos sanguineos. El abridor de canales KATP pinacidilo puede provocar relajacion y reduc-
cién de la frecuencia peristaltica del detrusor sensibles a glibenclamida, un inhibidor de los
KATP (Philyppov y col., 2016).
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La inhibicién farmacoldgica de la fosfodiesterasa PDE1 atenua la excitabilidad del detrusor
humano y la contractilidad en modo de espigas espontaneas, por activar los canales BK me-
diante la via de un mecanismo dependiente de PKA. También hay interacciones entre las vias
de la PDE1 y los receptores muscarinicos en el detrusor humano. La inhibicién de la PDE1
puede ser una novedosa estrategia terapéutica para el tratamiento de la vejiga hiperactiva aso-
ciada al detrusor hiperactivo (Xin y col., 2016). Este efecto es ejercido por farmacos nuevos
como el sildenafilo, y otros antiguos como la papaverina y las metilxantinas.

Las respuestas contractiles de las vejigas de mamifero son inducidas por una combinacién
de neurotransmisores: colinérgico (Ach) y no-adrenérgico / no-colinérgico (NANC, como el
ATP). Esta combinacion también se da en las vejigas de pacientes con hipertrofia prostatica.
Las contracciones del detrusor son producidas por la activacion de neuronas parasimpaticas,
las cuales liberan acetilcolina (Ach) que activa a los receptores muscarinicos de tipo M3.

Los antagonistas cdlcicos suprimen las contracciones colinérgicamente desarrolladas de
la vejiga y las contracciones mediadas por NANC. Sin embargo, los efectos adversos del grupo
de farmacos tipo dihidropiridinas (DHP) como nifedipina, nitrendipina, amlodipina, principalmen-
te los debidos a vasodilatacién como mareos por hipotension y taquicardia, sumada a la limita-
da potencia en la incontinencia urinaria, desalentaron su uso en esta patologia. Una alternativa
aparecidé con fa&rmacos con ambas acciones: anticolinergico y antagonista de calcio, ya que
ambos efectos actlan sinérgicamente para reducir las contracciones de la vejiga anormales
causadas por la inestabilidad o hiperreflexia del detrusor, con minimos efectos adversos aso-
ciados a la baja actividad en cada uno de esos mecanismos por separado, y a la incapacidad
de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) como otros anticolinérgicos. El farmaco mas
representativo de esta clase es la oxibutinina que tiene potente actividad anticolinérgica y débil
actividad antagonista de calcio (Hamada y col. 1997). Mas recientemente, un derivado fluorina-
do del pinacidil llamado flocalina, que es un nuevo abridor de KATP, también provocé relaja-
cion de la contractura evocada por alta [K'] pero no totalmente sensible a glibenclamida sino
debida a un 20% de inhibicion de la corriente de Ca®* (Philyppov y col., 2016) lo cual represen-
ta un nuevo farmaco util para tratar la vejiga hiperactiva.

La estimulacién eléctrica del nervio pélvico provoca contracciones bifasicas en la vejiga uri-
naria, compuestas de una contraccion inicial rapida seguida de una contraccion ténica (Theo-
bald 1983). La fase contractil inicial (o contraccion fasica) fue inducida por el transmisor NANC
ATP, que activa receptores de tipo purinérgico P2Y que se acoplan a la formacion de IP3 /
DAG, induciendo la liberacién transitoria de Ca®* intracelular y el influjo de Ca®* por canales L.
La fase estable (contraccion tonica) fue debida a la acetilcolina en receptores M3. Ambos
neurotransmisores son liberados de las terminales del nervio pélvico. La contraccion fésica
inicial es fuertemente resistente a atropina pero es suprimida por los antagonistas de calcio, y
la contraccién ténica es suprimida por atropina y por oxibutinina.

Un gran porcentaje de vejigas de pacientes con hipertrofia prostatica y cistitis intersticial

mostraron contracciones resistentes a la atropina.
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Preparado de vejiga aislada

Es posible aislar la vejiga de rata, la cual sera dividida en 4 partes siguiendo su eje longitu-
dinal. Cada uno de esos pequefios segmentos se dispondra longitudinalmente en una cuba
para sujetarse a un transductor de fuerza. Se sumergiran en soluciéon Tyrode (ya descripta) con
2.5 mM Ca, y a precarga de 1 gramo. Luego de una estabilizacién de al menos 30 minutos se

podrén obtener respuestas contractiles, segun se muestra en la Figura 3.

Protocolos a realizar y cuestiones para pensar

a) Aplicaciéon de estimulo de campo (50 v- 2 ms en trenes de 20 pulsos cada 10 seg o 0.1
Hz). Observar las contracciones fasicas

b) Agregado de Ach o carbacol. Puede hacerse en concentraciones crecientes. Lavar

¢) Agregado de nifedipina 1 uM, y a los 5 minutos agregar la misma concentracion de
carbacol o Ach que en el inicio. Lavar. Comparar ambas respuestas

d) Agregado de atropina 1 pg/ml, y a los 5 minutos agregar la misma concentracion de
carbacol o Ach que en el inicio. Lavar. Comparar ambas respuestas

e) Agregado de oxibutinina 1 ug/ml, y a los 5 minutos agregar la misma concentracién de
carbacol o Ach que en el inicio. Lavar. Comparar ambas respuestas

f) En el reposo, agregar KCl 40 mM al medio, registrar la respuesta ténica. Sin lavar
agregar verapamilo 1 pM.

g) Comparar todas las respuestas relajantes, y fundamentar posibles diferencias.

2,5

0,5

1000 1050 1100 1150 1200 1250

Figura 3: Registro experimental obtenido en vejiga de rata aislada y expuesta a estimulo eléctri-
co de campo (50 v-2mseg a intervalos de 10 seg.). Observar las espigas de contraccién. Leer los

mecanismos correspondientes en el texto.
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Figura 4: Registro experimental obtenido en vejiga de rata aislada estimulada por el agregado de
concentraciones crecientes de carbacol (a tiempos sefialados con un punto rosa) en ausencia (izquier-
da) y presencia (derecha) de 1 uM de verapamil. Observar los cambios en la contraccion y explicar los

mecanismos correspondientes.

Conducto o vaso deferente

El conducto o vaso deferente se extiende entre el epididimo y la préstata, y a través de la
estimulacién simpatica promueve la eyaculacion en el macho. Estd compuesto por una capa de
musculo liso circular que se encuentra entre dos capas de musculo liso longitudinal. En todos
los experimentos se mide solo la contraccion del musculo liso longitudinal, ya que en esta capa
puede generarse una tension considerable.

La inervacion autonémica del conducto deferente es principalmente simpatica, ya que en es-
te preparado se encuentran las terminaciones nerviosas del nervio hipogastrico sobre el
musculo liso. De todos modos, esta caracteristica hace que este preparado sea una buena
herramienta para el estudio de las drogas de accién en la terminal axdnica adrenérgica forma-
da por vesiculas, transportadores, enzimas de sintesis, canales, receptores pre- y post-
sinapticos, etc. Posee los ganglios simpaticos en la pared del musculo y neuronas post-
ganglionares cortas, y puede responder con contracciones a la estimulacién "de campo" con
altos voltajes y frecuencia aplicados sobre la solucion. Esta herramienta induce la conduccién
en ganglio y nervio, disparando la exocitosis de noradrenalina (NA). Finalmente la contraccién
se desarrolla por activacién del Unico receptor presente en el masculo liso del conducto que es

el ay-adrenérgico.
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Los receptores a; adrenérgicos sobre el musculo liso conducen a contraccion por la via de
la PLC, IP3 y DAG (ver detalles en el capitulo anterior). La respuesta contractil tiene dos fases:
una transitoria rapida o fasica y una estable o ténica. La primera se ha asociado con la partici-
pacion del ATP (un co-transmisor de la noradrenalina que se incluye en las mismas vesiculas)
actuando como agonista en sus propios receptores purinérgicos de tipo P2X. En la fase ténica
participa el mecanismo a4 de la NA, y su tono es dependiente del Ca™ extracelular (Ventura,
1998; Burnstock y Verkhratsky, 2010).

Ademas, el vaso deferente también tiene una rica poblacién de nervios colinérgicos (Cu-
prian y col. 2005), sin embargo su rol y contribucion a las contracciones bifasicas de este pre-
parado adn no estan claras, ya que los efectos de la acetilcolina (Ach) en este preparado aun
no se conocen en detalle y los resultados son contradictorios (Koslov y Andersson, 2013). Al-
gunos trabajos reportan que las contracciones generadas por estimulacién eléctrica (EE) fueron
inhibidas por atropina, mientras otros encontraron que atropina tiene poco o ningun efecto (Cu-
prian y col., 2005; Wallace y col., 2015). Analogamente, algunos autores encontraron que la
aplicacion exogena de drogas colinérgicas en vaso deferente humano fue inactiva, mientras
otros encontraron que Ach indujo una contraccién dependiente de la concentracion. También
se ha sugerido un rol modulador de la Ach en el vaso deferente. Algunos autores sugieren que
carbacol, Ach y neostigmina potenciaron las contracciones de vaso deferente de raton, rata y
cobayo bajo EE, pero estas drogas no ejercen efecto en el vaso deferente aislado sin EE (Wa-
llace y col., 2015).

La fase tdnica de la contraccion generada en presencia de EE es inhibida por prazosina (un
antagonista a1), y por guanetidina (un inhibidor de la liberacién de NA, que depleciona las vesi-
culas). Ademas esta fase fue bloqueda por atropina (antagonista muscarinico no selectivo) y
por 4-DAMP (antagonista selectivo del receptor M3). Con estos resultados los investigadores
sugieren que la fase tonica de la contraccion generada por EE esta mediada por NA (ac-
tuando sobre los receptores a1 postsinapticos) y que acetilcolina aumenta la descarga de
NA al actuar sobre receptores M3 pre-sinapticos (ver figura 4). Ach también aumenta la fase
fasica de la contraccion generada por EE, pero esta fase de la contraccion no fue bloqueda por
prazosina. En cambio, la fase fasica fue bloqueda por a,B-metilen-ATP (un analogo del ATP
que desensibiliza al receptor P,y), 0 que sugiere que el componente fasico o transitorio de
la contraccion esta mediada por los receptores P2X.

Ademas, a nivel de las terminaciones simpaticas insertas en el preparado pueden eviden-
ciarse mecanismos como los receptores pre-sindpticos a, adrenérgicos (que inhiben la libera-
cién de NA) y los sistemas de recaptacion de NA y aminas indirectas. En el conducto deferente
expuesto a EE de campo pueden evidenciarse:

a) Los receptores a, adrenérgicos pre-sindpticos: pueden estimularse por muy bajas
[NA] (0.01 pg/ml) dado que tienen mayor afinidad que los post-sindpticos. Esta inter-
vencién origina una reduccion de las contracciones en espiga. En cambio, el agrega-
do a la cuba de yohimbina (antagonista selectivo a, adrenérgico) aumenta las con-

tracciones transitorias, sin cambios en el tono basal.
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b) Los transportadores de recaptacion 1 (de NA a la terminal axonica): la inhibicion
de los mismos con cocaina o con antidepresivos triciclicos (imipramina, desipramina,
amitriptilina) induce que una mayor fraccion de la NA liberada por exocitosis perma-
nezca en el espacio sinaptico, potenciando asi la contraccién en espigas del conducto
deferente.

C) Receptores pre-sinapticos de sustancias opioides (u y &): la estimulacion por mor-
fina o analogos opioides inhibe la respuesta contractil a la EE, ya que estos receptores
se acoplan a una proteina Gi, que al hidrolizar GTP se acopla a las vias de inhibicién de
AC y activacion de Ix provocando hiperpolarizacién de la terminal axénica e inhibicién
de la corriente de Ca*". Consecuentemente, se reduce la exocitosis de NA.

En la figura 5 se muestra la respuesta frente al agregado de noradrenalina (NA) del vaso defe-

rente aislado de rata sin y con estimulo eléctrico (observar las diferencias en ambas respuestas).
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Figura 5. Esquema del preparado de conducto deferente aislado (izquierda) y un registro
experimental de las respuestas de este preparado expuesto al agregado de noradrenalina (NA),

luego a estimulo eléctrico (EE) y finalmente a una combinacién de ambos (derecha).

Ademas, en los preparados de conducto deferente con EE o sin EE se pueden caracterizar
los efectos de las aminas de accién indirecta y de los agonistas a1-adrenérgicos:

i) Las aminas de accion indirecta, como pseudoefedrina y anfetamias ingresan a la ter-
minal axénica a través del sistema de transporte de captacién-1, que esta conducido por el
gradiente de Na* axdnico y es la via natural de recaptacion de NA. Durante esa captacion la
amina indirecta se intercambia en relacién 1:1 con NA que proviene de las vesiculas que estan
en estrecha proximidad con el transportador de recaptacién-1. En las vesiculas, también ocurre

la captacion de 1 molécula de amina indirecta en intercambio por 1 molécula de NA a través del
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transportador conducido por un gradiente de H*. El resultado final de ambos intercambios es
que las vesiculas pierden NA por un transporte facilitado diferente a la exocitosis, y se cargan
de amina indirecta. Consecuentemente, se produce la estimulacion de los receptores post-
sindpticos al-adrenérgicos por la NA liberada indirectamente. Pero agregados repetidos de la
amina indirecta sufriran una respuesta contractil progresivamente disminuida por la pérdida de
NA en las vesiculas, en un fenédmeno de tolerancia denominado taquifilaxia. In Vitro, esta si-
tuacién puede revertirse por el agregado de NA exdgena. La misma situacion puede ocurrir in
vivo por el uso repetido cronicamente de pseudoefedrina (como descongestivo nasal) o de las
anfetaminas (como anorexigeno) y puede revertirse por la suspension del uso, lo cual permitira
al organismo reponer por sintesis los niveles de NA de las vesiculas.

ii) el agregado de un agonista a1-adrenérgico directo (NA, adrenalina, fenilefrina, metoxami-
na) estimula directamente los receptores post-sindpticos produciendo una contraccion tonica
estable hasta el momento de la remocion o lavado del farmaco del medio

Es posible determinar si un farmaco que estimula receptores al-adrenérgicos en el conducto
deferente es agonista directo o amina de accién indirecta, mediante los siguientes tratamientos:

1)  Adicionar al medio un inhibidor de la recaptacién-1 (desipramina o cocaina 1 uM): el
sucesivo agregado de la droga a analizar (sin lavado previo) recibira un aumento de
su contraccién si actuaba en forma directa, o una disminucioén de la contraccién su ac-
tuaba en forma indirecta. Fundamentar los mecanismos.

2)  Mediante reserpinizacién de una rata 24 horas antes del experimento: la reserpina
bloquea el transportador de captacion vesicular de NA, con lo cual lentamente deple-
ciona las vesiculas de NA. Al extraer el conducto deferente y ensayarlo in Vitro se ob-
servard que un agonista directo desencadena un efecto comparable al visto en rata
control (sin reserpina), mientras una amina indirecta desarrollara una muy escasa o

nula contracciéon. Fundamentar los mecanismos.

Preparado de conducto deferente

En nuestro laboratorio se utiliza este preparado para evaluar la accion farmacolégica de
drogas de accion adrenérgica. Para ello se sujeta el vaso deferente aislado de rata por ambos
extremos (de manera similar al preparado de duodeno e ileon aislado) y se introduce en una
cuba que contiene solucién Krebs para vaso deferente, esta cuba posee un sistema de doble
camisa que permite mantener la temperatura constante a 32°C (en la cual la contractilidad es
optima) y se burbujea la solucién con gas carbdgeno (95% O, y 5% CO.,) para lograr un pH 7.4.
La preparacion requiere un manejo delicado, evitando utilizar pinzas para no danar el tejido.
Uno de los extremos del preparado esta sujeto a un transductor de fuerza isométrico, lo que
nos permite registrar las contracciones en funcién del tiempo. Si los protocolos se realizan en
presencia de estimulacion eléctrica, puedo evidenciar los efectos de drogas que afectan la exo-

citosis de las vesiculas de NA.
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Protocolos a realizar y cuestiones para pensar

a) Registro de la actividad basal con EE de contracciones en espigas. ¢A qué se debe la
relajacion de cada espiga? Fundamentar mecanismos

b) Registro de actividad basal con EE. Agregado de yohimbina durante 5 minutos. Luego
agregado de imipramina. Observar y explicar los efectos.

C) Registro de la actividad basal con EE. Agregado de NA 0.3 pg/ml cuba. Observar las
2 respuestas de NA endogena y exdgena.

d) Registro de la actividad basal con EE. Agregado de anfetamina (fenilpropanolamina)
10 pg/ml cuba durante 5 minutos. Luego adicién de prazosina 5 uM. Explicar efectos.

e) Registro de la actividad basal sin EE. Agregado de anfetamina (fenilpropanolamina)
10 pg/ml cuba durante 5 minutos. Lavar, y a los 5 minutos nuevo agregado de anfe-
tamina. Lavar y reagregar anfetamina, y luego hacer un cuarto agregado. Lavar y

agregar NA 1 pg/ml cuba. Explicar el origen de los efectos.

Musculo liso respiratorio: traquea y bronquios

La trdquea comprende una serie de anillos incompletos de cartilago, enlazados por capas
de musculo liso. El tono de la traquea, asi como también de los bronquios es controlado princi-
palmente por el nervio vago. Los nervios parasimpaticos que forman parte del nervio vago ge-
neran un tono de base en el musculo liso bronquial (MLB) que es estable pero facilmente re-
versible (Kesler y Canning, 1999). Las fibras postganglionares colinérgicas y las fibras no
adrenérgicas /no colinérgicas (NANC) que inervan el arbol respiratorio, no solo regulan el tono
del MLB sino que también regulan la secrecion glandular y el tono de los vasos sanguineos. No
hay inervacién simpdtica directa del MLB, sino efectos de la adrenalina circulante, aunque el
sistema vascular de la via aérea si recibe inervacién simpatica (Racke” y col., 2006).

La acetilcolina (Ach) es el principal neurotransmisor encargado de mantener el tono del
MLB, actiua a través de los receptores muscarinicos. En los seres humanos, los receptores M1
parecen ser expresados sobre todo en el tejido pulmonar periférico y en la pared alveolar, pero
no se han detectado en las grandes vias respiratorias, donde los receptores M2 y M3 represen-
tan la principal poblacion de receptores muscarinicos. En condiciones fisiolégicas, la contrac-
cién del MLB inducida por Ach estad mediada principalmente a través de los receptores M3, que
se acopla a la via Gq/ PLC / IP3 y DAG / PKC. La liberaciéon de Ach de los nervios parasimpa-
ticos esta regulada principalmente por receptores muscarinicos ubicados en los ganglios y en
las terminaciones nerviosas pre- y post-ganglionares de las vias respiratorias. En los ganglios
de las vias respiratorias se expresan receptores M1 que inhiben la apertura de canales de K",
lo que resulta en la despolarizaciéon de las células ganglionares parasimpaticas (Coulson y
Fryer, 2003). Ademas, las terminales posganglionares expresan receptores M2 presinapticos
que inhiben la liberacién de Ach por acoplarse a proteina Gi que activa canales de K* e hiper-

polariza el axén (Belmonte, 2005). Los antagonistas muscarinicos como bromuro de ipratropio
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o tiotropio inhiben la broncoconstriccion generada por Ach al actuar sobre los receptores Ms
presentes en el musculo liso de la vias respiratorias (Ogoda y col., 2011).

El musculo liso bronquial y el bronquiolar, poseen receptores 2-adrenérgicos que conducen
a broncodilatacion por agonistas como la adrenalina o el isoproterenol. EI mecanismo efector
acoplado es mediante la estimulacién de una proteina Gs acoplada a la adenilatociclasa (AC)
que aumenta los niveles de AMPc, y por medio de PKA fosforila a la quinasa de la cadena li-
viana de miosina (KCLM) generando un predominio de la fosfatasa que induce relajacion. La
expresion de estos receptores es mas alta a nivel alveolar (Spina y col., 1989).

Ademas, existen receptores para histamina (H1) y para eicosanoides como los leucotrienos
(LT) que conducen a contraccién del arbol bronco-traqueal en estados como alergia o asma.
Ademas, el bronquio asmatico o hiperreactivo posee un dafo en el epitelio que deja parcial-
mente expuestas a las terminaciones parasimpaticas. Por ello, el aire frio o el polen desenca-
denan broncoespasmo con gran facilidad. Se suma el hecho de que estos autacoides (H y LT)
aumentan la permeabilidad vascular y la actividad de las glandulas mucosas, lo cual agrava la
obstruccion bronquial.
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Figura 6. Esquema de la inervacién de traquea y bronquios. Observar las vias colinérgicas,
adrenérgicos y de otros neurotransmisores.
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Preparado de traquea aislada

Para evaluar la actividad farmacol6gica de diferentes drogas, se utiliza la traquea de varias
especies. Para ello, una vez anestesiado y sacrificado el animal, la trdquea debe ser extraida
por diseccidn. La cadena traqueal posee el musculo liso traqueal entre porciones o anillos carti-
laginosos. Por ello, la traquea de rata se corta en anillos que se introducen en una cuba con
sistema de doble camisa que contiene solucion Krebs a 37°C burbujeada con carbdgeno (O,
95%, CO, 5%). El anillo se une a un soporte fijo en la parte inferior y a un transductor de fuerza
isométrico en la parte superior.

Las respuestas del preparado de anillos de traquea o bronquio aislados son lentas en in-
duccién y desaparicion. Generalmente deben ser pre-contracturados por ejemplo, con Ach o
con alta [Kle (40 mM) para poder observar el efecto relajante de los agonistas B, —
adrenérgicos (ver figura).

papaverina
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adrenallna

Adrenlinay
noradrenalina
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Figura 7. Se observa un esquema de la regulacién endégena del tono bronquial (izquierda) y registros
experimentales en los que se observan las respuestas de anillos de traquea aislados expuestos al
agregado de carbacol, adrenalina y papaverina.
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CAPITULO 5
Farmacodinamia del musculo liso vascular

Pedro Martin

Particularidades de la pared vascular

Los vasos sanguineos son estructuras altamente reguladas involucradas en el trasporte de
la sangre, y con ella, los nutrientes y el oxigeno a los tejidos. La pared vascular esta compuesta
por células endoteliales, células de musculo liso vascular (MLV) y fibroblastos. El diametro vas-
cular estd determinado principalmente por la contraccién del MLV y determina el aporte de
sangre a cada tejido y la permeabilidad capilar. El grado de contraccién del MLV es resultado
de la interaccion dinamica entre los componentes celulares de la pared vascular (principalmen-
te en endotelio), la inervacién autonémica (simpatica) y los componentes celulares y humorales
gue interactdan con el mismo desde la luz vascular.

Patologias como la hipertension arterial y la insuficiencia cardiaca pueden estar asociadas a
un aumento en la contractilidad vascular, que deriva en un aumento en la resistencia periférica.
A su vez, en la aterosclerosis existe una reduccion en el diametro de la luz vascular debido a la
formacién de una placa dentro de las arterias. Por otro lado, los cuadros congestivos a nivel de
las mucosas (nasal, conjuntivas, etc.) estan asociados a una vasodilatacion, con la consecuen-
te extravasacién de liquido y proteinas. Esto muestra la modulacion farmacolégica de la con-
traccion del MLV es una estrategia relevante para lograr el control de estas patologias.

Lo mecanismos celulares involucrados en la contraccion de las células del MLV son simila-
res a los discutidos en el capitulo 3, donde fueron presentadas las generalidades de la contrac-
cién del musculo liso. De esta manera, la concentracién de Ca** en el citoplasma del MLV es
fundamental en la determinacién de su grado de contraccién, siendo esta mayor cuando ocurre
un aumento global en la concentracion del Ca®* intracelular. En el caso del MLV dicho aumento
se puede producir por el influjo de Ca®* desde el medio extracelular o a partir de la liberacién
del mismo desde el reticulo sarcoplasmico. Las vias de influjo de Ca** son numerosas y la im-
portancia relativa de cada una de ellas, asi como el peso de la liberacién de Ca** desde los
reservorios, varia entre los distintos lechos vasculares. En resumen, un aumento global de la
concentracion del Ca®* intracelular puede estar mediada por:

- Activacion de canales de Ca®* operados por voltaje (CCVO), de los cuales diferentes

subtipos han sido identificados en el musculo liso (L, T, P/Q, R), aunque el tipo L es el

principal.
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- Activacion de canales catiénicos no selectivos (CCNS) permeables al Ca®* que pueden ac-
tivarse mediante un nimero importante de estimulos (agonistas, estiramiento mecanico, deple-
cién del reticulo sarcoplasmico, estimulos despolarizantes de la membrana celular entre otros).

- Activacion de receptores inotrépicos.

- Liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico: inducido por Ca®* (via receptor de  rianodi-

na) o por segundos mensajeros (via receptor de IP3).

El incremento en la concentracion de Ca®* intracelular, y su posterior unién a la calmodulina,
desencadena la contraccion mediante la activacion de la kinasa de la cadena liviana de miosina
MLCK, del inglés miosine light chain kinase) y la posterior fosforilacién de la miosina. El ciclo de
la contraccion se lleva a cabo hasta que el Ca®* vuelve a disminuir a la concentracion de repo-
so al finalizar el estimulo contractil, donde, el Ca*" es removido del citoplasma mediante la ex-
trusion del Ca®* a través de la membrana celular y el secuestro de éste hacia los compartimen-
tos intracelulares. La extrusion de Ca®* puede realizarse a través del intercambiador Na*/Ca®*
actuando en su modo directo y/o por la bomba de Ca’*-ATPasa ubicada en la membrana plas-
matica. Por su parte, la recaptacion de Ca** hacia los reservorios intracelulares, es mediada
por la bomba de Ca* ubicada en la membrana del reticulo (SERCA, del inglés sar-
co/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase), que permite reinstaurar las concentraciones de ca*

intracelulares de reposo.

Senales que influyen sobre la actividad del musculo liso vascular

Diversos estimulos end6genos pueden alterar el estado contréctil de las células de MLV
actuando sobre las estructuras celulares que intervienen en la regulacion de la concentra-
cion del Ca®* intracelular. Como planteamos en el capitulo 3 el control de la contraccion de
las células del musculo liso depende del potencial de membrana celular (E,) y de la activi-
dad de neurotransmisores autonémicos, y sustancias endoécrinas y paracrinas sobre recep-
tores especificos.

Salvo algunas excepciones (como por ejemplo la vena porta), el MLV se caracteriza por ca-
recer de actividad eléctrica espontanea. En general, presentan un potencial de membrana en el
reposo que oscila entre -40 y -60 mV. Este valor es mantenido por flujos i6nicos a través de
canales ionicos de la membrana plasmatica en funcién del gradiente electroquimico y de la
permeabilidad de la membrana para cada ion. Se ha demostrado la participacién de distintos
tipos de canales selectivos al K™ y el ClI en la regulaciéon y mantenimiento del E;, en el MLV.
Como se mencionara mas adelante, diversos estimulos son capaces de modificar el valor del
potencial de la membrana por modificar la permeabilidad de la misma a los distintos iones.
Estos cambios se observan como corrimientos del E;, hacia valores mas positivos (despolariza-
cién) o hacia valores mas negativos (hiperpolarizaciones). Existe una vinculacion directa entre

el valor del E, y el estado contractil del MLV, dado que el mismo regula la activacién de los
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CCVO, y por lo tanto el influjo de Ca® hacia el interior celular. Por ejemplo, la activacién de
canales de K" produce hiperpolarizacién de la membrana celular (y relajacién vascular) mien-
tras que su inhibicién despolariza la misma, desencadenando la contraccion vascular.

Las sustancias que son capaces de modular directa o indirectamente el grado de contrac-
cién del MLV se denominan sustancias vasoactivas. Ademés de aquellas que son capaces
modificar el E,, del MLV por modificacién de la permeabilidad iénica, existen sustancias vasoac-
tivas que modulan la contractilidad muscular actuando sobre sus propios receptores especifi-
cos. Existe una gran diversidad de mediadores capaces de modular al MLV (angiotensina Il,
adenalina, noradrenalina, histamina, dopamina, ATP, prostaciclina, tromboxano, etc.) sin em-
bargo, la gran mayoria lo hace a partir de activar receptores acoplados a proteina G (Tabla 1).
Particularmente, sustancias con actividad vasoconstrictora (como angiotensina Il, noradranali-
na, tromboxano, entre otras) actian sobre sus receptores especificos acoplados a proteina Gq
que generan la contraccién a partir de la activacién de la fosfolipasa C (PLC) y la sintesis de los
segundos mensajeros IP; (que estimula la liberacion de Ca®* del reticulo) y DAG/ PKC (que
fosforila y activa a los canales de ca* tipo L, aumentando el influjo por estos canales). Por su
parte, la mayoria de las actividades vasorrelajantes mediadas por receptor (por ejemplo: pros-
taciclina, histamina) son llevadas a cabo por la activacién de receptores acoplados a proteina
Gs, que gracias a un incremento en los niveles de AMPc deriva en la inactivacién de la MLCK
por fosforilacion de la misma por la PKA. Esta kinasa ademas puede provocar la hiperpolariza-
cién del musculo liso al activar canales de K, lo que deriva en un menor influjo de Ca®*.

En la siguiente tabla se presentan los principales receptores que median la contraccion y re-
lajacién del MLV:

Tabla 1: Sustancias endégenas vasoactivas y sus receptores presentes en las células de
musculo liso vascular.

Denominacion

Efecto Tipo de receptor Sustancia del receptor

Adrenalina / noradrenalina a4
Angiotensina Il AT,

i Serotonina (5-HT) 5-HT>

Acoplado a proteina Gq —
Acetilcolina Ms
Vasoconstriccion Endotelina ETayETe

Tromboxano (TXAz) TP

Receptor ionotrépico: canal ATP PoX

catiénico no selectivo

Activacion de canales de a2

Ca2+ tipo L via ROC. Adrenalina / noradrenalina

Adrenalina B2
Vasorrelajacién Acoplado a proteina Gs Histamina® Hz
Prostaciclina (PGly) IP

1 En presencia del endotelio intacto el efecto neto de la Acetilcolina es relajacion (ver méas abajo).
2 La histamina también genera vasodilatacion por su actividad a nivel endotelial (ver mas abajo).
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Principales sistemas de regulacion del tono vascular

El aparato circulatorio es un sistema con multiples regulaciones. Desde el punto de vista
farmacolégico haremos hincapié en el control autonémico, en el sistema renina-angiotensina-
aldosterona y en la relacién con otros tipos celulares como el endotelio, células sanguineas y

del sistema inmune.

Control autonémico

El sistema nervioso auténomo participa de la regulacion del tono vascular mediante la acti-
vidad exclusiva de sistema nervioso simpatico. La liberacion de noradranalina desde terminales
simpaticas lleva a una vasoconstriccién mediada por la activacion de receptores a; y a,. Cabe
destacar que la noradrenalina presenta menor actividad en los receptores B,, los cuales se
hallan principalmente expresados en el MLV de los vasos que irrigan el musculo esquelético,
corazon y el sistema nervioso central. De esta manera, genera a un aumento de la contraccion
en la mayoria de los lechos vasculares. Por otro lado, la liberacion de adrenalina por la médula
suprarrenal también tiene efectos en el aparato circulatorio, sin embargo la actividad de la
adrenalina sobre los receptores B,-adrenérgicos es 10-50 veces mayor respecto a la noradre-
nalina, lo que implica la misma sera capaz de contraer los lechos vasculares que carecen de
este receptor y de relajar aquellos que si lo expresan. Esta diferencia es esencial para explicar

la redistribucion del volumen sistélico ante una situacién de ejercicio o stress.

Sistema renina-angiotensina-aldosterona

El sistema renina-angiotensina-aldosterona actia en sinergia con el sistema nervioso sim-
patico, promoviendo a una mayor vasoconstriccion y a la retencion de Na* y agua a nivel renal.
Puntualmente, a nivel del muasculo liso, la angiotensina Il, formada a partir de la angiotensina |
mediante la actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), constituye uno de los

agentes vasoconstrictores mas potentes de la fisiologia humana.

El endotelio vascular como principal co-participe de la regulacion del tono vascular

El endotelio vascular esta formado por una monocapa de células que recubren la superficie
luminal de todos los vasos sanguineos y posee un rol fundamental en la homeostasis cardio-
vascular. Las células endoteliales (CE) no solo constituyen una barrera entre el plasma y el
liquido extracelular, sino sintetizan y liberan una serie de factores que regulan la permeabilidad
y el tono contractil de los vasos sanguineos asi como también la angiogénesis y las respuestas

inflamatorias, entre otros fendmenos vasculares. Su participacion en el balance entre vaso-
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constriccién y vasodilatacion es fundamental para la funcién vascular, de manera que las alte-
raciones endoteliales pueden desbalancear este equilibrio y desencadenar diversas patologias
como diabetes e hipertension arterial.

Las CE pueden liberar mediadores vasoactivos en respuesta a distintos estimulos fisiol6gi-
cos como pueden ser sustancias circulantes (como serotonina, angiotensina Il, adrenalina,
bradiquinina), sustancias liberadas por las plaquetas o por las células del sistema inmune, neu-
rotransmisores liberados por las terminales nerviosas, cambios en la presion de O, sanguinea,
alteraciones acido base, asi como cambios en el flujo sanguineo que generan una fuerza de
roce (del inglés, shear stress) sobre la superficie celular. Los factores liberados por el mismo
pueden difundir y actuar sobre las células de MLV produciendo la contraccién o la relajacion, y
por lo tanto modificando el diametro de la luz del vaso.

Dentro de los factores vasocontractiles dependientes de endotelio, el més estudiado es la
endotelina, la cual es liberada por el endotelio ante traumatismos, inflamacién, activacién de las
plaquetas, hipoxia, entre otros estimulos. Como se observa en la tabla 1 la contraccion se ge-
nera a partir de la unién a sus receptores ET, y ETg presentes en el MLV.

En contraste con la poca diversidad de factores vasoconstrictores, existe una mayor diversi-
dad de factores vasodilatadores dependientes de endotelio. Puntualmente, los mas estudiados
e implicados en la farmacologia vascular son el éxido nitrico (NO) y la prostaciclina (PGl,), los
cuales son liberados por el endotelio ante el estimulo de un agonista, o por la accién de un
estimulo mecanico (shear stress) sobre las CE. Sin embargo, en una gran cantidad de vasos
sanguineos las repuestas endoteliales no pueden ser explicadas completamente por estos dos
mediadores, dado que al inhibir su sintesis (via NOS y COX, con L-NAME e indometacina,
respectivamente) la respuesta vasodilatadora persiste. Debido a que esta respuesta vasorrela-
jante, mediada por endotelio e independiente de NO y de PGl,, se caracteriza por la hiperpola-
rizacién del MLV, se la denominé genéricamente con el nombre de vasodilatacion inducida por
el Factor Hiperpolarizante Dependiente de Endotelio (EDHF, de la sigla en inglés endothelium
dependent hiperpolarizing factor). Actualmente se acepta la existencia de mas un mediador que
cumple con esta condicién. El peréxido de hidrogeno (H.O.) y otros gases como el monédxido
de carbono (CO) y el acido sulfidrico (H2S), el péptido natriuritico atrial de tipo C (PNA-C), los
endocanabinoides, y el acido araquidénico (AA) y sus metabolitos (sintetizados por la lipoxige-
nasa (LOX) y el citrocromo P450), por citar los mas estudiados, son propuestos como posibles
EDHF. Si bien son numerosas las sustancias que se proponen como EDHF, en distintos lechos
vasculares de distintas especies, las mismas tienen como factor comin un mecanismo de ac-
cion hiperpolarizante que involucra la activacion de canales de K*. La hiperpolarizacion genera-
da por estos factores lleva a la relajacion del MLV, ya que disminuye la actividad de los CCVO
presentes en las CMLV, produciendo una disminucion de la concentraciéon de Ca®* intracelular
y por lo tanto la relajacién del musculo liso. En la figura 1 se resumen los mecanismos por los

cuales el endotelio puede mediar la relajacién muscular
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Figura 1: Esquema de las vias principales de la relajacién del MLV dependiente de endotelio. La activa-
cion de las células endoteliales puede inducir a la liberacion del 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGl2) y
diversos EDHF (derivados o no del AA), que desencadenan la relajacion de las CMLV. EI NO es sintetiza-
do por las oxido-nitrico sintasa (NOS) y la PGl» a partir de la ciclooxigenasa-1 (COX-1).

El NO es un potente agente vasodilatador, que ademas, inhibe la agregacion plaquetaria, la
inflamacion vascular y la proliferacion de las células de MLV. Existen tres isoformas de la enzi-
ma que sintetiza NO, la NOS (I, Il y Ill; neuronal, inducible y endotelial, respectivamente). A
nivel vascular tiene mayor relevancia la endotelial (eNOS), la cual es responsable de la produc-
cién de NO en estos tejidos. Esta enzima se activa cuando hay un incremento en la concentra-
cion de Ca*" intracelular en las CE. EI mismo puede ser generado por la activacion de recepto-
res acoplados a proteina Gg como por ejemplo los de histamina de tipo H; y los de acetilcolina
de tipo M1. EI NO es reconocido como el factor endotelial de mayor importancia en la regula-
cién de la funcion vascular. Sus acciones son mediadas por la activacion de la guanilato ciclasa
(GC) soluble del MLV, generando el respectivo aumento en la concentracion de GMPc, que
lleva directa o indirectamente (via fosforilacion por una proteina kinasa G (PKG)) a la hiperpola-
rizacion de las células de MLV, mediante la activacién de canales de K'. Ademas, la PKG es
capaz de inhibir la actividad de la fosfodiesterasa (PDE), que lleva a un aumento en los niveles
del GMPc y del AMPc, sumado a su capacidad de inhibir a las MLCK y de activar a la fosfatasa
de la MLC, promoviendo la relajacién de las células de MLV.

El principal metabolito del AA generado a partir de la actividad de la enzima cicloxigenasa
(COX) en las CE e involucrado como factor endotelial es la prostaciclina (PGl,). La misma ac-
tla sobre los receptores denominados IP generando antiagregacion plaquetaria y vasodilata-
cién. Este dltimo efecto lo logra mediante la hiperpolarizacion del MLV y la menor actividad de
la MLCK secundarias a un incremento en los niveles de AMPc. Se ha observado en general

que la contribucion de la PGl, es importante especialmente como respuesta al estimulo meca-
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nico a nivel endotelial (shear stress), mientras que posee poca relevancia en la actividad endo-

telial inducida por agonistas.

Otras regulaciones

Existen ademas muchas regulaciones del tono vascular, pero en esta seccion vamos desta-
car 2 de relevantes dentro de la farmacologia utilizada actualmente en la clinica. Por un lado,
las plaquetas son capaces de modular la contractilidad vascular. La activacién de las plaquetas
suele inducir a la sintesis y liberacién de tromboxano A; (TXA,), un metabolito derivado de la
accion de la COX sobre el acido araquiddnico. El TXA, es un potente vasoconstrictor al actuar
en el MLV sobre sus receptores TP acoplados a proteina Gg. Ademas este mediador promueve
la agregaciéon plaquetaria. Integrando sus efectos con los descriptos para la PGl, de origen
endotelial, se desprende que el control de la contraccién y la agregacion plaquetaria depende-
ran del balance entre estos dos metabolitos, y por lo tanto de las sefales que reciban las CE y
las plaquetas.

Por otro lado, en las secciones anteriores destacamos que la histamina es un potente vaso-
dilatador. Esto se debe a sus efectos directos en el MLV (via receptores H,), como a los indi-
rectos por la estimulacién de la sintesis de NO a nivel endotelial (via receptores Hy). Es impor-
tante destacar aqui que la liberacion de histamina desde distintos granulocitos es un proceso
temprano en la respuesta inmunoldgica innata, y por lo tanto la vasodilatacién inducida por este
mediador esta presente en la mayoria de las respuestas inflamatorias. Este fenémeno también
se encuentra presente en las respuestas de hipersensibilidad de tipo |, a partir de la liberacién
de Histamina desde los mastocitos, y es responsable de edema y la congestion principalmente

nasal y conjuntival de pacientes alérgicos.

Farmacos de uso clinico con actividad sobre

el musculo liso vascular

Multiples patologias pueden ser tratadas con farmacos que alteran la contractilidad del MLV.
Farmacos con actividad vasodilatadora son utilizados para el tratamiento de la hipertension
arterial, la insuficiencia cardiaca congestiva y la angina de pecho. El eje renina-angiotensina-
aldosterona es modificado farmacolégicamente a multiples niveles. Los antagonistas del recep-
tor de angiotensina Il de tipo AT, (ARA 1), como el losartan y el candesartan, actdan inhibiendo
la actividad de la misma directamente en el MLV, mientras que los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECAs, como el enalapril) y los antagonistas B-adrenérgicos (por
ejemplo: atenolol (B1-selectivo) y propranolol (no selectivo) reducen la actividad del eje por
disminuir la sintesis de angiotensina Il a partir de angiotensina | y disminuir la liberacién de
renina desde el aparato yuxtaglomerular, respectivamente. De la misma manera, el control
simpatico puede ser regulado con el fin de disminuir la contractilidad vascular mediante la ac-

cién directa en el masculo por bloqueo de los receptores a-adrenérgicos o por una disminucién
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de la descarga simpatica por la activaciéon de receptores a2-adrenérgicos del sistema nervioso
central (por ejemplo: clonidina). Puntualmente el bloqueo puro de los receptores a-
adrenérgicos, como el que pueden hacer el prazosin y la terazosina, no esta actualmente re-
comendado en patologias vasculares, sin embargo si se encuentra en uso clinico farmacos
como el carvedilol que presenta un bloqueo en receptores a;- y B-adrenérgicos.

También se encuentran en uso clinico agentes vasodilatadores que directamente actdan ni-
vel del muasculo liso sin actuar a nivel de receptores. Bloqueantes de canales de Ca®* de tipo L
como las dihidropiridinas (nifedipina, amlodipina, etc.), abridores de canales de K" (como el
minoxidil y la hidralazina) e inhibidores de la fosfodiesterasa (por ejemplo: sildenafil, teofilina,
etc.) pueden inducir a una vasodilatacién por accién directa en el musculo liso vascular. Ade-
mas, en el caso particular de la angina de pecho, el aporte de oxigeno a nivel miocardico pue-
de ser incrementado por la induccién de la vasodilatacién coronaria por farmacos liberadores
de NO; como la nitroglicerina, el dinitrato de isosorbide, 5-mononitrato de isosorbide y el nitro-
prusiato de sodio; que inducen la activacién de la GC a nivel del MLV.

Por otra parte, existen farmacos que se utilizan para el tratamiento sintomatico de la con-
gestion por inducir a la vasoconstriccion o por prevenir la vasodilatacién inducida por histamina
en cuadros alérgicos. Fenilefrina, nafazolina, oximetazolina, entre otras actlan estimulando a
los receptores ay-adrenérgicos para inducir la contraccion vascular y la consecuente reduccion
en la extravasacion de liquido. La pseudoefedrina presenta el mismo efecto in vivo, pero a par-
tir de promover la liberacién de noradrenalina desde las terminales simpaticas. El bloqueo de
receptores de histamina de tipo H; a nivel endotelial por antihistaminicos de primera generacién
(difenhidramina, clorfenhidramina) y de segunda generacién (loratadina, ceterizina, deslorata-

dina), se utiliza prevenir la aparicion de la sintomatologia alérgica.

Aproximacion experimental para el estudio

del musculo liso vascular

Experimentalmente, se utilizan anillos de los vasos como aorta, mesentérica, coronaria,
vena safena, o de otros vaso, para medir la contraccién del musculo circular la cual es censada
por una transductor de fuerza. Este preparado cuenta con la limitante que la luz de los vasos
debe ser lo suficientemente grande para introducir los alambres que se conectan al transductor
sin dafar al endotelio. Otro preparado que permite una medida de mayor calidad de las arterias
de resistencia de bajo calibre, consiste en la medicidon de la presién de perfusion de lechos
vasculares completos (como el mesentérico). Aqui se canula la arteria mesentérica y por ella se
perfunde con un flujo constante y se mide la presion necesaria para mantener dicho flujo, los
cambios de la presién reflejan directamente cambios del tono contractil. Otra ventaja de este
preparado es la situacion "in situ" de que el tejido aislado puede contener la inervacién auto-

ndémica, permitiendo detectar efectos de farmacos a nivel de la maquinaria del neurotransmisor.
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Figura 2. Registro de fuerza de contraccién isométrica de un anillo de aorta de rata expuesto un in-
cremento en la concentracion de K* (80 mM). Luego del lavado se observa el agregado de concentracio-
nes crecientes de NA y sobre esta contraccién se observa la relajacién mediada por endotelio tras el

agregado de acetilcolina.
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CAPITULO 6

Interaccion farmaco-receptor

y farmacodinamia cuantitativa
Alicia E. Consolini

... porque ni el libro ni la arena tienen ni principio ni fin.

JORGE LUIS BORGES, el libro de arena

Teoria de receptores

A. Agonistas y antagonistas

En la Presentacién y Generalidades del libro hemos planteado los conceptos de agonista y
de un tipo de antagonista, el competitivo. Recordemos que un agonista es un compuesto con
capacidad para estimular a un receptor con cierta afinidad y provocar un cambio conformacio-
nal en el receptor que conduce a un efecto observable por tener una capacidad denominada
actividad intrinseca o eficacia. En cambio, un antagonista competitivo es un compuesto
que tiene afinidad por un receptor pero carece de esta capacidad de estimular una via celular
asociada al receptor.

Retomamos ahora estos conceptos para analizar la Farmacologia cuantitativa.

B. Diferentes tipos de antagonismo

Cualquier farmaco que se oponga a la accién de un agonista puede denominarse antago-

nista; pero segun su modo de accion los efectos de antagonistas pueden clasificarse como:

1 -Antagonismo quimico:

Se produce por la interaccion quimica con el agonista, que generalmente le provoca una
pérdida de su efectividad. Ej.: la protamina con caracter basico fuerte se combina con la hepa-
rina, un acido fuerte para formar una sal estable, tal que la actividad anticoagulante de la hepa-
rina se pierde. Esto se aprovecha para emplear a la protamina como un antidoto contra la ex-

cesiva accion de medicamentos anticoagulantes.
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2- Antagonismo competitivo:
Es el descripto anteriormente, donde el agonista y el antagonista compiten por los mismos
receptores, por los cuales ambos tienen afinidad. Por ejemplo, atropina respecto del receptor

muscarinico de acetilcolina.

3- Antagonismo no competitivo:

Aqui el antagonista interactia con sus propios receptores, diferentes de los del agonista, y
como consecuencia se produce un cambio en la relacién concentracion - efecto del agonista.
Podemos subdividirlos en:

3.1 - Antagonismo metafinoide: la interaccion con los receptores del antagonista produce
una reduccién de la afinidad del agonista hacia sus propios receptores (poco frecuente)

3.2 - Antagonismo metactoide: la interaccion con los receptores del antagonista produce una
interferencia en la capacidad de desarrollo de efecto del agonista (reduce el efecto en un mis-
mo grado a las diversas concentraciones del agonista) (es el mas frecuente). Por ejemplo, un
antagonista de los canales de Ca* como nifedipina puede reducir la contractilidad provocada

por carbacol en la vejiga urinaria.

4- Antagonismo funcional:

Se produce cuando los agonistas interactian con dos sistemas receptores independientes,
causando efectos contrarios y estos efectos son producidos en el mismo sistema efector. Por
ejemplo, la acetilcolina al interactuar con sus receptores en el duodeno de rata lo contrae,
mientras la adrenalina por el contrario lo relaja. Ambas interactian con sus propios receptores

en el mismo sistema efector (cascadas de contraccién del musculo liso).

5- Antagonismo fisico: dos drogas actlan sobre sistemas receptor-efector independientes y los
efectos resultantes se contraponen. Por ejemplo, un farmaco puede reducir la presion arterial por
generar vasodilatacion directa (amlodipina) mientras otro farmaco puede incrementar la presion

sanguinea aumentando la volemia por retencién renal de sodio (antiinflamatorio no esteroideo).

C- De la administracion al efecto

Los experimentos en érganos aislados permiten conocer sobre qué tipo de receptor actla
un compuesto quimico, y esto permite clasificar a los farmacos en familias. Una familia de far-
macos interactuara con el mismo sistema receptor produciendo la misma clase de efectos, por
lo cual sera util comparar sus respectivas propiedades de interaccién droga-receptor, tales
como la afinidad y la eficacia intrinseca.

Esta clasificacion en familias es Gtil en los estudios de relacién estructura quimica-actividad
biolégica, en los que el conocimiento de las secuencias o relaciones de afinidad y actividad

intrinsecas de agonistas y de afinidad de antagonistas se evallan para cotejarlas con los
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cambios de estructura quimica, asociandolos a determinados sustituyentes. La comparacion de
estos parametros bioldgicos que permiten cuantificar la actividad de una droga con otros para-
metros fisicoquimicos (por ejemplo indicadores de lipofilia y otras propiedades) es una herra-
mienta valiosa para disefiar nuevos farmacos (tema tratado en Quimica Medicinal).

Para determinar las magnitudes antedichas primero deberiamos conocer qué relacion existe
entre la concentracion de farmaco en la vecindad de los receptores y el cambio producido
en ellos. Sin embargo, lo que experimentalmente podemos determinar es la relacion entre la do-
sis administrada y el efecto medido, ¢ es posible deducir la primera relacion de la segunda?

Cuando una dosis de un cierto farmaco es administrada a un paciente o a un animal de ex-
perimentacién, la cadena de eventos que llevan al efecto final consiste de tres partes principa-
les, con caracteristicas diferentes:

(a) Al administrar el farmaco se obtiene una cierta concentracién en la biofase, o sea en
la vecindad directa de los receptores o compartimento en el cual tiene lugar la interaccion far-
maco- receptor. Esta concentracién depende de la cantidad de droga administrada y de otros
factores, algunos conocidos y otros no, como la via de administracién, la localizacién de los
receptores en el organismo, la cantidad de receptores silenciosos para esta droga, propiedades
fisicogquimicas de la droga como tension superficial, coeficiente de particion lipido-agua, rela-
cién de forma disociada a forma no disociada al pH fisiolégico, metabolismo de la droga, etc.

(b) La presencia del farmaco en la biofase lleva a la interacciéon entre las moléculas del
farmaco y los receptores. Esa interaccién es reversible y depende de fuerzas de Van der
Waals, puentes de hidrégeno u otro tipo de interaccidn labil entre ciertas zonas de la molécula
de droga y el receptor (regiones de una macromolécula expuesta en la membrana celular gene-
ralmente de tipo glicoproteina, o proteinas citosdlicas llamadas chaperonas con afinidad por los
acidos nucleicos, tipicos de la acciéon de hormonas. Si la droga es un agonista se producira un
cierto cambio conformacional a nivel del receptor que activara una via de transduccion de la
sefal a nivel intracelular o a nivel del genoma, respectivamente. La magnitud del cambio de-
pende de la concentracion de droga en la biofase, de la afinidad hacia los receptores y de la
actividad intrinseca.

El resultado de la interaccion farmaco-receptor es la formacién de un estimulo. Si bien este
punto se abordara mas adelante, el estimulo es una propiedad abstracta que refleja la cascada
de eventos celulares disparada por la activacion del receptor. El caracter de la relacion esti-
mulo-efecto puede depender también, de cual fenbmeno es elegido como "efecto”. Asi, en el
caso de un espasmégeno el efecto podria ser la contraccion muscular, la despolarizacién de la
membrana, el flujo de Na+, el flujo de K+, etc., generalmente dependiendo del tejido en el cual
se lo estudia y de la magnitud que se evalla para medir el efecto. Una vez producido el estimu-
lo, los procesos ya no dependen del farmaco, puesto que un cierto estimulo produce siem-
pre el mismo efecto. Dos farmacos diferentes y a diferente concentracién pueden producir el
mismo efecto porque a nivel del mismo receptor desarrollan el mismo estimulo (similar grado

de activacion de las vias de sefializacion hasta llegar al efecto).
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Entonces, para estudiar la interaccion a nivel del receptor deberiamos conocer dos varia-
bles exactamente: la concentracion en la biofase y el efecto provocado sélo por el farmaco. Sin
embargo, si el efecto se midiera in vivo, en lugar de esas variables conoceremos la dosis admi-
nistrada (expuesta a etapas farmacocinéticas hasta llegar a la biofase) y un efecto en el que
hay influencia de otros factores del organismo (tales como efectos reflejos y otras compensa-
ciones). Esto genera la necesidad de que para estudiar los pardmetros de la interaccién farma-
co-receptor, se deban emplear sistemas ex vivo (preparados de tejidos aislados) o sistemas in
vitro (células en cultivo o moléculas aisladas). En ambos casos, se puede conocer con exacti-
tud la concentracion de farmaco en el medio que bafa al sistema (asumible como la biofase) y

medir un efecto que resulte solo dependiente de la concentracion del farmaco.

D. Cuantificacion de las respuestas de tejidos aislados a agonistas

El tejido aislado (ex vivo) puede ser utilizado efectivamente para obtener informacion acer-
ca de los farmacos y de los receptores de una manera que trasciende las especies y la funcién.
Esta informacion es valiosa en la definicion del mecanismo de accion de nuevos farmacos y del
disefio de mas efectivos agentes terapéuticos para el hombre. Por otra parte, también permite
identificar tipos de receptores presentes en un determinado tejido, lo cual permite comprender
mecanismos fisiologicos y fisiopatolégicos.

Asi, el proceso de clasificacién de farmacos y de receptores tiene una naturaleza esen-
cialmente circular: nuevos tipos o0 subtipos de receptores son descubiertos solo después del
descubrimiento de nuevas drogas selectivas. Luego, nuevas drogas (posibles farmacos) son
clasificadas por su interaccion con estos nuevos receptores.

Este proceso de clasificacién requiere la determinacién de parametros caracteristicos de la
interaccion droga-receptor e independientes del tejido. Estos son los parametros de afinidad y

de actividad o eficacia intrinseca.

Curvas concentracion-respuesta

Para obtener los pardmetros de interaccién farmaco-receptor se realiza un barrido de los efec-
tos producidos por un rango amplio de concentraciones del farmaco en cuestion. Para ello, se cons-
truyen las curvas concentracion-respuesta (CCR). Para facilitar la caracterizacion del efecto de un
farmaco se pueden esencialmente describir tres parametros de la CCR: un efecto maximo (Enax) en
el eje de las ordenadas, un parametro de localizacién en la abscisa o eje de concentracién (concen-
tracion efectiva al 50% del E.x 0 CE50) y una pendiente. Estos parametros son descriptivos, y aun
cuando comparemos la interaccién del mismo farmaco con el mismo tipo de receptor pero en dife-
rentes tejidos, habra diferencias en la CE50 y quizas también en el E .. Por ejemplo las CE50 de
acetilcolina (Ach) frente al receptor muscarinico (M) diferiran entre el intestino, la vejiga, y el Utero,
entre otros. Esencialmente los tejidos difieren en la amplificacion de la sefial de transduccién entre

la activacién del receptor y la generacién del efecto, como se discutira mas adelante. Por lo tanto, la
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informacioén sobre las constantes que caracterizan la interaccién farmaco-receptor (afinidad y efica-
cia intrinseca) no pueden obtenerse directamente de la CCR.

Ademas, debido a que muchos factores vinculados al tejido afectan estos parametros se
puede producir una disparidad entre la concentracion de agonista agregada al medio nutriente
del érgano aislado y la que existe en la vecindad del receptor (biofase) estando ambas en un
equilibrio de difusion. En el experimento de CCR el agonista no debe ser alterado por degrada-
cién quimica (ej. oxidacién de catecolaminas, por degradacion enzimatica, recaptacion o libera-
cién simultanea de sustancias enddgenas). Otras fuentes de error son la desensibilizacion de
receptores por el tiempo o por la frecuencia de exposicion a un agonista (formas de tolerancia),
o los cambios de sensibilidad tisular segun el tono muscular espontaneo del tejido. Para evitar
estas alteraciones deben tomarse cuidados de estabilizacién, correcta administracién y preven-
cién de reacciones o transportes que alteren la concentracion en la biofase al trabajar con el
tejido aislado. Para adjudicar los efectos a la interaccidn droga-receptor debe asumirse que:

1. la respuesta del tejido aislado surge exclusivamente del agonista agregado

2. la concentracion en la biofase es igual a la agregada al medio (o perfundida)
3. las respuestas del tejido son un resultado directo de la interaccién droga-receptor

4. estas respuestas no son modificadas en forma impredecible por el tejido ni por otro factor.

Evolucion de las teorias de interaccion farmaco - receptor

En la época en que se comenzo a pensar cémo actuaban los farmacos estaba en auge la Qui-
mica como ciencia que habia avanzado en forma importante, mientras que la biologia apenas co-
menzaba a conocerse. Es importante recordar que la Farmacologia fue una ciencia biolégica pione-
ra porque el empleo de farmacos (de origen natural inicialmente y luego de sintesis) ha permitido
conocer mecanismos fisiolégicos y vias participantes por ser una herramienta que evidenciaba ori-
gen de efectos al inhibirlos o estimularlos. Por ello, las primeras teorias de como un farmaco interac-
tuaba con una “parte del organismo” (denominada receptor aldn sin conocer su estructura) para
generar un efecto se pensaron como un equilibrio quimico. Asi, Clark en 1937 empleé la ley de

accion de masas para describir el enlace reversible de una droga al receptor:
A+R _‘“’“‘AR (1)

De donde:

Ka= [RL. [A] )
[RA]

Ka : constante de disociacion del complejo farmaco-receptor.
[A]: concentracion de farmaco agonista

Rt: nimero total de receptores

RA: nimero de receptores ocupados por el farmaco A

R: ndmero de receptores libres
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Si consideramos: Rt =[R] + [RA] — [R] = [RT] - [RA]

Resulta:
Ka=(Rt—[RAD . [A]
[RA]

Y la fraccion de receptores ocupados ([RA]/Rt) resulta:

RAI=_ 1 = _[A]l .
Rt 1+ Ky [A] + Ka
[A]

Esta ecuacion asume que cada molécula de droga se enlaza a un anico sitio en un recep-

tor. Si consideramos la ocupacion del 50% de receptores [RA]/Rt= "2y resulta Ka = [A]so9
O sea, se define que la constante de disociacién Ka es la concentraciéon de farmaco que
ocupa el 50% de los receptores totales.

La inversa de la constante de disociacion (1/Ka) representa la tendencia a unirse al recep-
tor, 0 sea que es un parametro de la afinidad de A por R. Su valor es independiente de los
distintos tejidos y especies animales en los cuales se lo determine. Puede estimarse a partir de
estudios de “binding’ (union) de farmaco marcado radioactivamente a receptores del tejido.

Las teorias de ocupacién asumen que la ocupacion de un receptor por una droga conduce
a un estimulo y subsecuente respuesta. Clark asumié la proporcionalidad o linealidad entre la
fraccion de receptores ocupados y el efecto observado, pero esto habria de ser refutado por
experimentos posteriores.

El concepto del agonista puro y parcial fue introducido por Ariens en la forma de una cons-
tante de proporcionalidad que denominé "actividad intrinseca” (a).

En = afA]l .

Emax  [Al + Ka

Donde E 4 €s el efecto maximo del tejido debido a activacion del mismo receptor, y Ka es la
constante de disociacién

Clark y Ariens establecian que el efecto era directamente proporcional a la fraccién de re-
ceptores ocupados obteniéndose el efecto maximo con la ocupacion de los Rt. Sin embargo,
experimentos en los que se reducia la cantidad de receptores por medio de un antagonista
irreversible (Nickerson, 1947) mostraron que los agonistas, especialmente, los puros alcanza-

ban igualmente el efecto maximo del tejido (ver luego).

En 1956, Stephenson modifico la teoria estableciendo que la ocupacién de receptores ge-
nera un estimulo (S) directamente proporcional al nimero de receptores ocupados. El efecto

es, entonces, una funcién definida del estimulo:

Ea__= f(Sa__)

EA max SA max
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Entonces, una misma respuesta en un tejido dado puede ser producida por distintas con-
centraciones de dos agonistas si ambos producen iguales estimulos, a pesar de sus diferentes
grados de ocupacién del receptor. El parametro que relaciona el estimulo al grado de ocupa-

cién fue denominado "eficacia™ (e) y representa la capacidad de la droga para producir un

estimulo.
Erx = ° e . [A]
Ewmx [Al+ Ka Ea/Eamax=f . Sa/Samaxs ¥ Sa= €. [RA]/Rt

Esta funcion representa una relacién no lineal entre el estimulo (S) y la respuesta (E).
Las constantes f y e son desconocidas y dependientes del tejido. La funcién hiperbdlica resul-
tante de E versus [A] permite estimar que la respuesta maxima (Ena.y) podra obtenerse con la
ocupacion de un numero inferior al de los receptores totales (alcanzado asintéticamente).

La eficacia (e) es un término dependiente del farmaco y del tejido. Entonces, Furchgott
modifico este modelo para diferenciar en ese término a los factores dependientes del farmaco
(la eficacia intrinseca € y la afinidad Ka) y los factores dependientes del tejido (la funcién f y el
ndamero de receptores totales Rt), y definio a la eficacia e como el producto de la eficacia in-
trinseca (g) y el nimero de receptores totales.

Asi, la eficacia intrinseca ¢ es una constante del par farmaco — receptor, y es indepen-
diente de los distintos tejidos y especies animales en los cuales se lo determine, y representa la
capacidad del agonista de generar un efecto por estimulacion del receptor, siendo esto
independiente de la afinidad por ese receptor.

Es importante diferenciar las 2 propiedades basicas de un agonista:

- Afinidad (expresada como 1/KA o —log KA): capacidad de unirse reversiblemente al
receptor, depende de la relacién estructura-actividad y se mide en términos de concen-
tracion.

- Eficacia intrinseca (expresada como relativa €,/eg): capacidad de generar un esti-

mulo (S) y un efecto E una vez que activo al receptor

Entonces la funcién que expresa al efecto del agonista A con respecto al efecto maximo del

tejido resulta:

En =f(es[Rt] [A] ) (Ec 1)
Emax [A] + KA

donde se distinguen factores relacionados al farmaco (K, y €,) y factores relacionados al
tejido:

a) f, la funcion que acopla el estimulo (S) con la respuesta (E) y depende de la amplifica-
cién de la sefial de transduccién celular entre el receptor y el efecto,

b) [Rt], la concentracion de receptores totales, ya que cuando mas receptores hay en un

tejido mayor seria el efecto de un agonista.
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Los factores relacionados a la interaccion droga-receptor son: a) la afinidad (1/K,), y b)
la eficacia intrinseca €. Para estimar estos Gltimos parametros a partir de las CCR se compa-
ran iguales efectos para cancelar los factores tisulares. Esta comparacion se basa en que efec-
tos iguales provienen de iguales estimulos y por lo tanto permiten la comparacion de las frac-
ciones de receptores ocupados cancelando la funcién f tisular desconocida, que es comuin a

ambos farmacos a comparar.

Comparacion de potencias y efectos de farmacos en un mismo tejido

Puesto que el efecto de un agonista depende de variables del tejido desconocidas, no es
posible estimar directamente la afinidad (Ka) ni la eficacia intrinseca (ga) de un agonista a partir
de una CCR. Entonces, es habitual comparar las potencias relativas de dos agonistas com-
parando las concentraciones necesarias para obtener un mismo efecto. Considerando
que un mismo efecto proviene de igual estimulo, a ese efecto ambos agonistas desencadenan
igual estimulo y por lo tanto igual grado de traduccion celular desde el receptor y amplificacion
de la sefal (f) y comparten los receptores (Rt). Las diferencias entre ambos agonistas estan en
la concentracion necesaria para producir ese grado de activacion de la sefal.

El farmaco mas potente sera el que produzca el efecto a menor concentracioén, y sus po-
tencias relativas se podran calcular como:

Potencia de A / potencia de B = [B]/ [A]

Si ambos agonistas son puros, es habitual comparar sus concentraciones efectivas al
50% (CE50).

¢ Como se estima la CE50? A partir de la CCR de un agonista (E% versus log [agonista])
se extrapola y define el pD2 o pCE50 como el logaritmo negativo de la concentracion de ago-
nista que produce la mitad de! efecto maximo.
El pD2 o pCE50 no expresa la afinidad, sino un parametro orientativo de la concentra-
cion efectiva
-log CE 50= pD2

En base a la ecuacién (1), la relacion efecto versus [agonista] es no-lineal, aunque sélo pa-
ra algunos muy débiles agonistas parciales, la relacion estimulo respuesta puede considerarse
lineal. En ese caso y por comparacion con las primeras expresiones de Ariens, se ha asumido

un calculo de actividad intrinseca aproximada y basada en los efectos maximos (aF):

E
jAmax= a

Emax

donde: Epmax €S el efecto maximo del agonista A

y Emax €S el efecto maximo de esa familia en el tejido (dada por un agonista puro).

Esta propiedad permite diferenciar a los agonistas en:

120



Agonistas Puros: son aquéllos que generan la maxima respuesta de un tejido, general-
mente son los neurotransmisores o sustancias enddgenos, ej: adrenalina, acetilcolina, noradre-

nalina, histamina y algunos sintéticos como isoproterenol o carbacol, entre otros. Tienen o =1

Agonistas parciales: son aquéllos que producen una respuesta maxima inferior a la res-

puesta maxima del tejido. Ej: pilocarpina, oximetaxolina, pindolol. Tienen o < I.

La Figura 1 muestra las CCR experimentales de 2 agonistas muscarinicos, uno de ellos
puro (acetilcolina, Ach) y el otro parcial (pilocarpina, Pilo). Puede observarse que el af de Pilo
es 0.45, y que las CE50 de cada agonista (obtenidas a partir de los respectivos valores de —
logCE50 = pD2 al 50% de sus propios efectos maximos) fueron extrapolados desde efectos
diferentes (%sEmax) por lo cual no pueden compararse para obtener la potencia.

La extrapolacién a un mismo efecto (40% del Emax) permite determinar que la potencia de
Ach es  mayor que la de Pilo, puesto que extrapolando desde ese efecto en cada CCR al eje
de logaritmo de la [agonista], y calculando las [agonista] en molar resulta que:

Al 40% del Emax es: log [Ach]= -1, entonces: [Ach]= 0,38 ug/ml = 0,68 UM,

y log [Pilo]= 2,4, entonces: [Pilo]= 0,38 pug/ml = 1,82 uM

por lo que: [Ach)/[Pilo] = 1,82/0,68= 2,67

Resulta que la potencia de Ach es 2,67 veces mayor que la potencia de pilocarpina
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Figura 1: Curvas concentracion-respuesta (CCR) obtenidas en un experimento de nuestro labora-
torio con intestino aislado de rata y los agonistas acetilcolina (Ach) y pilocarpina (Pilo). El efecto
maximo del tejido (100%) fue obtenido con el efecto maximo de Ach (agonista puro), y permitié
calcular los % de efecto (%E) de las otras concentraciones de Ach y de Pilo. Las concentraciones
se expresaron en ug/ml, pero los parametros extrapolados de CE50 se convirtieron a molar con los
pesos moleculares de Ach (146.14) y de pilocarpina (208.22). Leer en el texto cédmo se calculan los
pD2=pCE50 , el of y la potencia relativa.
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En general, la relacidon estimulo-respuesta es no lineal para los agonistas puros y la ma-
yoria de los parciales. Esto esta determinado por la existencia de "receptores de reserva" que
impiden que un antagonista irreversible produzca una caida en el efecto maximo de un agonista.

En 1947 Nieckerson realizo una serie de experiencias en las que contrasto el efecto de un
agonista puro (histamina) con la reduccion de los receptores del tejido, y analiz6 lo siguiente:

Los inhibidores irreversibles Dibenamina y otras B-haloalquilaminas inhiben en modo no es-
pecifico al efecto de las aminas simpaticomiméticas y de la estimulacion simpatica, los efectos
de Histamina y Serotonina, y a altas concentraciones bloquearon los efectos parasimpaticomi-
méticos de acetilcolina sobre musculo liso y auricula. Nieckerson comunico el mecanismo de
accién de estas sustancias como irreversible, debido a que se unen en modo covalente a los
diversos receptores, perdiendo especificidad. En sus experimentos realizados sobre ileon de
cobayo estimulé el preparado con 0,1 ug/ml de Histamina, designando arbitrariamente la ma-
xima respuesta obtenida como 100%. Luego expuso el preparado a dibenamina por 5 minutos
y determiné el grado de bloqueo a la dosis estandar de Histamina (0,1 pg/ml) en presencia del
inhibidor y luego de sucesivos lavados, a los 5 minutos y a intervalos de 10 minutos. Una pe-
quena porcién del bloqueo fue revertida, pero el bloqueo remanente luego de 10 minutos fue
irreversible. Algunas experiencias las continué durante 8 horas sin encontrar cambios significa-
tivos en la reduccién del efecto. Si antes de dibenamina introducia Histamina o difenhidramina
(antagonista competitivo de la Histamina) se prevenia el desarrollo del blogueo irreversible,
indicando que los tres agentes reaccionan con los mismos receptores. Sobre la base de estos
experimentos Nickerson concluyd que en el tejido tratado con dibenamina, una porcién de los
receptores especificos de Histamina son inactivados esencialmente en forma irreversible, du-
rante un prolongado periodo de tiempo.

Posteriormente, curvas concentracion- efecto (CCR) fueron determinadas sobre segmentos
de ileon sin tratar y otras CCR realizadas en los mismos tejidos luego de la exposicion a dife-
rentes concentraciones de dibenamina y posterior lavado (a fin de remover el bloqueante no
unido irreversiblemente e interrumpir el progreso de la reaccién covalente). La respuesta de
cada preparacion a la dosis de 0,1 pug/ml de Histamina antes del bloqueo se design6 como 100
%, y de referencia para el calculo de las CCR post-bloqueo.

En la figura 2 se presenta un esquema de los resultados encontrados. La CCR de histami-
na fue desplazada hacia la derecha en el eje de concentraciones después del tratamiento de la
primer y mas baja concentracion del antagonista irreversible (l;), sin cambiar la pendiente ni el
efecto maximo (el desplazamiento de la CCR puede atribuirse a que por ley de acciéon de ma-
sas la reduccion del numero de receptores R requiere aumentar [A] para obtener similar grado
de ocupacién de receptores [RA] que generara igual estimulo S e igual efecto E). Pero a las

mas altas concentraciones de dibenamina se disminuye el E,x de histamina.
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Respuesta

Ai2
Log [Agonista]

Figura 2: Esquema que representa las curvas concentracion-respuesta (CCR) obtenidas en una expe-
riencia analoga a la de Nieckerson (ver texto). Se muestra la CCR del agonista A antes (izquierda) y
después del tratamiento del tejido con dos dosis de un antagonista irreversible (dibenamina). Con dosis
bajas del antagonista irreversible la CCR se corre a la derecha pero mantiene su Emax (centro). Con
concentraciones mas altas del antagonista irreversible se produce la reduccion del Emax y mayor corri-
miento a la derecha de la CCR del agonista. Se comparan las concentraciones de A a un mismo efecto
para calcular la Ka del agonista (ver texto).

Esta experiencia muestra que puede obtenerse el maximo efecto de un agonista puro
en un tejido (E..x) aun cuando el agonista no ocupa todos los receptores. Esto demuestra
que la relaciéon entre la fraccion de receptores ocupados y el efecto no es lineal, y también es
no-lineal la relacién estimulo-efecto. EI numero de receptores que pueden eliminarse por ac-
cién de un antagonista irreversible sin que caiga el Emax se conoce como receptores de re-
serva, aunque no son diferentes estructuralmente de los que responden. El nimero de recep-
tores de reserva no puede ser adjudicado a un tejido, sino que esta asociado a un agonista
dado en un tejido dado. Asi, un mismo tejido puede exhibir diferente nimero de receptores de
reserva para dos agonistas dependiendo de cuantos receptores usa cada agonista para dar su
efecto. En general, los agonistas puros pueden tener un 95 a 99 % de receptores de reserva
ya que suelen dar el E,x con solo un 1 a 5% de los receptores totales. En cambio, los agonis-
tas parciales tienen un nimero menor de receptores de reserva (alrededor de 30 a 80 %) por-
que requieren mas receptores para dar su efecto, y su En.x se reduce aun por dosis bajas de
un antagonista irreversible. Como consecuencia, para agonistas puros hay una gran diferencia
entre la concentracion necesaria para ocupar la mitad de los receptores (Ka) y la requerida para
dar la mitad de la respuesta maxima (concentracion efectiva cincuenta, EC50, estimada a partir
del parametro pD2 = -log EC 50). En cambio, en agonistas parciales ambas concentraciones

son parecidas o del mismo orden.
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Agonismo selectivo

Como expreso6 Furchgott y se explico anteriormente, la respuesta tisular del agonista A se

relaciona hiperbolicamente con la ocupacion de receptores, segun la siguiente funcién:

Ern =f_(e[Rf] [A] ) (Ec 1)
Emax [A] + Ka

la pendiente de dicha relacién refleja la eficacia (e de Stephenson) del mecanismo tisular de
traduccién del estimulo (S) en respuesta. Pero pueden identificarse 2 factores que determinan
esta eficiencia (e): el nimero de receptores totales (Rt) y la naturaleza de los mecanismos celu-

lares que convierten el estimulo en respuesta (funcién f). Se describen a continuacion:

1 - Respuesta tisular (E) en funcion del estimulo (S) o la ocupacion de receptores

La relacién no lineal es generada en el tejido debido a los sistemas celulares de amplifica-
cién de senal: si uno de los pasos alcanza la saturacién se generara una capacidad de reserva,
y si el producto de esa reaccién es sustrato para otro proceso saturable se aumentara conside-
rablemente la eficiencia de la traslacién del estimulo en respuesta. Un ejemplo es la cascada
de liberacién de glucosa por estimulacion B-adrenérgica, en la que se amplifica 8 6rdenes de
magnitud la ocupacién de receptores con las etapas de activacion sucesiva de proteina Gs,
adenilatociclasa, AMPc, PKA y fosforilacién de proteinas varias.

Hay muchos ejemplos farmacol6gicos que demuestran funciones hiperbdlicas entre la ocu-
pacion de receptores y los mecanismos que preceden a la respuesta del tejido y conforman la
cascada de acoplamiento estimulo-respuesta. Algunos son: ocupacién del receptor muscarini-
co y activacion de la cascada: proteina Gq, PLC, IP3/DAG, PKC, fosforilacion de canales y
transporte de calcio. También la ocupacién del receptor adrenérgico via la adenilatociclasa se
amplifica para generar inotropismo positivo en corazén. Otro ejemplo de cascada amplificada
es la iniciada por activacion de sélo una fraccion de fibras cardiacas por un agonista para dar la
respuesta de todo el sincicio cardiaco.

Es importante notar que cada tejido puede tener una diferente amplificacion de la se-
Aal del receptor (funcion f) porque en cada paso es variable el nimero de unidades que se
activan en cada etapa de traduccién de la sefal iniciada en el receptor. Por ejemplo, cuantos
ciclos de proteinas Gs se activan, cuantas moléculas de AMPc se generan por la catélisis de
AC, cuantas PKA se activan por el AMPc, etc. Por ello, puede haber diferencias entre especies
de animales de laboratorio (rata, ratén, cobayo, conejo) para la amplificacién de un mismo par
de agonista y tejido (ej. NA en vaso deferente). También, en un mismo organismo habra dife-
rencias de amplificacion para un mismo par agonista-receptor en diversos tejidos (ej. Ach en
receptores M en duodeno, ileon, yeyuno, detrusor, circular del ojo, etc.).

2-Densidad de receptores

Hay evidencias de que cuanto mayor sea el niumero de receptores del tejido, mayor es

la respuesta a un agonista. Por €j. la respuesta a oxotremorina del ileon de cobayo es mayor

124



que la de ileon de ratén, correlacionandose sus potencias relativas con el nimero de recepto-
res muscarinicos de los respectivos tejidos estimados por estudios de "binding". Otros ejemplos
son la pérdida de sensibilidad del ileon al tratamiento con dibenamina (irreversible) que es pa-
ralelo a la reduccién de receptores detectada por "binding", y la desensibilizacion de la auricula
de rata al isoproterenol por implantacion de bombas miniosmoéticas que se correlaciona con la

reduccién del nimero de receptores.

Agonismo selectivo

Generalmente, la clasificacion de un cierto receptor en un tejido se hace sobre la base de la
respuesta (o0 no) del mismo a un agonista selectivo (clasificado sobre otro tejido ya conocido). Si
el tejido no responde significa que los receptores para ese agonista no estan presentes en ese
tejido o que el mecanismo de estimulo-respuesta del tejido produjo insuficiente amplificacion del
estimulo para generar una respuesta observable. Ej. prenalterol, un agonista parcial B-
adrenérgico relativamente débil mostro tener afinidad y eficacia por B1. Sin embargo, no produce
respuesta en la arteria coronaria canina que contiene esos receptores, aunque probd ser un an-
tagonista competitivo de isoproterenol en dicho tejido. Esto muestra que la arteria coronaria cani-
na no posee un mecanismo estimulo-respuesta suficientemente eficiente para permitir a este
agonista parcial débil mostrar su respuesta, aunque el farmaco interacciona con los receptores.

Si un agonista selectivo da respuesta en un tejido es una evidencia para decir que ese re-
ceptor se encuentra en el tejido. Sin embargo, debe distinguirse entre selectividad y especifici-
dad. La experiencia muestra que las drogas son selectivas pero no especificas. Eso signifi-
ca que a concentraciones intermedias o terapéuticas actuara preferentemente en un tipo de
receptores (selectividad), pero si se aumentaran las concentraciones podra actuar en otros
tipos de receptores por los cuales es menos afin (no tiene especificidad) Por e]. los agonistas
selectivos B1 prenalterol y dobutamina dan también respuesta en el Gtero de rata, que solo
contiene receptores B2, mostrandose que también tienen afinidad y eficacia por estos recepto-
res, aunque generalmente menor que por los B1 (a mayores dosis). Es importante no asumir

especificidad para los agonistas.

Por otra parte, la desensibilizacion de los receptores de un tejido por tratamiento con agen-
tes alquilantes irreversibles es un método empleado para diferenciar agonistas con diversa
eficacia intrinseca en un tejido, pero no es lo suficientemente selectivo para diferenciar clases
de receptores, por lo que deberia emplearse en un tejido con un solo tipo de receptores o con
un agonista con selectividad por sélo un tipo de receptores. Por ejemplo si un agonista tiene un
30 % de receptores de reserva y el otro un 50 % este Ultimo se afectara mas en su respuesta
maxima por la alquilacién de una fraccién de los receptores, aunque eso no implica que actuen
en diferentes receptores.

En conclusion, ambos factores (la diferente eficiencia en el acoplamiento estimula-
respuesta entre dos tejidos, o la desensibilizacién de un tejido por alquilacién de receptores)

bloquearan preferentemente al agonista con la mas baja eficacia intrinseca (Figura 3).
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Figura 3: Efectos del cambio del nimero de receptores sobre agonistas puros con diferentes relaciones de
eficacia y afinidad. El numero de receptores es mayor en el tejido de la izquierda que en el tejido de la
derecha. Eso origina que los agonistas A y B que se comportan como puros en el tejido de la izquierda

pasen a tener menor potencia en el tejido de la derecha y el agonista B pase a comportarse como parcial.

La selectividad puede explicarse en base a la ecuacién de Furchgott (Ec. 1):

En =f_(e[Rt] [A] ) (Ec 1)
Emax [A] + KA

Puesto que un agonista parcial tendra baja eficacia intrinseca (€) requerira un tejido con alta
eficiencia de acoplamiento estimulo-respuesta (f) o alto nimero de receptores (Rt) para lograr
expresar su efecto. Si alguno de ellos 0 ambos son bajos, el agonista parcial reducird su Emax,
incluso al punto de desaparecer. Sin embargo, su afinidad por el receptor no se alterara, por lo
cual incluso podria competir con el agonista. Por ello, los agonistas parciales pueden expresar-
se como antagonistas en ciertos tejidos. Esta condicién de agonismo selectivo es muy Util
terapéuticamente, porque permite obtener un efecto beneficioso de un agonista en algun tejido,
sin los efectos adversos de estimulacién de otro tejido, ya que en este puede dar un efecto mas
reducido o incluso bloquear el efecto del agonista endégeno (puro). Se veran mas adelante

estas interacciones competitivas que dan efectos duales.

Determinacidn de la afinidad y eficacia intrinseca
relativa de agonistas

Afinidad

a) La afinidad se define como la reciproca de la constante de disociacién de la droga por el
receptor (Kp) y se puede estimar por un método de "binding" o por el método farmacol6gico de

los antagonistas irreversibles. La premisa basica de este método es que concentraciones equi-
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tativas del agonista antes y después de la eliminacion de una fraccién de los receptores pue-
den ser comparadas para obtener diferencias que dependen del nimero de receptores y de la
afinidad del agonista.

La naturaleza nula de este método permite cancelar las variaciones que surgirian del meca-
nismo de conversion del estimulo en respuesta al comparar exclusivamente respuestas iguales

provenientes de estimulos iguales independizandose del grado de ocupacién del receptor.

El método de binding consiste en poner en contacto un farmaco marcado (*, por radioacti-
vo o fluorescencia). Una vez finalizada la reaccién por el contacto, se separan la fraccion que
queda en el tejido (unido o RA*) y el sobrenadante (R*). De la K, se deduce que:

Ka=[R].[A]/Ka , entonces: [RA] = ([Rt] — [RA]) . [A] /Ka ; [RA]*/[A]* = [Rt] / Ka -[RA]/ Ka

La ultima funcidn representa una recta, tal que si se grafica unido/libre en funcién de unido,
se obtiene una recta de pendiente positiva e igual a 1/Ka (afinidad) y de la ordenada ([Rt]/ Ka
se calcula el nimero de receptores totales (Rt).

Esta representacion se conoce como Grafico de “Scatchard”

b) Para conocer la afinidad de un agonista puro el método farmacolégico de los antago-
nistas irreversibles es el siguiente:

Es posible calcular la constante de disociacién de los agonistas reduciendo la cantidad de
receptores con un antagonista irreversible, y aplicando el concepto que efectos iguales provie-
nen de estimulos iguales (método nulo). En la Figura 2 se observan los efectos de un agonista
antes y después de tratar al tejido con dibenamina. Es posible comparar las concentraciones
del agonista a un mismo efecto, eligiendo el tratamiento con irreversible que reduce el Emax.

Si Ea = efecto de agonista; Ex; = efecto del agonista luego de la accion del antagonista
irreversible

Si Eap = Eaj , entonces Sp=Sy;

Sa=f([Rt] ea[RA])
[R]

Sai=f([Ri] ea[RA])
[Ri]

Si Sp=Sa;y se cancelan factores comunes, resulta:

[Ri. _ [A] .= [Ri].__[A] .

Ka+[A] Ka+[Ai]
TA] = Ri__JAi] Ri/Rt = gi
(Ka+[Al) Rt (Ka+[A)
. =g 1
1+ Ka 1+ Ky
[A] [ Al
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[A] = gi-1-gi
[Al K

Reordenando la funcién a:

1 = 1 + 1 - qi y graficando 1/[A] vs 1/[A]i
[A] [Aligi Ka gi

Resulta K4 = pendiente -1 para un agonista puro
ordenada

Para calcular la afinidad de un agonista parcial dos métodos pueden ser empleados:
a) La comparacion de dosis equiactivas de un agonista puro y uno parcial en el mismo te-
jido:
Considerando las CCR de la Figura 1, se pueden encontrar varios pares ordenados a igual efecto:

Ea = Ep, entonces:
f.[Rt].ea. _[Al  =f[Rt].ep._[P] .
Ka+[A] Kp+[P]
siendo A un agonista puro y P uno parcial, se puede asumir que la [A] necesaria para dar
efecto es mucho menor que la K, (ver antes). Por lo tanto, y debido a que el ensayo se debe
realizar en el mismo tejido (son constantes f y Rt), resulta:

[Al-gp Ka __[P]
€5 [P]+ Kp
Y
I[A] = €4 /‘iSp * 1/ KA + SA./‘SP * KP/KA * ]/[P]
la Kp puede calcularse por el cociente pendiente/ordenada de la recta que puede construirse
si se grafica 1/[A] vs. 1/[P] para efectos constantes en el mismo tejido. Para las CCR de Ach y

Pilocarpina de la Figura 1, la recta y el calculo de la Kp resultan:

75+

E

S 50

=

5

< 25+ Pendiente: 672,7
'E' Ordenada: 7,502

Kp= 89,7 ug/ml = 0,43 pmol/ml

pK= 3,365

c J J J J v
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

1/[Pilocarpina] (ug/ml)

Figura 4: Célculo de la Kp del agonista parcial pilocarpina: representacion de la recta obtenida compa-
rando las concentraciones de Ach y Pilo para varios puntos de efectos iguales, a partir de las CCR
obtenidas en la Figura 1. Observar que la Kp se obtuvo a partir del cociente pendiente / ordenada y
se expres6 en molar (PM pilocarpina 208.22) (ver texto).
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b) El antagonismo competitivo que produce un agonista parcial sobre uno puro en un tejido
con baja eficiencia estimulo-respuesta:

Para efectuar esta comparacién, es necesario que el agonista parcial no se exprese en el teji-
do. Esto puede lograrse realizando la CCR en un tejido con baja eficiencia estimulo-respuesta. Si
ello no ocurre, puede reducirse el nimero de receptores con un agente alquilante controlado para
lograr la desaparicion de la respuesta al agonista parcial, manteniendo la respuesta al agonista
puro (como lo muestra la Figura 3). Bajo esta condicién el agonista parcial seguira teniendo afini-
dad por los receptores libres pero su baja eficacia intrinseca (¢) sumada a una baja eficiencia
estimulo-respuesta del tejido (f) y a un reducido nimero de receptores (Rt) le impediran dar efec-
to agonista, pero le conferirdn propiedades de antagonista competitivo del agonista puro. La
ecuacién 1 permite evaluar el aporte de cada pardmetro, y deducir que aun en esta reduccion de
Rt el agonista puro consigue expresarse gracias a su alta eficacia intrinseca.

Entonces, la Kp del agonista parcial puede estimarse a partir de! calculo del pA2 (pKA
del antagonista competitivo) que se calculara a partir de una regresion de Schild (ver antago-

nismo competitivo mas adelante).

Eficacia intrinseca

Los métodos nulos posibilitan estimar la eficacia intrinseca relativa de dos agonistas en
términos del concepto de Furchgott, ya que no hay una escala absoluta de eficacias indepen-
diente del mecanismo estimulo-respuesta de los tejidos. La eficacia intrinseca relativa es im-
portante para caracterizar la interaccion droga-receptor, y por lo tanto es util en la clasificacion
de drogas y receptores. Puede calcularse por comparacién de dosis equiactivas de los agonis-
tas A y B en un mismo tejido, considerando la funcién que representa al efecto de un agonista,

y cancelando factores comunes:

Ea=Ep
€a [A] =€ _ [B] .
Ka + [A] Ke +[B]
Si ambos agonistas son puros (0(E = 1) sera [A] o [B] >>K4 0 Kg respectivamente y:
ga - IBl. Ka
es  [A]. Ks

Si alguno o ambos agonistas son parciales, resultara:

ga - [BL. (Ka+ [A]
g [Al. (Ks+[B])

se desprende que la eficacia intrinseca relativa puede tomar valores mayores o menores

que 1y provee una buena comparacion entre agonistas.
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Interaccion competitiva entre dos farmacos

Presumamos que dos drogas A y B con eficacias intrinsecas € y €g interactian con el
mismo sistema receptor-efector.

Los receptores totales se distribuiran en: Rt = [R] + [RA] + [RB]
Y el efecto combinado de A y B estd compuesto por el efecto de [A] en presencia de [B], in-
crementado por el efecto de [B] en presencia de [A].
—_— i
Ese= Eap + Egpy

El efecto causado por [A] estara influenciado por la presencia de B, y viceversa.

Si aplicamos la ecuacion 1 previamente deducida se obtendra el efecto de A Ea (g, como:

EAB)=f(ca . RL. RA] } =f{ea.Rt. R1[A] /K4 ) =
E e (RI* [RA] + [RB] R+ [RLIAL + [RL[E]
Ka Kz
=f(ss. RL. 1 )
T+ (1+ BD Ka
Ke A

Un razonamiento anélogo se puede hacer para Egpy, tal que:

Eag=f Rt( sa + - ) Ec.2
E max T+ (1+ B Ka T+ (1+ [Al) Ka
Ks [A] Ka [B]

La comparacién de la Ultima ecuacién (2) con la Ec. (1) (para un solo agonista A en ausen-
cia del competidor), nos indica que la influencia de B sobre la ocupacion de receptores por A se
encuentra expresada Unicamente en el factor por el cual Ky es multiplicado por (1+[B]/Kg). Este
factor es siempre mayor que 1, y el resultado sugiere que la presencia de B genera un aumento
aparente de la constante de disociacién K. Esto podia esperarse desde que la competicién
que experimenta A con B reduce la ocupacion de los receptores por A, analogamente a lo que
podria ser causado por una disminucién de la afinidad de A.

Implicaciones del modelo de la interaccion competitiva

Tres tipos de interaccién competitiva entre al agonista A y una droga B pueden obtenerse, lo
cual depende de la actividad intrinseca de B:

a) si afde Aes mayor que el de B (BE) o si tienen el mismo valor ([3E = O(E) B actuara como
un sinergista competitivo de A. Un grupo de curvas tedricas basadas en la ecuacion
(2), ilustran el sinergismo competitivo de los agonistas puros:
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Figura 5: Sinergismo competitivo: esquema que representa las curvas concentracion-respuesta (CCR)
obtenidas para un agonista A puro en ausencia (B= 0) y presencia de otro agonista puro B (ambos tie-
nen af = 1). A dosis bajas del agonista A hay sinergismo de efectos con B. (ver texto).

b) siel valor de BE cae entre el de af y 0, B es un agonista parcial, o también llamado dualista
competitivo. Dependiendo de la concentracién de A, B actuara como sinergista o como an-
tagonista dependiendo de la [a]. Un grupo de curvas tedricas y practicas ilustran e! dualis-

mo competitivo:
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Figura 6: Dualismo competitivo: esquema que representa las curvas concentracién-respuesta (CCR)
obtenidas para un agonista A puro (aE = 1) en ausencia (B= 0) y presencia de otro agonista B parcial (BE
= 0,5). A dosis bajas del agonista A hay sinergismo de efectos con B, pero a dosis altas de A hay un
antagonismo competitivo de B. (ver texto).
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Figura 7: Dualismo competitivo: esquema que representa las curvas concentracion-respuesta (CCR)
obtenidas para un agonista A parcial (aE = 0,5) en ausencia (B= 0) y presencia de otro agonista B puro
(BE =1). A dosis bajas del agonista A hay sinergismo de efectos con B (curvas por debajo del 50% E),

pero a dosis altas de B y de A hay un antagonismo competitivo (curvas por encima del 50% E).

Cc) si BE = 0, B se comportara como un antagonista competitivo de A. En este caso la

ecuacion (2) se transforma en

.EAB=th( £a ) Ec.3
E max 1T+ (1+ [B]) _Ka
Ke [Al

B causara un corrimiento de la curva concentracién-efecto a lo largo del eje de la concentra-
cién logaritmica, sin cambiar la forma, ni la altura. La Figura 7 muestra las CCR tipicas de un
agonista puro (acetilcolina, af = 1) en ausencia y presencia de un antagonista competitivo
(atropina, BE = 0).

Antagonismo competitivo

Esta interaccién se interpretd de la siguiente forma, para determinar los parametros ca-
racteristicos:

Comparando nuevamente efectos iguales, en ausencia de B un cierto efecto es causado
por la concentracion de agonista [A]1, y en su presencia el mismo efecto es causado por
[A]2, por lo cual:

Ea =_Eme
Emax  Emex
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Aplicando la ecuacion (1) y la (3) tenemos, sabiendo que iguales efectos provienen de esti-

mulos iguales:

& A = §~A
1+ Ka 1+(1+ [B] ) Ka
[Ad] Ke [AZ]

Simplificando los factores iguales, resulta:

[Al, =1+ |B] Ec. 4
Al Ke

Como las concentraciones se expresan en escala logaritmica:

log [Al_ = log (1+ [B] )
[A1] Ke

La magnitud del corrimiento a la derecha de la CCR depende solo de la concentracion y de
la afinidad del antagonista B. En este caso la relacion entre estimulo y efecto no interesa, dado
qgue se comparan efectos iguales que provienen de estimulos iguales, y el factor tisular desco-

nocido f..Rt es constante en ambas curvas (sin y con antagonista).

A partir de la ecuacion (4) se puede calcular la constante de afinidad de un antagonista

competitivo:

[Al, =1+ [B] sigue [A], -1= [B]
[A4 Kp [Al: Ke

Hacemos X=_[A ], ytomamos logaritmos
[AL
log (X-1)=log B - log Kg
slogKeg=-log[Bl+log (X-1)

Definimos ahora pA2: es el logaritmo negativo de la concentracién molar de antagonista,
en presencia de la cual es necesario duplicar la concentracién de agonista para obtener el
efecto original.

pAZ =-log [B] + log (X - 1) Ec.5

Dado que cuando A2 = 2 A1, resulta pA2= -log KB = -log [B]2a1)

En la Figura 8 se muestran las CCR obtenidas experimentalmente para la interaccion com-
petitiva en los receptores muscarinicos entre el agonista acetilcolina (Ach) y el antagonista
competitivo atropina. Se ha marcado un efecto comin a ambos en la zona de mayor pendiente,
a partir del cual se pueden extrapolar las concentraciones de agonista en presencia (A2) y au-

sencia (A1) del antagonista. Con esos datos, se calcula el pA2 aplicando la ecuacién 5.
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En la Figura 9 se muestran CCR obtenidas experimentalmente para la interaccion competi-

tiva en los receptores alfa y beta adrenérgicos.

125+
100+
8
2 751
1]
$  50-
2 : == Control; pD2= 6.3
25 ! —— Atropina 0.03 pg/ml; pA2=8,0
: =% Atropina 0.3 ug/ml; pA2=7,8
0 T T | y p
-8 A N B R -4 -3
i I
Ay A A

Log [Ach] (M)

Figura 8: Curvas concentracion-respuesta (CCR) obtenidas en experimentos de nuestro laboratorio con intestino
(illeon) aislado de rata en el que se efectu6 contraccion acumulativa por el agonista acetilcolina en ausencia y pre-
sencia de dos concentraciones del antagonista muscarinico atropina. Observar que la CCR se desplaza competiti-

vamente hacia la derecha, aumentando la concentracion del agonista desde A1 a A2 y a A2". A partir de esos
datos se calcul6 su pA2 = pKg segun se explica en el texto (Ec. 5). Los valores son independientes de la [B] y s6lo
tienen la variabilidad biol6gica, por lo cual pueden promediarse en un grupo de n determinaciones. Las concentra-
ciones del agonista se expresaron en pg/ml, pero los parametros extrapolados de pD2=pCE50 vy su funcion p (-log)
se convirtieron a molar con el peso molecular de acetilcolina (146.14). Las concentraciones de los antagonistas (B)
se expresaron en molar y se calcularon sus pA2 = pKB seguln se explica en el texto (Ec. 5).

125{ * Adrenalina x 1259 o Adrenalina
5 x Fentola 0,1uM + Adre = x  Propranolol 0,35uM + Adr
G 1001 5 100+
[$] [$]
S S
- - © -
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(3] ~
x 50+ E 504
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& 25 PDz pgr =595 W 25- PDz gy =521
e PAs pent = 8,27 ° PA2 Prop = 7,
0+ T T 1 04 T T 1
25 15 05 0.5 1.5 25 -2 -1 0 1 2
log [Agonista] (ng/ml) log [Agonista] (ug/ml)

Figura 9: Curvas concentracion-respuesta (CCR) obtenidas en experimentos de nuestro laboratorio con conduc-
to deferente aislado de rata en el que se efectu6 contraccion acumulativa por el agonista adrenalina (izquierda) y
en el intestino aislado de rata precontracturado con medio de alta [K*]e (40 mM) y relajado acumulativamente
por el agonista adrenalina (derecha). En el conducto deferente se observa que el antagonista a-adrenérgico
fentolamina desplaza competitivamente la CCR hacia la derecha, por lo que la contraccion ocurre por receptores
de tipo a-adrenérgicos. En el intestino aislado, el beta-bloqueante propranolol desplazé la CCR a la derecha, por
lo cual la relajacién de adrenalina era producida por receptores -adrenérgicos. Las concentraciones de los
agonistas se expresaron en pg/ml, pero los parametros extrapolados de pD2=pCE50 y su funcién p (-log) se
convirtieron a molar con el peso molecular de adrenalina (183.2). Las concentraciones de los antagonistas (B)
se expresaron en molar y se calcularon sus pA2 = pKg segun se explica en el texto (Ec. 5).
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Grafico de Schild
En la practica, para establecer indudablemente que un antagonista B es competitivo con un
agonista A, es preciso evaluar mas de una concentracién de B. Schild ha trabajado la relacién
entre el grado de desplazamiento y la [B] de la siguiente manera:
De la Ec. 5 surge que:
Log ([A2]/[A1) -1) = pA2 + log [B]

Esta funcién se representa como una recta si se grafica el log (X-1) en funcién del log [B].

Esa recta debe tener pendiente igual a 1, y la abscisa al origen es pA2 (Figura 10).

Entonces, si al representar los resultados de las CCR de un minimo de tres [B] se obtiene
una recta de pendiente no diferente estadisticamente de 1, es posible demostrar que hay anta-

gonismo competitivo, y la abscisa al origen arroja el valor de pA2.

pA2= -log [B] + log ([A2]/[A1] -1)

Grafico de Schild:
Log (A2/A1 -1)

15 /
1 )

0.5 Z Pendiente: n=1
0
9 8 7 6 5 4 -Log[B]
En abscisajal origen: log (A2/A1-1)= 0 -log [B] = pA2

pA2

Figura 10: Esquema que representa al grafico de Schild obtenido a partir de los desplazamientos en la
concentracién del agonista A desde A1 hacia A2 a igual efecto, por la aplicacion de cuatro [B] crecien-
tes (expresadas en Molar). En el ajuste de la mejor recta debe obtenerse la pendiente no diferente de 1.
La abscisa al origen permite obtener el pA2 = pKg segln se explica en el texto.

Interacciéon metactoide o no competitiva

Supongamos que dos drogas, A y B’ interactdan con dos tipos de receptores. Estos recep-
tores, R y R' son independientes uno del otro e interaccionan con A y B’, respectivamente, pero
los sistemas receptor-efector estan interrelacionados mas alla del nivel de los receptores.

B” y A son agonistas de sus propios receptores, pero el estimulo causado por la interaccion
de B’ con sus propios receptores R' (S'g-) no encuentra expresion en un efecto medible, sino
que altera el efecto de A. Esta alteracion es directamente proporcional al estimulo Ss. Si la
alteracién es una disminucion, B puede ser llamado antagonista metactoide, y si es un incre-
mento B sera un sinergista metactoide. Los antagonistas metactoides son més abundantes.

Se puede considerar que en presencia de una dada [B’], el efecto de A bajo la influencia de

B” (Eag’) tendrd un grado menor de interferencia que el efecto de A en presencia del maximo
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estimulo en el sistema metactoide R' (Eas'max)- El €fecto de B puede suponerse como la inser-
cién de un factor de interferencia entre la ocupacion de receptores por A y el efecto causado
por la interaccién de A con R.

El efecto de A (Ea) es modificado por el estimulo metactoide de B’, tal que el valor en el
maximo estimulo metactoide Easmax tiene una relacién fija con el valor Ex. Esa misma relacién
existe a todas las [A] y Ea, incluso entre el maximo efecto del agonista bajo la influencia del
maximo estimulo del sistema metactoide, Enaxsmax Y €l original E,. del agonista solo. Esto es

representado por:

E asmax =P Ea
Donde p= Eas'max /En, €S €l valor que caracteriza la interrelacién entre el agonista y el siste-
ma metactoide, y se interpreta como el maximo grado de interferencia del sistema metactoide
en el efecto del agonista A.

Puesto que B’ interacciona con sus propios receptores R” para generar el estimulo S'g, no
distingue entre diferentes agonistas, y podemos aplicar las ecuaciones de su interaccién far-
maco-receptor con validez general.

El estimulo generado cuando una dada [B’] interactda con sus receptores R’ (S'5) es una
fraccién del maximo estimulo metactoide (S'max) Y €S proporcional a la fraccion de receptores
R” ocupados:

(R'BYRY) =[BT/ ([B]+Kg)

La constante de proporcionalidad representa la actividad intrinseca de B” (B”), y entonces:

S p= B Ec.6
Samax 1 +._K_:,B,
B

et

Como la alteracién causada por la droga metactoide o no competitiva en el efecto del ago-
nista (Ea) se supone directamente proporcional al estimulo metactoide, es posible describir al
estimulo de B” como una fraccién del maximo estimulo metactoide, S’5/S’nax , ¥ COMO un cam-
bio en el Ex (Ea - Eag) que es una fraccion del maximo cambio causado por el sistema metac-

toide (Ea - Eas'max), resultando:

S p= Epo -Epxp = B en el caso de antagonismo
S’max EA - EAS'max 1 +_!£;_8,
[B]
y Se= Eps - En ' para sinergistas
S’max EAS’max = EA Ec.
(6 a-b)

Entonces, para un antagonista metactoide sera:

Eag=Ea+ (EA—E asmad B
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y EA‘B={1+ {1’_E_A8'max) — B }EA
Ea 1+K's

—_—8

[B]

Eas={1+{1-p) B’ JEa

B
[B]
Y dividiendo por E .« se obtendra:
Eas={1+(1-p) B } o Ec.7
[B] [Al

B y Kg son constantes para cada farmaco metactoide, y representan respectivamente su ac-
tividad intrinseca y afinidad por el sistema o receptor metactoide. Pueden utilizarse para com-
parar miembros de una familia de farmacos. Por ejemplo, los bloqueantes de los canales de
Ca®* son una familia de antagonistas metactoides, ya que actlian en sus propios receptores
(canal L) e interfieren en el efecto contractil de varios agonistas en grados que dependen sélo
de la concentracién del bloqueante célcico (Figura 11).

El valor p es constante para una familia y su valor caracteriza la interrelacién entre el agonista
y el sistema metactoide. Si la influencia de dos drogas metactoides sobre el efecto de un agonista
es descrito con valores diferentes de p, los antagonistas no pertenecen a la misma familia.

La actividad intrinseca del farmaco no competitivo metactoide sera:

B'f=. Eax—FEpsma . EC8

donde el numerador representa el maximo cambio que B” puede causar a E,, y el denomi-
nador da el maximo cambio en E, que puede ser causado por los receptores de B” de cualquier
miembro de la familia. Si la relacion estimulo-efecto es lineal B = B y tiene valores entre 0 y 1
para sinergista y antagonista. La diferencia esta en el valor de p; si cae entre 0 y 1 es un anta-
gonista y si p es mayor que 1 es un sinergista.
En la Figura 10 se muestran las CCR de un agonista puro A (O(E = 1) en presencia de con-
centraciones crecientes de un antagonista metactoide (verapamilo) que tiene la capacidad de
inhibir totalmente al Eamax, por lo cual serd p=0 y B’=1. Entonces, la ecuacion (7) se reduce a:

o4
E max (1+1IB1) (1+Ka)
K'e [A]

La afinidad del farmaco metactoide se estima a partir del parametro denominado pD’; = —

log Kg- . Para el calculo se parte de la ecuacién, obtenida a partir de las Ec. 6 a y Ec. 8:
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E "'EB‘ = B.
EA_'EAS'max 1+£§
[B]

Como el estimulo metactoide es directamente proporcional al "efecto” metactoide, se puede
sustituir el valor de B’ por el de B'F y si el mismo es igual a 1 (por inhibir completamente al Ep)
el efecto del antagonista metactoide se estima como:

Ea—Ea =
EA_ EAB'max 1

+
x-—k
m-

|

@

Kes= Ea—Eppma -1
B Ea—Eap

Ec.9

Y aplicando logaritmos a la ecuacién, resulta:

log K's =log [B'] + log '_(EA__ Eag'max_-—1)
EA - EAB'

pD2=-log [B]-10g . (Ex—Engmax .~ 1)
EA - EAB'
El pD2 se define como el logaritmo negativo de la concentracion de la droga metactoide,
que causa un cambio en el efecto del agonista igual a la mitad del maximo cambio que puede
ser causado por la droga metactoide en cuestion.

Ya que Si EAﬁAB'max=2
EA'EAB'
el ultimo término de la ecuacion previa resulta 0.

Como . Ex-Eas'max €5 independiente del valor E,  es practico usar en esta relacion el Eamay, :
EA'EAB'

y la ecuacion anterior se transforma en:

pD'2 =- Iog [B] - |09 (imx_' EAmaxB’max; '1) Ec. 10
EAmax = EAmaxB’
si el compuesto metactoide es un antagonista completo Eagmax, €S igual a cero.
La Figura 11 muestra las CCR de acetilcolina expuestas al antagonismo no competitivo de
verapamil. El pD"2 se calculé para cada una de las CCR individuales, finalmente promediando

los valores.

Un método alternativo para calcular la Kg- de un antagonista no-competitivo es el método de
Gaddum, que se basa en considerar el par de CCR en ausencia y presencia de una determinada
concentracion del antagonista B’, y a varios efectos iguales calcular la inversa de las concentracio-
nes equiactivas del agonista en ausencia (A) y presencia (A") de B’. Graficando 1/[A] versus 1/[A" ]
a varios efectos, se obtiene una recta con pendiente y ordenada positivas (Kenakin 2014).

Entonces, la Kg- del antagonista no-competitivo se calcula como:

Kg =[B’]/ (pendiente — 1)
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Figura 11: Antagonismo no competitivo: a) curvas concentracion-respuesta (CCR) obtenidas en expe-
rimentos de nuestro laboratorio con intestino (ileon) aislado de rata en el que se efectud contraccion
acumulativa por el agonista acetilcolina en ausencia y presencia de tres concentraciones del antago-
nista de los canales de calcio, verapamil. Observar que la CCR reduce sus efectos en forma propor-
cional a la [B’], siendo caracteristico de un antagonismo metactoide o no competitivo. A partir de los
EAmax se calcul6 el pD'2 = pKg- segln se explica en el texto (Ec. 8). Los valores son independientes
de la[B"] y sélo tienen la variabilidad bioldgica, por lo cual se han promediado en este grupo de 7
experimentos. Las concentraciones del agonista se expresaron en molar, al igual que los parametros
extrapolados de pD2=pCE50 de Ach (5,8 + 0,2). Las concentraciones de los antagonistas (B) se ex-

presaron en molar para el calculo de la afinidad pD 2. b) Correlaciéon de Gaddum (ver texto).

Métodos para la realizacion de las curvas

concentracion-respuesta

El tejido sobre el cual se van a estudiar las distintas sustancias, es acondicionado en una
cuba de tamafo adecuado, termostatizado y aireado; un extremo del mismo es unido a un
transductor de fuerza y se registra mediante amplificador a una computadora por adquisicién
analégica digital de la sefal. En capitulos previos se explicaron las metodologias de medicién
de varios preparados.

CCR acumulativas:

Una vez estabilizado el tejido en fuerza desarrollada durante unos 30 minutos, se apli-
ca el método de CCR acumulativa, que es el método mas rapido para realizar las curvas.
Consiste en agregar una serie de concentraciones crecientes del agonista, registrando
continuamente la contraccién hasta que dos concentraciones sucesivas den similar efecto
(efecto maximo, Eamax). Luego de la misma, el tejido se “lava” por remocion del agonista del
medio. Despues de un nuevo periodo de reposo y estabilizacion (generalmente 5-10 minu-
tos), se podra efectuar otra CCR.

El orden de CCR en cada preparado sera: 2 o0 3 CCR control (agonista solo), y sucesivas

CCR del agonista en presencia de Unicas y crecientes concentraciones del antagonista a eva-
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luar. En cada preparado pueden hacerse unas 4 a 6 CCR con sendas concentraciones crecien-
tes de antagonista.
La serie de concentraciones del agonista seguira la secuencia: 1. 3, 10, 30, 100, 300, 1000
o un multiplo de ellos, porque garantiza que las diversas concentraciones barran el rango des-
de minima a maxima respuesta, y se graficaran sencillamente en una escala logaritmica.
Para construir esa serie en la cuba, se debera partir de otra serie para acumular. Por ejem-
plo, para acetilcolina, adrenalina, NA e isoproterenol empleamos la serie:
1+2+7+20+ 70+ 200+ 700 + 1000 + 2000 en pg/ml, agregados en la diluciéon 1/100 a la
cuba, por lo cual resultara en las siguientes concentraciones en el tejido de la cuba:
0,01 -0,08-0,1-0,3-1-3-10-20-40 pg/ml

Una vez hecho esto, se miden las respuestas. Los efectos se miden luego de trazar la li-
nea de base previa al agregado del agonista, y en relacion a ella. Se le dara valor 100% a la
respuesta maxima del agonista en la CCR control, y las otras se calculan por comparacion

con aquella.

De esta manera determinamos el porcentaje de respuesta (%E) para cada concentracion
de agonista en ausencia o presencia del antagonista.
Finalmente las CCR se grafican como hemos mostrado en varias de las figuras de este ca-

pitulo, y se procede a calcular los pardmetros correspondientes.
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CATITULO 7
Psicofarmacologia: farmacodinamia
y modelos experimentales

Silvia Wikinski

¢ Qué es un psicofarmaco? Esta pregunta puede ser respondida de muy diversas formas,
pero hay quienes plantean que incluye un grupo de compuestos que ejerciendo su accion a
nivel del sistema nervioso central son capaces de producir cambios en la funciones mentales
superiores y en la conducta.

No se nos escapa que esta definicion, asi como esta planteada, puede también incluir a
otras sustancias con estas propiedades: los anestésicos generales, las drogas de abuso como
cocaina o alcohol, las anfetaminas, y la lista sigue. Una definicion mas restrictiva seria aquella
que identifica como psicofdrmacos a todas las drogas usadas para el tratamiento de los tras-
tornos mentales.

Algunos de los usos de este grupo de sustancias exceden el marco estricto de la enferme-
dad mental ya que son prescriptos para aliviar el sufrimiento ligado a situaciones de la vida
diaria en personas sin enfermedad mental severa. Tal seria el caso del uso de psicofarmacos
para aliviar el insomnio ocasional o el miedo a situaciones puntuales como por ejemplo viajar

en avion u otras del mismo tenor.

Una clasificacion de los psicofarmacos en base
a sus acciones terapéuticas

Se han propuesto varias clasificaciones para los psicofarmacos, pero la mas empleada se
basa en agruparlos segln sus principales usos terapéuticos. Asi, se suelen identificar cuatro
grupos: los antidepresivos, los ansioliticos-hipnéticos, los antipsicoticos y los estabilizantes del
estado del animo.

Estos grupos no son tan claros en la practica clinica, ya que no es infrecuente el uso de an-
tidepresivos para calmar la angustia, el de antipsicéticos para mejorar el estado del animo (por
ejemplo la depresion), o el de algunos farmacos que pertenecen formalmente al grupo de los
estabilizantes para disminuir la impulsividad. Estas indicaciones tienen un fundamento empirico

gue en muchos casos esta muy firmemente establecido en la evidencia cientifica.
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En este capitulo, sin embargo, vamos a usar la clasificacion tipica de los psicofarmacos en
cuatro grupos terapéuticos con fines de organizacion de la exposicién. Lo anteriormente expre-
sado tiene fundamentalmente como objetivo alertar al estudiante acerca de la variabilidad de
usos que se da a los distintos psicofd&rmacos para evitar la estigmatizacién de quienes los ne-

cesitan o la deduccién inadecuada de un diagnéstico a partir de la prescripcién que recibe.

Una aproximacion epistemoldgica al tema

El descubrimiento de estos farmacos fue esencialmente serendipico. Alrededor de 1950 por
distintas observaciones casuales se identificaron moléculas que ejercian efecto antidepresivo
(la imipramina o la iproniazida), antimaniaco (las sales de litio) o antipsicético (la clorpromazi-
na). Con esto queremos sefalar que el estudio de los mecanismos de accién fue a posteriori
del descubrimiento de sus acciones terapéuticas.

El estudio de los efectos biologicos que estas sustancias ejercen a nivel del cerebro abrio
simultdneamente dos campos que desde entonces dialogan incesantemente: el de su meca-
nismo de accién y el de la fisiopatogenia de las enfermedades para las cuales resultan efica-
ces. Los psicofarmacos se transformaron entonces en herramientas para formular hipétesis
etiopatogénicas de los trastornos mentales.

Debemos senalar, sin embargo, que el razonamiento que vincula de manera directa el efec-
to biologico de un compuesto con las alteraciones que subyacen al padecimiento para el cual
se emplea adolece de algunas debilidades. Pongamos un ejemplo: el de los antidepresivos.

Muy poco tiempo después de que se hubiera descripto la eficacia antidepresiva de la imi-
pramina se supo que ejercia inhibia la recaptacién de monoaminas. La deduccién que de esta
observacién se hizo fue que en la depresién habia una disminucion de monoaminas en la bre-
cha sinaptica, deduccién que no pudo ser corroborada posteriormente.

El modelo de razonamiento descripto es heredero de la infectologia, posiblemente una de
las primeras ramas de la Medicina en las cuales la etiologia pudo establecerse con bases
cientificas. Pero nada indica que la etiopatogenia de las enfermedades mentales sea tan
simple, si se nos permite, como la de las enfermedades infecciosas. El sistema nervioso
central funciona en red y posee formas de regulacién que nos son en gran medida descono-
cidas. Es muy poco factible que se cumpla la hipétesis de “un neurotransmisor-una enferme-
dad” como se ilusionaron los primeros neurocientificos del siglo XX (ver un desarrollo de esta
idea en Wikinski, 2011).

Hechas estas aclaraciones epistemoldgicas, a continuacién brindaremos un sucinto resu-
men de cudles son los medios de los que nos valemos los neurocientificos para explorar tanto
las posibles acciones terapéuticas como los mecanismos de accién de los psicofarmacos. Lo
haremos respetando los cuatro grupos terapéuticos: modelos de depresion, de esquizofrenia

(una forma de psicosis), de ansiedad y de trastorno bipolar.
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Modelos experimentales para el estudio de las enfermedades
psiquiatricas o de la accidn de los psicofarmacos

Idealmente, hay tres condiciones que debe reunir un modelo experimental para justificar su
uso y refrendar la utilidad de los resultados que de él se desprenden: validez de constructo,
validez de apariencia y validez predictiva.

La validez de constructo se refiere a la que se logra recreando experimentalmente las
condiciones que dan lugar a la enfermedad en el ser humano. Un ejemplo de esto seria la ino-
culacién de un germen patégeno para recrear una enfermedad infecciosa, o la destruccion de
los islotes de Langerhans para recrear un modelo de diabetes tipo I. Dado que, como sefala-
mos mas arriba, la etiologia de las enfermedades mentales permanece aldn oscura en su ma-
yor parte, podriamos decir que no contamos con modelos que satisfagan esta condicién. Hay,
sin embargo, muchos modelos que recrean condiciones que en la clinica se han visto asocia-
das al desencadenamiento de trastornos mentales. Ejemplo de ello son los modelos que se
valen de la exposicién crénica al estrés para desencadenar modelos de depresion en roedores.

La validez de apariencia se refiere a la fidelidad con que el modelo reproduce aspectos
conductuales, bioguimicos, morfolégicos o neurofisiolégicos de la enfermedad en el ser hu-
mano. Algunos de los modelos disponibles, especialmente los de depresién o ansiedad, mime-
tizan razonablemente las alteraciones halladas en el hombre. Lo discutiremos con mas detalle
mas adelante.

La validez predictiva significa que el modelo responde a los tratamientos en un modo que

predice los efectos de estos tratamientos en los seres humanos.

Reflexiones éticas en torno al uso de animales para el estudio
en psicofarmacologia o psicopatologia

En todo el mundo hay una creciente preocupacién por atender las condiciones éticas que
rodean al empleo de animales para estudios de fisiologia, farmacologia o fisiopatologia en ge-
neral. Esto se aplica, desde luego, al empleo para el estudio de enfermedades mentales, con-
diciones que se caracterizan por presentar sufrimiento psiquico y para el descubrimiento y la
validacion de nuevas estrategias terapéuticas.

La Asociacion Internacional de Evaluacion y Acreditacién para el Cuidado de Animales de
Laboratorio (AAALAC) recomienda el uso de la Guia para el Cuidado y el Uso de Animales de
Laboratorio (8va edicion, 2011) elaborada por la National Academy of Science, de los Estados

Unidos de América. En ella se refrenda el principio de las 3Rs: reemplazo, refinamiento y re-
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duccién, que se refieren a reemplazar el animal de experimentaciéon por otro método siempre
que esto sea posible, refinar los métodos para obtener el maximo beneficio experimental con el
menor sufrimiento de los animales y reducir al minimo el nimero de animales haciendo un
célculo racional del tamaro de los grupos. Resumimos a continuacién los principios definidos
en el mencionado documento.

— Los procedimientos que involucran animales deben ser disefiados y llevados a cabo
habiendo considerado su relevancia para el avance del conocimiento sobre la salud
humana o animal o para el bien de la sociedad

— Los animales seleccionados para un procedimiento deben ser de la especie y la ca-
lidad adecuada y el numero debe ser el minimo para obtener resultados validos.
Debe considerarse la posibilidad de emplear en su reemplazo modelos matemati-
cos, simulacion por computadora o sistemas bioldgicos in vitro.

— Debe evitarse o minimizar la incomodidad, el estrés y el dolor. Los investigadores
deben considerar que los procedimientos que causan disconfort, estrés o dolor a los
seres humanos también lo hacen a los animales.

— Siempre que se pueda deberd usarse sedacién, analgesia 0 anestesia.

— Los animales que pudieran sufrir dolor crénico o severo o estrés que no pudiera ser
aliviado deben ser sacrificados sin sufrimiento al final del procedimiento o, si es po-
sible, durante el procedimiento.

— Las condiciones de alojamiento de los animales deben ser adecuadas e idealmente di-
rigidas por un veterinario u otro cientifico entrenado y experimentado en el cuidado y
manejo de animales de laboratorio. Debe proporcionarse cuidado veterinario.

— Los investigadores y el personal involucrado deben contar con calificacion para la tarea.

— Pueden considerarse excepciones a estos principios, pero las mismas no se aplican a

procedimientos destinados Unicamente al entrenamiento de personal o a la ensefanza.

Modelos experimentales de depresion

Modelos con validez de apariencia basados en la exposicion a estrés

Dada la relacion reiteradamente informada entre la exposicién al estrés y el desencadena-
miento de episodios depresivos en seres humanos, un recurso empleado para generar mode-
los experimentales de depresién es exponer a roedores a distintas modalidades de situaciones
estresantes. Todos estos modelos comparten una validez de apariencia razonable ya que los
animales muestran alteraciones conductuales que mimetizan las observadas en personas que
sufren de depresion.

Se aceptan las siguientes equivalencias, en las que se apoyaria la indicada validez de apa-
riencia entre los modelos experimentales de depresién basados en la exposicion a estrés y los

cuadros de depresién en seres humanos:
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Tabla 1: Correlacion entre cuadros de depresion y modelos experimentales.

Seres humanos Roedores

Fenotipo psicoldgico/conductual

Anhedonia o dificultad para experimentar Disminucién del consumo de soluciones azu-

placer caradas

Desesperanza ]
de estrés

Alteraciones del suefio .
dos por electroencefalografia

Alteraciones del apetito y del peso corporal
censo de peso

Aspectos anatomicos y bioquimicos

Disminucién del volumen del hipocampo, atrofia de dendritas apicales en neuronas del
medida por resonancia magnética nuclear giro dentado, disminucién de espinas dendri-
ticas
Alteraciones del eje hipotalamo-hipéfisis- Alteraciones del eje hipotalamo-hip&fisis-
adrenal adrenal

Efecto de antidepresivos

El tratamiento crénico pero no el agudo pro-
duce mejoria sintomatica, revierten los cam-
bios hormonales y algunas evidencias indica-

rian que previenen la atrofia hipocampal

Breve descripcion de los modelos basados en la exposicion a estrés

Falta de conducta de escape ante situaciones

Alteraciones de los patrones de suefio medi-

Disminucion del consumo de alimentos y des-

Disminucién del volumen del hipocampo,

El tratamiento crénico y no el agudo revierte
las alteraciones conductuales, hay evidencias
parciales de que corrigen las alteraciones en

el eje hipotalamo-hipdfisis adrenal y previe-

nen la atrofia de las neuronas del hipocampo

— Desafio social cronico: consiste en forzar relaciones de subordinacién colocando una

rata o ratdn en una jaula en la que hay un macho dominante. Este procedimiento gene-

ra un fenotipo tipo depresivo como el que se indica en el Cuadro 1 que se revierte con

el tratamiento crénico con antidepresivos.

— Estrés cronico moderado e impredecible: consiste en exponer a ratas o ratones a

distintas situaciones de estrés que no comporta riesgo de vida (jaula sucia, luces en-

cendidas durante la noche, ausencia de alimento durante 12 horas, deprivacién de

agua durante periodos breves de tiempo, colocacion de la jaula en un plano inclinado,

etc.). Estos estimulos estresantes se alternan de manera aleatoria, de manera de evitar

la habituacién. El protocolo dura en general al menos 3 semanas, al cabo de las cuales

se puede observar disminucion en la preferencia por soluciones apetitivas (conteniendo

sacarina o sacarosa), del suefio, del ritmo circadiano en la secrecién de cortisol. Estas
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alteraciones se previenen si los animales reciben tratamiento con antidepresivos duran-
te la exposicion al estrés. Algunos autores demostraron incluso reversion de las altera-
ciones ya instaladas por el tratamiento crénico con antidepresivos.

— Modelo de desesperanza aprendida: consiste en exponer a ratas adultas a una situa-
cién de estrés que no puede ni controlar ni de la que se puede escapar (usualmente es
un shock eléctrico leve a través de una grilla en la que esta parada). Exposiciones sub-
secuentes inducen fallas de escape que se pueden contabilizar en latencia para huir de
un estimulo semejante o ausencia de conducta de huida. El tratamiento crénico, pero
no el agudo, con antidepresivos restablece la conducta de escape.

Modelos con validez predictiva

Un modelo muy util para predecir la eficacia de compuestos potencialmente antidepresivos
es el de natacion forzada. Este modelo consiste en colocar al animal en un cilindro de por lo
menos 30 cm de profundidad, lleno con agua a temperatura a 30°C y cuantificar el porcentaje
de tiempo que ejecuta movimientos de escape (nadar o intentar trepar por las paredes). El por-
centaje de tiempo que permanece inmovil, conducta que se considera que mimetiza la de des-
esperanza descripta en el apartado anterior disminuye si el animal recibié una Unica dosis de
un antidepresivo entre 30 minutos y 24 horas antes.

Se dara cuenta el lector que este modelo carece de validez de apariencia, ya que en seres
humanos el tratamiento agudo con antidepresivos carece de eficacia terapéutica. Sin embargo,
es muy Util como modelo de tamizaje de drogas con potencialidad antidepresiva, ya que otros

psicofarmacos de accion central carecen de actividad en la prueba.

Modelos experimentales de esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad generalmente muy discapacitante que se caracteriza
por presentar tres grupos de sintomas: los positivos (alucinaciones y delirios), los negativos
(aplanamiento emocional, falta de motivacién, aislamiento social) y los cognitivos (alteraciones
en la cognicién social y en la memoria de trabajo). Aunque hay evidencia de cierta carga gené-
tica asociada a la presencia de la esquizofrenia, no se ha podido establecer cual es el patrdén
de asociacion entre factores genéticos y ambientales que predispone al desencadenamiento de
la enfermedad.

En condiciones de laboratorio las personas con esquizofrenia presentan también fallas en la
inhibicion prepulso. En sujetos control la exposicién a un estimulo sensorial leve generalmente
inhibe la respuesta a un estimulo mas intenso, siempre que el periodo entre uno y otro sea del
orden de los milisegundos. Esta inhibicidon de la respuesta al segundo estimulo no se observa
en personas con esquizofrenia y se considera un indicador de alteraciones en las compuertas

sensoriales a nivel de las vias cortico-estriado-talamicas.
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El tratamiento con antipsicéticos en general resulta eficaz para disminuir los sintomas positi-
vos y las fallas en la inhibicién prepulso pero los sintomas negativos y los cognitivos no halla-
ron aun alivio a través de la farmacoterapia. Como la discapacidad en las personas que sufren
esquizofrenia guarda estrecha relacién con la intensidad de los sintomas negativos y cogniti-

vos, la investigacion en este terreno reviste enorme interés.

Modelos obtenidos por manipulacion genética

Estudios en familias en las que varios miembros estan afectados por la enfermedad permitio
identificar algunas mutaciones con alta penetracidon que fueron luego trasladadas a ratones
transgénicos, en la esperanza de contar con modelos con validez de constructo. Entre los ge-
nes cuya mutacion se reprodujo estan Disc1 (Disrupted in schizophrenia 1), microdeleciones
puntuales en el cromosoma 22q11.2, cambios de una valina por una metionina en el gen que
codifica para la enzima catecol-O-metiltransferasa, cambios dirigidos en la subunidad NR1 del
receptor NMDA presente en neuronas GABAérgicas corticales e hipocampales, entre otras.
Este Ultimo desarrollo resulta particularmente interesante, dada no solo su potencial validez de
constructo, basada en el efecto psicotico mimético que ejercen los antagonistas NMDA en se-
res humanos (tema al que nos referiremos enseguida) sino también de apariencia. Los ratones
desarrollados bajo esta premisa relnen caracteristicas conductuales que evocan los sintomas
negativos y cognitivos de las personas con esquizofrenia asi como alteracion en la inhibicién
prepulso. El efecto de drogas antipsicoticas sobre estos ratones le confiere al modelo también
validez predictiva (Belforte y col., 2010; Gilmour y col., 2012; Nakazawaa y col., 2013).

Modelos de esquizofrenia basados en la administracion de drogas

— Modelo basado en la administracion de anfetamina: Sobre la base de que los
antipsicéticos clasicos bloquean los receptores dopaminérgicos tipo 2 (D2), se desa-
rrollaron modelos en los que la hiperactividad de estos receptores era inducida far-
macolégicamente. De los diversos ensayos realizados el que actualmente persiste
es el que consiste en la administracion de anfetamina, un compuesto que facilita la
liberacion la accién postsinaptica de dopamina en los circuitos mesolimbico y me-
socortical. Los animales presentan un aumento de la locomocién y fallas en la inhi-
bicién prepulso que se corrigen con la administracion de drogas antipsicéticas, por
lo que se acepta que el modelo tiene validez predictiva adecuada (Cantrup y col.
2012; Hagan & Jones, 2005)

— Modelo basado en la administracion de antagonistas NMDA: La administracion
de antagonistas de los receptores glutamatérgicos NMDA, algunos de los cuales
son drogas de abuso como la ketamina o la dizocilpina (también llamada “polvo de
angel”), producen en seres humanos un cuadro clinico que resulta indistinguible de
un episodio agudo de esquizofrenia. Por ese motivo, se propuso un modelo consis-
tente en la administracion de bloqueantes NMDA. Al igual que lo referido con res-

pecto a la anfetamina, este procedimiento produce un aumento de la actividad lo-

147



comotora y fallas en la inhibicion prepulso que revierten con antipsicoticos. Adicio-
nalmente, en nuestro laboratorio demostramos fallas en la memoria de trabajo em-
pleando como variable de estudio el desempefio en un laberinto en T (Beraki y col.
2009; Kos y col. 2011).

Modelos experimentales de ansiedad

La angustia es una emocién humana normal. Es la respuesta no solo habitual sino deseable
ante situaciones de peligro, ya que promueve conductas autoprotectoras y de cuidado. Sin
embargo, en algunas situaciones, esta sefal de alerta resulta desproporcionada en su intensi-
dad o inadecuada en su aparicién y en consecuencia, disfuncional para el desempefio personal
y el bienestar subjetivo. Esas son las circunstancias que justifican un tratamiento, ya sea este
farmacolégico, psicolégico o una combinacién de ambos.

El uso de farmacos para el alivio de la angustia en sus formas patolégicas o disfuncionales,
es frecuente. El desarrollo de modelos experimentales de ansiedad (no podemos en este caso
hablar de angustia porque la angustia, en tanto sintoma subjetivo, es imposible de conocer en
especies no humanas) permite por un lado conocer con mayor profundidad las bases neurobio-
l6gicas de los trastornos que la presentan, y por el otro identificar la potencialidad ansiolitica de
nuevos compuestos.

Hay esencialmente dos tipos de modelos de ansiedad, los que tienen fundamento etoldgico
(no requieren condicionamiento) y los que requieren manipulaciones especificas para generar

la respuesta de miedo o de ansiedad.

Modelos de ansiedad con fundamento etoldgico

Estos modelos se basan en respuestas intuitivas a desafios ambientales y por lo tanto, se
acepta que reflejan con bastante validez de apariencia e incluso de constructo lo que nos su-
cede a los seres humanos. Su racionalidad consiste en emplear una tension natural que existi-
ria en los roedores entre curiosidad por un espacio novedoso y temor a las consecuencias que
puede tener exponerse a él (ver Revision de Campos y col., 2013).

— Laberinto elevado en cruz: el aparato en que esta prueba se realiza consiste en
dos corredores colocados en cruz, dos de cuyos brazos tienen paredes y los otros
dos no. El balance entre curiosidad y temor se da por la tendencia exploratoria natu-
ral de los roedores y, al mismo tiempo, su temor a transitar por espacios sin reparo
fisico (paredes por ejemplo). La conducta natural muestra una preferencia por los
brazos cerrados o con paredes mientras que el tratamiento con drogas ansioliticas
hace que dicha preferencia disminuya.

— Caja de transicion luz-oscuridad: Al igual que en la prueba descripta en el parrafo
anterior, el conflicto que propone esta prueba es por un lado la preferencia de los

roedores por un espacio oscuro y por el otro la tendencia natural a la exploracion. El
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aparato en que se lleva a cabo es una caja dividida en dos compartimentos, uno
iluminado y el otro oscuro, separados por una abertura de libre transito. Intuitiva-
mente, los animales colocados en un espacio iluminado tienden a explorar el oscuro
y a pasar mas tiempo en este ultimo. El tratamiento con ansioliticos hace que esta
diferencia se reduzca y aumenten los pasajes a través de la puerta que separa am-
bos espacios.

Plancha con agujeros (hole board test): Al igual que en los anteriores, esta prue-
ba explora la resolucién del conflicto entre exploracion de los agujeros de una plan-
cha que oficia de piso para los animales y la percepcion de miedo que estos espa-
cios huecos generan. El aparato es una plancha con agujeros que permiten que el
roedor coloque su cabeza, colocado a distancia del piso. La tendencia innata de ex-
plorar lo que hay bajo los agujeros de la plancha, ejecutada metiendo la cabeza por
los agujeros, se contrapone con el riesgo potencialmente percibido por la altura y lo
que pueda haber bajo la plancha. El efecto de ansioliticos aumenta la exploracion
de los roedores, cuantificada como nimero de veces que el animal ingresa su ca-
beza por los agujeros.

— Prueba de interaccidn social: Esta prueba consiste en evaluar las interaccio-
nes sociales entre dos ratones o dos ratas colocados en un espacio comun. Ambos
animales son evaluados y se cuantifica tanto el niUmero de intercambios como las
caracteristicas de los mismos. El tratamiento con ansioliticos a uno de ellos facilita

la interaccién de este con el compafiero.

Pruebas basadas en el miedo condicionado

A diferencia de las pruebas descriptas en el apartado anterior, las que ahora describiremos

requieren manipulacion previa por parte del experimentador. Esta manipulacién tiene por finali-

dad inducir en el animal una experiencia que asocie una conducta instintiva con un peligro:

beber agua con recibir un estimulo aversivo, por ejemplo. Por ese motivo, en términos genera-

les, estas pruebas se llaman “de conflicto” o de “miedo condicionado”. En todas ellas los ansio-

liticos disminuyen la respuesta de miedo, facilitando por lo tanto la conducta que se asocié al

riesgo (ver Revision de Campos y col., 2013).

Prueba de Vogel o test del conflicto: En esta prueba animales privados de ali-
mento por 24 horas son entrenados para recibir una soluciéon endulzada cuando
presionan una palanca. En una sesién posterior se introduce un estimulo que anun-
cia que al presionar la palanca para recibir la recompensa recibira también un shock
eléctrico (leve en intensidad). Los ansioliticos clasicos facilitan la conducta de bus-
gueda de recompensa a pesar de que el animal esta advertido por el estimulo lumi-
nico que simultaneamente recibiré el shock eléctrico.

Prueba de miedo condicionado: Este procedimiento se inscribe en los deriva-
dos de las observaciones de Pavlov. Consiste en asociar un estimulo neutro

(puede ser un sonido, una luz, un puff de aire) a un estimulo aversivo como por
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ejemplo un leve shock eléctrico. En lo sucesivo, la exposicion al estimulo neutro
(estimulo no condicionado) induce una respuesta de miedo (respuesta condicio-
nada). El modelo reproduce en cierta medida el miedo o la angustia consecutiva
a la exposicion a situaciones traumaticas que se observa en el trastorno de es-
trés postraumatico. Si el tratamiento con ansioliticos se administra entre el esti-
mulo neutro y el condicionante, la memoria traumatica no se instala. Pero una
vez instalada el tratamiento no solo con ansioliticos benzodiazepinicos sino
también con antidepresivos del grupo de los inhibidores selectivos de la recap-
tacién de serotonina, abordajes todos ellos Utiles en la clinica del estrés pos-
traumatico, disminuyen la respuesta de miedo condicionado. Vemos entonces
que este modelo es consistente y posee validez de constructo, de apariencia y
predictivo para el trastorno de estrés postraumatico. Debemos advertir, sin em-
bargo, que en la bibliografia hay un debate acerca de si el tratamiento con anti-
depresivos debe o0 no ser cronico, lo que en caso de no ser un requisito debilita-

ria su validez predictiva.

Modelos experimentales de trastorno bipolar

El trastorno bipolar, anteriormente llamado enfermedad o psicosis maniaco-depresiva,
es una patologia del estado del &nimo. El cuadro clinico consiste en una inestabilidad afec-
tiva con oscilaciones del humor entre el polo depresivo y el polo maniaco, con o sin perio-
dos libres de sintomas entre uno y otro. Admite multiples presentaciones clinicas, con pre-
dominio tanto de uno u otro polo, alternancias de distintos estados de 4nimo en poco tiem-
po o con periodos interepisddicos prolongados y funcionamiento sociolaboral adecuado
mientras estos duren.

El tratamiento farmacolégico atenla tanto la intensidad como la frecuencia de los episodios
afectivos y hoy en dia, sobre la base de muy abundante evidencia cientifica, es el principal
abordaje terapéutico. Los farmacos indicados pertenecen al grupo de los estabilizadores del
animo e incluyen el acido valproico, la carbamezepina, la lamotrigina y las sales de litio. El perfil
de accién de cada uno de estos compuestos es distinto y por lo tanto, los modelos experimen-
tales pueden tener validez predictiva para uno u otro, pero no necesariamente para todo el
grupo de estabilizantes. Esta situacion constituye una dificultad experimental considerable a la
hora de buscar y validar modelos experimentales de la enfermedad.

El modelo mas empleado en roedores consiste en la administracién de psicoestimulantes,
los que inducen un cuadro de agitacion e hiperlocomocién que remeda un episodio maniaco.
Este modelo tiene validez predictiva para los principales compuestos antimaniacos, el litio o
acido valpoico.

Al ser una enfermedad que se manifiesta con mas frecuencia en familiares en primer

grado de personas que la padecen que en la poblacién general, se acepta la existencia de
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componentes genéticos o epigenéticos en su etiopatogenia. Sin embargo ninguno de los
hallazgos publicados hasta el momento dio lugar a un modelo consistente a partir de mani-
pulaciones en este nivel.

Farmacodinamia aplicada a la psicofarmacologia

El estudio de los mecanismos de accioén de los psicofarmacos se ha basado fundamen-
talmente en la aplicacion de los métodos que fueron desarrollando las neurociencias a
animales tratados con los compuestos. Asi, a medida que la ciencia evoluciona y cuenta
CON nuevos recursos y conocimientos se investiga si los psicofarmacos modifican o no los
nuevos parametros descriptos. Para poner un ejemplo, cuando el auge de las neurocien-
cias estaba centrado en los neurotransmisores y la regulacion de su liberacién y recapta-
cion, se aplicaron estos hallazgos a los antidepresivos y se demostré que los mismos modi-
ficaban la recaptacién de monoaminas. Pero mas adelante, al descubrirse las neurotrofi-
nas, la neurogénesis adulta o los cambios epigenéticos en respuesta a distintos estimulos,
pudo saberse que también estos fendmenos acompanaban el tratamiento con los antide-
presivos. Vemos entonces que el estudio de los mecanismos por los cuales los psicofarma-
cos ejercen su accién esta aun en plena evolucion. Los apartados que siguen resumen el
estado del conocimiento a la fecha.

Mecanismos de accion de los antidepresivos

A la fecha hay mas de 20 antidepresivos en uso clinico. Si bien puede haber diferencias en
su mecanismo inicial de accién, todos comparten mecanismos intracelulares, que se creen son
los que explican sus propiedades terapéuticas.

La hipotesis mas difundida y aceptada es que el mecanismo incial de accién de todos los
antidepresivos consiste en modificar la actividad monoaminérgica en los receptores postsinap-
ticos de neuronas ubicadas en zonas del cerebro que participan en al control emocional como
el nacleo accumbens, el hipocampo, la amigdala, y la corteza media prefrontal.

A partir de este mecanismo inicial de accion se desencadenan acciones a mas largo pla-
zo, las que en verdad serian responsables del efecto terapéutico. Esto se sustenta en el he-
cho de que todos los antidepresivos disponibles tienen una latencia de 2 a 3 semanas para el
inicio de su accion.

Entre las acciones mediatas, que dependerian a su vez de las iniciales a nivel de las mo-
noaminas, se encuentran la activacion de segundos mensajeros en la via del AMPc, lo que
llevaria al aumento de la actividad de la proteinkinasa A (PKA), la que fosforila la proteina
CREB, la que traslocada al nucleo induce la sintesis del factor neurotréfico derivado del ce-
rebro (Brain Derived Neurotrophic Factor o BDNF). Esta neurotrofina tiene diversas acciones

sobre la plasticidad sinaptica: facilita la neurogénesis en areas del cerebro en las que persis-
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ten células indiferenciadas con capacidad de transformarse en neuronas maduras, estimula
la sinaptogénesis y la formacion de espinas dendriticas (ver Revision de Duman, 2009). La
Figura 1 ilustra esta cascada de eventos.

| NT | MAO,
/
r
PRESINAPSIS @
—— R
NT
NT
MNT
— - R T
ﬂ ATP
POSTSINAPSIS
AC —=
AMPC
\L CREB
PKA —>
pCREB
. pCREB Plasticidad
NUCLEO Neurogénesis

Figura 1: Los farmacos antidepresivos actlan sobre receptores a monoaminas, tanto pre como pos-
tsinapticos. El resultado inmediato es una modificacion ene | balance de actividad a nivel de receptores,
fendmeno que en el mediano plazo modifica la actividad a nivel de segundos mensajeros y vias de
sefalizacion acopladas.

Referencias: AC = adenilatociclasa; AMPc= Adenosin Monofosfato ciclico; ATP = Adenosin Trifos-
fato; BDNF= factor neurotréfico derivado del cerebro (Brain derived Neurotrophic Factor).CREB = ele-
mento de respuesta a AMPc (cAMP element response binding); MAO = monoaminoxidasa; NT= neuro-

transmisor; pCREB = fosfo CREB ; R = receptor; T = transportador

Las diferencias entre los distintos antidepresivos en uso clinico radica en la accion inicial
sobre receptores monoaminérgicos, ya que los hay que solo inhiben la recaptacion de una mo-
noamina, los que también actlan sobre receptores pre o postsinapticos, los que actian sobre
varios sistemas de neurotransmisién monoaminérgica y los que ademas de estas acciones,
actlan sobre otros sistemas como el colinérgico o el histaminérgico.

La Tabla 2 resume las acciones de los antidepresivos sobre la neurotransmisién mono-

aminérgica.
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Tabla 2: Acciones de los antidepresivos sobre la neurotransmision monoaminérgica

Antidepresivo

Accion monoaminérgica inicial

Otras acciones sobre
neurotransmisores

Fluoxetina
Paroxetina
Sertralina
Citalopram
Escitalopram

Fluvoxamina

Inhibicion de la recaptacion de serotonina

Venlafaxina

Desvenlafaxina

Inhibicién de la recaptacion de serotonina y noradrenali-

Duloxetina na

Milnacipram

Mirtazapina Antagonista de los receptores 5HTza, 5HT3 y 02 Antagonista H,
Mianserina Antagonista de los receptores a2, a1, 5SHT2a y 5HT3 Antagonista H,
Trazodona Antagonista 5HT.a Antagonista H,
Amitriptilina Bloqueo de los recepto-
Imipramina Inhibicién de la recaptacion de serotonina y noradrenali- res histaminérgicos H1

Desimipramina

Nortriptilina

na

y de los receptores
muscarinicos

) Inhibicién de la recaptacion de dopamina y noradrenali-
Bupropion
na

Tranilcipromina Inhibicién de la MAO

Reboxetina Inhibidor de la recaptacion de noradrenalina
Inhibicién de la recaptacion de serotonina, antagonista
. . del receptor 5HT3, antagonista del receptor 5HT7, ago-
Vortioxetina

nista parcial del receptor 5HT1g y agonista del receptor
5HT1a.

Referencias: 5HT = serotonina, MAO = monoaminoxidasa, o = receptor o adrenérgico, H=

receptor a histamina

Mecanismos de accion de los antipsicoticos

La indicacién principal, aunque no la Unica, de los antipsicéticos es el tratamiento de la es-
quizofrenia. Esta enfermedad se presenta con una variedad de sintomas, de intensidad diversa
de paciente a paciente, que incluyen los asi llamados sintomas positivos (delirios y alucinacio-
nes), negativos (apatia, aislamiento social, falta de espontaneidad, aplanamiento emocional),
cognitivos (alteraciones en la cognicion social, en la memoria de trabajo y en la capacidad de
razonamiento), afectivos dentro del espectro depresivo/ansioso y de la conducta (agresion u
hostilidad). La capacidad de los antipsicoticos de los que disponemos actualmente para produ-
cir mejoras en estas dimensiones sintomaticas es variable, aunque hay consenso acerca de la
muy escasa eficacia para incidir positivamente en los sintomas negativos y cognitivos. Los
sintomas positivos, los afectivos y la hostilidad pueden responder favorablemente al tratamien-

to con estos farmacos.
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Los antipsicoticos se clasifican por su potencialidad para producir sintomas extrapira-
midales e hiperprolactinemia en tipicos y atipicos, siendo estos ultimos los que con me-
nos probabilidad inducen estos efectos adversos. A poco de la identificacion de las prime-
ras moléculas con eficacia antipsicética, y en pleno auge del método de union ligan-
do/receptor para estudiar la farmacodinamia de distintas drogas (Wikinski, 2008), se pudo
constatar que habia una estrecha correlacion entre la potencia para bloquear los recepto-
res dopamiinérgicos D, y la potencialidad de los antipsicéticos para producir sintomas ex-
trapiramidales, lo que por otro lado resulta muy coherente con la hip6tesis dopaminérgica
de la etiologia de la enfermedad de Parkinson, una de las hipétesis etiolégicas mas exito-
sas de la neurologia contemporanea. lgualmente, parecia que habia una correlacién positi-
va entre potencia la antipsicética y la potencia para bloquear los receptores D,, lo que dio
lugar a la hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia, la que con cambios sigue aun vigen-
te (Howes & Kapur, 2009). Si bien la evolucién de la teoria dopaminérgica de la esquizofre-
nia excede los objetivos de este capitulo destinado fundamentalmente a los mecanismos
de accién de los psicofarmacos, solo para alertar a sus lectores debemos sefialar que las
nuevas hipo6tesis matizan esta perspectiva con el andlisis de los papeles que tienen la hi-
podopaminergia cortical, la modificaciéon de la neurotransmisién glutamatérgica, mecanis-
mos asociados a la neuroinflamacion y a la presencia de citoquinas proinflamatorias. en el

desencadenamiento de esta enfermedad (Poels y col., 2014; Watkins & Andrews, 2015).

Diferencias en el mecanismo de accion de los antipsicéticos tipicos
y atipicos

En los afios "80 desde la perspectiva farmacodinamica, la Unica excepcién a la teoria
dopaminérgica de la esquizofrenia parecia ser la clozapina, un antipsicético eficaz aun en
pacientes que no respondieron al tratamiento con antipsicéticos tipicos, y que no cumplia la
premisa de “a mayor potencia de bloqueo D, mayor efecto antipsicotico”. Justamente el
perfil farmacodindmico de la clozapina orienté hacia un nuevo camino en el estudio de los
antipsicéticos, en el que se dio importancia al bloqueo de los receptores 5HT,4 0 a la rela-
cion bloqueo Dy/bloqueo S5HT 4.

Mas tarde, se agregaron nuevas perspectivas que buscan explicar la accién antipsicotica
de los farmacos atipicos. Hoy las tres teorias prevalentes pueden sintetizarse de la siguiente
manera (para més detalles puede consultarse la revisién de Mauri y colaboradores (2014):

- Teoria dopaminérgica “fast-off D21 Esta teoria propone que los antipsicoticos tipi-

cos se unen al receptor D, con una constante de disociacion menor que la de los atipi-
cos. De esta forma, la competencia de la dopamina endégena por su unién al receptor

del tipo 2 seria mas eficaz en los atipicos que en los tipicos, explicandose asi el mejor

1 Nota de la autora: “fast-off” podria ser traducido como “apagado rapido” pero se elige su expresion en inglés por
lo muy frecuentemente empleada en la literatura.
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perfil de aquellos en las viass dopaminérgica nigroestriatal y tuberoinfundibular, niveles
en los que el bloqueo D, ocasiona los sintomas extrapiramidales y la hiperprolactinemia
respectivamente.

- Antagonismo 5HT,,/D,: esta teoria se basa en el andlisis comparativo de la poten-
cia de bloqueo de los receptores a serotonina 5HT,,, dopaminérgicos D, entre los
antipsicoticos tipicos y los atipicos. Propone que los atipicos tienen mayor potencia
de bloqueo 5HT,5 que dopaminérgico y que el bloqueo dopaminérgico que ejerce
este grupo de farmacos es menor al que ejercen los farmacos tipicos. A nivel del
sistema nigroestriado, el bloqueo 5HT,, facilitaria la liberacién de dopamina que de
esta forma competiria con el antagonismo D,, reduciendo entonces los efectos ad-
versos extrapiramidales.

- Induccién de neuroplasticidad: Esta ultima teoria, consistente con hallazgos expe-
rimentales en animales de experimentacién, sefala la superioridad de los antipsico-
ticos atipicos para inducir fenémenos de neuroplasticidad en areas criticas del sis-
tema nervioso central. Debemos sin embargo sefialar que si bien los efectos sobre
factores troficos cerebrales como BDNF o NGF han sido estudiados y demostrados
para los antipsicoticos atipicos no es tan claro que los antipsicoticos tipicos no los
induzcan, ni tampoco es evidente la relacién entre estos efectos a nivel celular y el

efecto terapéutico que ejercen.

La Tabla 3 resume las acciones de los antipsicéticos actualmente en uso clinico sobre dis-
tintos sistemas de neurotransmisién. Para hacer inteligible los perfiles clinicos de los distin-
tos farmacos se agrega en cada caso una enumeracion de sus efectos tanto terapéuticos
como adversos. Recomendamos a los lectores que presten atencién a dos aspectos de la
accion clinica, independientes del efecto antipsicético propiamente dicho: el efecto sedativo
y la facilidad para promover el aumento de peso. El primero puede ser de utilidad cuando el
cuadro psicotico se acompana de insomnio y agitacion mientras que el segundo es un efec-
to adverso que debera vigilarse porque incrementa significativamente el riesgo cardiovas-
cular de las personas con esquizofrenia, las que de por si tienen una expectativa de vida
menor a la de la poblacién general. Por ultimo, permitasenos sefalar que los farmacos en
los que el balance de bloqueo D,/5HT,4 es mayor pueden producir un sindrome, llamado
“neuroléptico” por Delay y Deniker en los albores de la era psicofarmacolégica (Delay &
Deniker, 1952), compuesto de enlentecimiento psicomotor, indiferencia afectiva y tranquili-
dad emocional. Este sindrome puede acentuar el aislamiento social y la discapacidad de

las personas con esquizofrenia.
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Tabla 3: Acciones de los antipsicéticos tipicos y atipicos sobre los sistemas de neurotransmision y su asociacion

con efectos terapéuticos y adversos. Elaborada con datos extraidos de Mauri y cols. (2014), Miyamoto y cols.

(2005), Jufe (2006) y Meyer (2011).

Clasificacion

Droga o grupo de

Accion sobre sis-
temas de neuro-

Perfil de efectos clinicos

ANTIPSICOTICOS
TiPICOS

drogas transmisién
Bloqueo D ++++ £ Eftecto ein'[ip.sicc’n'i(cj:o| +4++
Bloqueo 5HTax +/- ec gfs etx raptlranj| Jales ++++
Haloperidol Bloqueo M +/- €clos alropinicos +

Blogqueo o ++
Bloqueo H1 +/-

Hipotensién ortostatica +
Sedacion +/-
Aumento de peso +/-

Trifluoperazina

Bloqueo D, +++
Bloqueo 5HT2a +/-
Bloqueo M +/-
Bloqueo o +
Bloqueo Hq +/-

Efecto antipsicético +++
Efectos extrapiramidales +++
Efectos atropinicos +
Hipotensién ortostatica +
Sedacion +/-
Aumento de peso +/-

Tioridazina

Bloqueo D, ++
Bloqueo 5HT2a +
Bloqueo M +++
Bloqueo oy ++
Bloqueo Hi ++

Efecto antipsicético ++
Efectos extrapiramidales +
Efectos atropinicos +++
Hipotension ortostatica ++
Sedacion +++
Aumento de peso ++

Clorpromazina
Levomepromazina

Bloqueo D ++
Bloqueo 5HTop ++
Bloqueo M ++
Bloqueo a4 +
Bloqueo Hy +++

Efecto antipsicotico +
Efectos extrapiramidales +
Efectos atropinicos ++
Sedacién ++++
Aumento de peso ++

ANTIPSICOTICOS
ATIPICOS

Rsiperidona y Palimpe-
ridona

Blogueo Dy +++
Bloqueo 5HTop ++

Efecto antipsicotico +++
Efectos extrapiramidales ++
Sedacion +/-

Ziprasidona Blogueo H + Efectos atropinicos +/-
Bloqueo M +
Aumento de peso +/-
Bloqueo Ds + Efecto antips_icoti_co ++
Efectos extrapiramidales +
- Bloqueo 5HTza +++ it
Quetiapina Sedacion +++
Bloqueo Hi ++
Aumento de peso ++
Bloqueo M + e
Efectos atropinicos +/-
Gloqueo D ++ e et e
Olanzapina Blogueo SHTzx ++ * Ogeeda;gna+++a =
P Bloqueo Hy +++
Aumento de peso +++
Bloqueo M + -
Efectos atropinicos +/-
Bloqueo D ++ Efecto antipgicotipo ++
Efectos extrapiramidales +
- Bloqueo 5HTza ++ .
Aripiprazol Sedacion +
Bloqueo Hy +
Aumento de peso +
Bloqueo M + e
Efectos atropinicos +/-
Bloqueo D; + EEffectto antt|p5|c_:ot|c% +I+++
_ Bloqueo 5HTa, +++ ectos extrapiramidales +
Clozapina Sedacion +++
Bloqueo Hi +++
Aumento de peso +++
Bloqueo M +++ e
Efectos atropinicos +++
Bloqueo Ds + Efecto antipgicotipo ++
' Bloqueo 5HTap +++ Efectos extrapiramidales +
Lurasidona Sedacion +/-
Bloqueo Hy +/-
Aumento de peso +/-
Bloqueo M +/- e
Efectos atropinicos +/-
Bloqueo Dj +++ EfEf?cto a?tlps_mon_c(;jo I++
' Bloqueo 5HTan +++ ectos extrapiramidales +
Asenapina Sedacion +/-
Bloqueo H; + A to d /
Bloqueo M +/- umento de peso +/-

Efectos atropinicos +/-

156




Mecanismos de accion de los estabilizantes del estado del animo

Los estabilizantes del estado del animo constituyen un grupo heterogéneo de drogas que
tienen en comun, desde un punto de vista clinico, su eficacia para prevenir las descompensa-
ciones del estado de animo de las personas con trastorno bipolar, atenuar la sintomatologia
cuando estas descompensaciones se presentan y disminuir la duraciéon de las mismas. Las
cuatro drogas de eficacia probada, aunque con distinto perfil de accion son las sales de litio, la
carbamazepina, el acido valproico y la lamotrigina.

Al proponer mecanismos de accién para este grupo de drogas se tropieza con una dificul-
tad, si se quiere epistemolodgica, que consiste en que no es lo mismo describir acciones a nivel
del sistema nervioso o sus células que adjudicar a estas acciones el efecto estabilizante o de
correccion de la alteraciones del estado de animo. Por ejemplo, si bien hace tiempo que se
conoce el efecto del litio sobre el metabolismo de los fosfoinositidos, no esta para nada claro
gue se pueda adjudicar a este efecto su potencia estabilizante.

Una estrategia que puede colaborar a develar esta incégnita seria buscar las acciones que
comparten los farmacos que forman parte del grupo.

En los parrafos que siguen describiremos los mecanismos de accion a los que distintos au-
tores adjudican la accién estabilizante de las cuatro drogas arriba indicadas. Como sefialan
varios autores, no hay a la fecha informacion que permita adjudicar a una o varias de estas
acciones el efecto estabilizante, por lo que la blusqueda aun continda. No resulta indiferente
para esta dificil tarea la ausencia de modelos experimentales de trastorno bipolar que tengan
aceptable validez de constructo, de apariencia y predictiva, cuestién mencionada en la primera
parte de este capitulo.

- Accion sobre el metabolismo de los fosfoinositidos: Uno de los mecanismos
propuestos para explicar la accién del litio en particular es su interaccion con el sitio
de afinidad del magnesio en la enzima Inositol Monofosfatasa IMPasa), y por inhibi-
cion de la enzima Inositol Polifosfatasa (IPP) las que participan en el ciclo de los fos-
foinositidos desencadenado por activacion de receptores acoplados a proteina Gq.
La consecuencia de esta inhibicién es el aumento de los niveles de IP3 y consecuti-
vamente a ello la activacién de PKC. Los aumentos en la actividad de PKC tiene
como consecuencia la plasticidad sinaptica, y efectos neuroprotectores. Este meca-
nismo de accion no fue postulado para los demas estabilizadores del estado de

animo, siendo al parecer, propio Unicamente del litio (Harwood & Agam, 2003).
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Figura 2: El litio compite con el magnesio por el sitio activo de dos enzimas criticas e el metabolismo
de los fosfoinositidos, la inositol polifosfatasa y la inositol monofosfatasa. El resultado es el aumento
de los niveles de IP3, el que promueve, en términos mediatos, el aumento de la actividad de PKC.
Esta enzima activa cascadas de sefializacién intranucleares y citoplasmaticas que promueven la
plasticidad, la neuroproteccion y la funcionalidad sinaptica.

Referencias: Gq = proteina Gq, IP3 = inositol trifosfato; ; IMPasa = inositol monofosfatasa; P2 =
inositol difosfato; IP = inositol monofosfato ; PIP2 = fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PLC = fosfolipasa
C; R = receptor; T = transportador, IPPasa = inositol polifosfatasa

Inhibicién de la glucégeno sintetasa quinasa 3f (GSK3B): El litio y el acido
valproico comparten otro mecanismo de accién: la inhibicion de la GSK3p (ver
Revisién de Jope & Roh, 2006). La inhibicién de esta enzima impacta en al menos
40 blancos celulares, pero para el caso que nos ocupa se juzgan relevantes sus ac-
ciones de promocién de la plasticidad neuronal a través de su interaccion con la pro-
teina asociada a microtibulos MAP, su promocién de la neurogénesis (Morales-
Garcia et al., 2012), y la facilitacion de la expresién de genes asociados al trofismo
neuronal principalmente a través de la inhibicién de la degradacion de B-catenina,
una proteina que estimula la transcripcién génica a nivel del nucleo (ver Revision de

Ferrero, Cereseto, & Sifonios, 2006).

Modificacion del metabolismo del acido araquidénico: La disminucion en el tur-
nover de 4cido araquidénico, en la actividad de la enzima fosfolipasa A2 y en la sin-
tesis de la prostaglandina E2 en el cerebro es una cascada de eventos comunes
como consecuencia del tratamiento crénico con todos los farmacos con accién esta-
bilizante: carbamazepina, litio, acido valproico y lamotrigina. Esta observacion dio
lugar a la hipétesis de que este mecanismo media la accién estabilizante, lo que se
ve reforzado por la relacion entre estas acciones presentes en todos los estabilizan-

tes del estado de animo y ausente en otros psicofarmacos como el topiramato que
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carece asimismo de efecto estabilizante o los antidepresivos que incrementan el
turnover de acido araquidénico y promueven la inestabilidad animica en personas

con trastorno bipolar (Rapoport, Basselin, Kim, & Rao, 2016).

Mecanismos de accion de los ansioliticos e hipnéticos benzodiazepinicos

El mecanismo de accion de este grupo de drogas es conocido desde hace varias décadas.
Consiste en potenciar la accion agonista del GABA en los receptores GABA4. A través de esta
accién aumenta el efecto inhibitorio del GABA en todas las regiones cerebrales en las que este
neurotransmisor regula el nivel de excitacion neuronal. La amplisima e inespecifica distribucion
de estos receptores formula un dilema con repercusiones para la comprensién de la farmacodi-
namia de las drogas ansioliticas: ¢ el efecto ansiolitico se deriva de un efecto depresor inespe-
cifico o, por el contrario, es mérito de la accion en areas discretas del sistema nervioso central?

Resultados relativamente recientes nos inclinan por la segunda alternativa. El GABA, es un
receptor ionotrdpico, permeable al anién CI. Su conformacion es pentamérica y las subunida-
des que lo constituyen son variadas Para la comprensidén de los siguientes péarrafos importa
sefnalar que se han descripto 6 subtipos de subunidad o, de los cuales son relevantes para
interpretar las acciones de las benzodiazepinas las a1, o2 y a3.

Cuando mediante procedimientos genéticos se disminuye la presencia de receptores GA-
BA, conformados por subunidades ol en la amigdala, las benzodiazepinas conservan sus
propiedades ansioliticas pero no las anticonvulsivantes, sedativas y de disminucion de la activi-
dad locomotora (Heldt & Ressler, 2010). A partir de estos avances, se obtienen dos conclusio-
nes que apuntan a distintos niveles de accion. A nivel molecular, la conformacion de los recep-
tores GABA, en términos de la subunidad o presente condiciona la accién ansiolitica de las
benzodiacepinas. A nivel del érgano blanco, el cerebro, un area critica para esta accién es la
amigdala, que forma parte del circuito de respuesta al estrés y la ansiedad.

Estos avances estan siendo puestos en valor a través del desarrollo, por el momento en fa-
se experimental, de nuevos compuestos con mayor especificidad de accién, y que por lo tanto
discriminen acciones hipnéticas, sedantes, anticonvulsivantes o ansioliticas (Chen, De Haas,
De Kam, & Van Gerven, 2012).

Esta estrategia que apunta a obtener mayor informacién acerca de elementos que permi-
tan discriminar distintas acciones terapéuticas de las benzodiazepinas también se puede
aplicar a la de sus efectos adversos. Por ejemplo la regulacidn coordinada entre neurotrans-
mision inhibitoria mediada por GABA, y excitatoria mediada por glutamato puede contribuir a
comprender acciones amnesidogenas o relativas a la adquisicién de tolerancia con el trata-
miento crénico de benzodiazepinas, asi como el estudio de los cambios conformaciones del
receptor GABAA en respuesta al tratamiento prolongado puede aportar para comprender el
desarrollo de tolerancia a distintas acciones de estos farmacos (Bonavita y col., 2003; Ferreri
y col., 2015; Gutiérrez y col 2014).
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Ultimas palabras: de la farmacodinamia a la prescripcién

La toma de decisiones en el curso de un tratamiento médico —y el psiquiatrico no es la ex-

cepcién, por supuesto- es compleja. Se parece a la confeccion de un encaje o un traje a medi-

da, y encierra una dosis importante de trabajo artesanal. En el campo de la Psicofarmacologia

estas caracteristicas se potencian, dada la naturaleza de la dolencia que presenta el paciente,

en la que los aspectos subjetivos constituyen un factor por demas sensible y relevante.

De todos modos, hay algunas reglas generales que podemos sintetizar:

1)

Al diagndstico preciso debe seguirle un estudio pormenorizado de los antecedentes
personales y familiares del paciente. La buena respuesta a un determinado farmaco
predice la respuesta en un nuevo episodio.

Como los psicofarmacos pueden no ser los Unicos compuestos que recibe el paciente,
una detallada historia clinica farmaco y psicofarmacol6gica debe ser recogida para ana-
lizar y prevenir posibles interacciones adversas. Es de suma importancia saber si el pa-
ciente consume ademas sustancias adictégenas como el alcohol, el tabaco, u otras dro-
gas ilicitas. Su consumo modifica la respuesta al tratamiento en vias de instaurarse.

En la eleccion del farmaco debe tenerse en cuenta la evidencia cientifica disponible, el
balance adecuado entre efectos terapéuticos y efectos adversos, y desde luego el posi-
ble efecto del farmaco en comorbilidades que pueda presentar el paciente.

En este sentido, entre los distintos antidepresivos disponibles resulta racional elegir los
mas sedativos si el paciente sufre un episodio depresivo con insomnio o, al contrario,
los menos sedativos si el episodio depresivo cursa con hipersomnia. De esta forma mu-
chas veces es factible evitar la prescripcién de dos drogas (antidepresivo e hipnoético)
para tratar dos dimensiones sintomaticas (depresion y trastorno del suefio) que forman
parte del mismo cuadro. Del mismo modo, si un cuadro psicotico se acomparna de exci-
tacién, es racional seleccionar un antipsicético con un perfil sedativo, como podria ser la
quetiapina, la olanzapina o la tioridazina.

La dosis de inicio debe ser baja y la titulacion hasta alcanzar la dosis final debe ser len-
ta, aunque el ritmo muchas veces debe ser modificado para acelerar el tiempo hasta al-
canzar la dosis terapéutica, sobre todo cuando el cuadro es severo y corre riesgo la vida
del paciente.

El tratamiento de personas de mas de 65 afios debe iniciarse con dosis mas bajas
que las que reciben los adultos jovenes, ya que su velocidad de metabolizacién
puede estar disminuida. Sin embargo, la dosis final puede no ser menor a la usual
en personas mas jovenes.

Es aconsejable un seguimiento cercano del paciente en las primeras semanas de trata-
miento, para atender y manejar los efectos adversos que pudiera presentarse.

Casi todos los psicofarmacos (la excepcidn son las benzodiazepinas) tienen latencia de
varias semanas hasta el inicio de su accion terapéutica. Esto debe serle advertido al

paciente y a sus familiares, dado que el motivo mas frecuente de falta de respuesta al
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tratamiento en Psiquiatria es la interrupcion prematura del mismo. Otra causa frecuente
de falla terapéutica es el empleo de dosis insuficientes. El profesional tratante debe fa-
miliarizarse con las dosis aceptadas para cada farmaco y emplearlas para optimizar la
calidad de la respuesta.

8) Los tratamientos psicofarmacol6gicos suelen ser muy prolongados (1 afio y general-
mente mas). La interrupcién prematura es la causa mas frecuente de recurrencia y dis-
capacidad funcional, por lo que familiarizarse con el curso esperable de un tratamiento
en Psiquiatria forma parte de la tarea del médico y debe ser comunicada al paciente.

9) La asociacién de farmacoterapia y psicoterapia augura una mejor calidad de vida a lar-
go plazo, por lo que siempre que el paciente acuerde, es de buena practica recomen-
darle un tratamiento psicoterapéutico o conducir el mismo en la consulta psiquiatrica,

siempre que el médico esté familiarizado con este tipo de préacticas.
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CAPITULO 8
Evaluacion de la seguridad de productos
farmacéuticos y biofarmacéuticos

Pablo Quiroga

Introduccion

Este capitulo esta orientado a desarrollar los principios basicos de la toxicologia, las etapas
del proceso toxico y de manera sintética, como aplicar los mismos a la interpretacién de los
datos obtenidos durante los estudios no clinicos de seguridad, permitiendo de esta manera
realizar la evaluacion del perfil toxicolégico / evaluacion de seguridad de los nuevos agentes
terapéuticos, ya sean estos pequefias o grandes moléculas (biofarmacéuticos), y a partir de
ellos permitir la realizacion de los estudios de primera administracién en humanos minimizando

el riesgo del mismo.

Conceptos y definicion de toxicologia y toxicidad.
Etapas del proceso téxico

Para desarrollar, comprender e interpretar los estudios no clinicos de seguridad aplicados
durante el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos de uso humano, debemos revisar los
conceptos de la toxicologia. La toxicologia es la ciencia que estudia los venenos y etimologi-
camente procede del griego antiguo toxicon, si bien podemos encontrar diferentes definiciones
de toxicologia, en este capitulo definiremos la misma como: /a ciencia que estudia las sustan-
cias quimicas y los agentes fisicos en cuanto son capaces de producir alteraciones patolégicas
a los seres vivos, a la par que estudia los mecanismos de produccion de tales alteraciones y
los medios para contrarrestarlas, asi como los procedimientos para detectar, identificar y de-
terminar tales agentes y valorar su grado de toxicidad.

Uno de los conceptos fundamentales de la toxicologia se basa en que la dosis hace el ve-
neno, no hay una diferencia esencial entre el téxico y el medicamento, solo la diferencia de
dosis establece uno u otro resultado final. Teniendo en cuenta este concepto, podriamos en-

tender errbneamente al fenémeno téxico como un evento dependiente de la dosis de una forma
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totalmente determinista o exclusiva, sin embargo, el desarrollo de la toxicologia, ha permitido
poner de manifiesto en qué medida son importantes, las variaciones de sensibilidad a los toxi-
cos dependientes de la idiosincrasia personal dentro de la poblacion humana, de esta manera
podemos observar que en toda poblacion habrd un segmento de individuos méas sensibles y
otro mas resistente ante un mismo grado de exposicion

La toxicidad es definida generalmente como la capacidad intrinseca de un determinado
agente/sustancia de generar un “dafio” en un organismo vivo, teniendo en cuenta esté defini-
cién debemos preguntarnos que entendemos o interpretamos por la palabra “dafio”, en el con-
texto de este capitulo podriamos definirla como los efectos adversos sobre la salud, asociados
con un cambio, reduccién, o perdida de las funciones vitales. Claramente los agentes terapéu-
ticos pueden inducir o estar relacionados con un espectro amplio de efectos indeseables sobre
la salud. En este punto debemos resaltar que cuando se evalla la seguridad de los nuevos
agentes terapéuticos, la misma estd enfocada en estudiar y determinar los efectos adversos
directos e indirectos asociados con los niveles de dosis 0 exposicion (Area Bajo la Curva o
Concentracién plasmatica) dentro del rango terapéutico.

De lo expuesto anteriormente, podemos observar, porque la toxicologia es un componente
esencial en el proceso de desarrollo de un nuevo agente terapéutico, ya que a partir de la mis-
ma podremos establecer un balance entre la seguridad y eficacia de un medicamento.

En péarrafos anteriores hemos descripto que solo la dosis hace al veneno, no hay una dife-
rencia esencial entre el toxico y el medicamento, solo la diferencia de dosis establece uno u
otro resultado final, en virtud de este concepto nos referiremos a continuacion a la relacién

dosis- respuesta que ya han visto en capitulos anteriores.

Relacion Dosis-efecto y Dosis-respuesta

La exposicidn toxica y el espectro de efectos producidos, siguen una relacion correlativa
denominada relacién dosis — respuesta, la cual constituye el concepto fundamental de la toxico-
logia. Como en farmacologia, en toxicologia, existe una relacion cuantitativa entre la “dosis”
(magnitud de la exposicién) y la “respuesta toxica” (magnitud del efecto adverso inducido),
desde un punto de vista practico, puede responder a una correlacion entre la dosis / nivel de
exposiciéon y la magnitud de un efecto que tenga una intensidad gradual en un individuo (rela-
cion dosis- efecto, ej. extension de la toxicidad a nivel hepético, expresada en funcion de la
actividad de las transaminasas en la sangre o el nivel de bilirrubina), o bien a la relacién que
puede establecerse entre la distribucion de las respuestas a diferentes niveles de dosis / nive-
les de exposicién dentro de una poblacion de individuos (relacion dosis — respuesta), en este
caso la respuesta es cuantal o de “todo o nada”. Sea cual fuere la respuesta o punto final es-
pecifico seleccionado para la medicion, la relacion entre el grado de respuesta del sistema
bioldgico y la dosis de la sustancia toxica administrada adopta una forma constante. La forma
de la curva dosis — respuesta, define importantes caracteristicas del agente téxico y su modo o
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mecanismo de accion, la pendiente de la curva a dosis altas puede ser muy diferente de la
forma de esa misma curva a dosis baja (ej: toxicidad del paracetamol) y por otra parte, la forma
de la curva revela la magnitud de las variaciones de sensibilidad entre individuos de una pobla-

cién ante un mismo nivel de dosis / exposicion a un téxico.

Etapas del Proceso Téxico

En las ciencias bioldgicas, el entendimiento de los procesos bioldgicos complejos, ha sido el
resultado de la separacién o diseccion del sistema en sus diferentes partes componentes. Ac-
tualmente es aceptado que la mayoria de los controles de los procesos complejos, estan me-
diados por la afinidad y / o reaccién covalente de sustancias especificas con regiones particula-
res en las macromoléculas (receptores). Te6ricamente, la intensidad de un efecto téxico, de-
pende de la concentracién y la persistencia del producto téxico final en su lugar de accién.

La iniciacién de una intoxicacién, se inicia por la interaccién entre estructuras macromolecu-
lares particulares o especificas, las cuales en algunos casos, pero no siempre pueden ser los
receptores farmacoldgicos. Es importante destacar que los efectos téxicos se producen cuando
las alteraciones desencadenadas por las sustancias superan la capacidad de reparacién, o
cuando esta reparacion es andémala. En el desarrollo de la toxicidad podemos describir 5 eta-

pas (Figura 1), las cuales se describen a continuacion:

I-(i Relacionado a sustancia quimica tdxica Relacionado alarespuesta bioldgica 4)4

1 2 3 Cambios tempranos: 4 . i,
. R, L. S R Consecuencias clinicas
Exposicidn Distribucidn y Reaccidn de iniciacidn bioquimicos, -
i - ; - P en el arganisma
y absorcidn del téxico metabolismo con elflos blanco(s) fisicoguimicos, =
I {toxicidad)
histoldgicos

destoxificacion,
conjugacion, secrecidn

células y mecanismos
de reparacidn

Sustancia quimica Modificacisn quimica y Interacciones tempranas Cambios gfecundar_it')s
Sélida, liquida o maovimiento fisico de covalentes 0d|s’o¢:|ables {compomf:mn, funcidn,
gas on el aire sustancia(s) con macromoléculas, morfologia) antes de
alimento, agu a’u membranas, etc. toxicidad aparente
Jiros sohventes |- Protoxina /T3 — MT; > XY, 7 - > Sin signos de toxicidad
~ /] LT — MT2 -} maaaaaas --» Sin signos de toxicidad
Entrada Toxina Ty == MT, a,b,c
Piel, aral, 4 Toxicidad
pulmonar, \ ¢ J {Signos clinicos,
por inyeccidn ‘A, B,C sintomas o
Biosintesis de sindromes)
Metabolismo, macromaléculas Intervencién de otras

Excrecion
Protoxina, toxina y
metabolitos via
pulmdn, rifign e
intestino

Figura 1: etapas del proceso toxico (Esquema de Aldridge)
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Etapa 1-Exposicion y absorcion del toxico

La absorcion, es la transferencia de una sustancia quimica desde el lugar de exposicion
(una superficie corporal externa o interna) hacia la circulacién general, la absorcion depende
de las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia. Las vias de exposicion pueden ser a tra-

vés de la piel, el tubo digestivo, vias respiratorias, lugar de inyeccién, placenta, etc.).

Etapa 2 -Distribucion y metabolismo

Esta etapa incluye el movimiento fisico del agente y la modificaciéon quimica del mismo
(metabolismo), las sustancias pueden sufrir procesos de bioactivacion o activacién metabdlica
o bioinactivacion o detoxificacién. Durante el proceso de bioactivacion, se le confiere a la sus-
tancia propiedades fisicoquimicas, las cuales las transforman en compuestos que pueden
desarrollar toxicidad, en cambio durante la bioinactivacion, el agente o téxico es convertido a
un compuesto menos téxico o no téxico, en algunos casos, los procesos de bioactivacién y
bioinactivacion compiten entre si. Durante esta fase del proceso toxico, las sustancias téxicas

pasan de la sangre al espacio extracelular y alcanzan su lugar de accion.

Etapa 3- Reacciones de iniciacion con el o los blancos

Un blanco es una célula, una organela sub-celular o un componente de la célula, el cual,
cuando es modificado por una sustancia quimica, a menudo conduce a un cambio o cambios
bioldgicos, los cuales causan una disfuncién y toxicidad. Practicamente todos los compuestos
endbégenos son objetivos potenciales de las sustancias tdxicas, los blancos moleculares mas
frecuentes y de mayor trascendencia toxicologica son los acidos nucleicos (en especial el
ADN), las proteinas y las membranas. La reaccion del téxico con el o los blancos biolégicos
respectivos, inicia el proceso que conduce a la toxicidad, esta parte del proceso téxico, consti-
tuye el centro del mismo y define los eventos primarios, los cuales son seguidos posteriormente
por cambios bioldgicos tempranos en la etapa 4 y los signos o sintomas de toxicidad. Es impor-
tante destacar en este punto que no todas las reacciones del toxico con sus blancos van a
conducir a los efectos téxicos, esto es debido a que el toxico puede reaccionar con una molé-
cula, pero los cambios biolégicos que induce en la misma no provocan consecuencias adver-
sas o la reaccion entre el toxico y el blanco, no provoca cambios biolégicos en el mismo (en
este caso se considera que esta estructura, es un blanco en el sentido de que reacciona con el
téxico), por lo cual, estas reacciones constituyen un proceso de bioinactivacién del téxico, ya
gue de esta manera, permiten que otros blancos moleculares que si tienen importancia toxico-
I6gica no sean alcanzados. Los atributos que debe poseer una molécula blanco para el desa-
rrollo de un efecto tdxico son: apropiada reactividad y configuracién estérica que permita que el
téxico ultimo pueda reaccionar con la misma de forma covalente o no covalente, debe ser ac-

cesible al tdxico y debe cumplir una funcién critica.
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Etapa 4- Cambios tempranos subclinicos

Como se indicé en la etapa anterior, la interaccién del toxico con el blanco puede provocar
un deterioro en una funcién celular o disfuncién celular, la disfuncién celular primaria que se
origine, dependera de las funciones de la molécula blanco afectada, si la molécula esté impli-
cada en el proceso de regulacion celular, primero ocurrird una mala regulacion de la expresién
genética, y una mala regulacién de la funcién celular momentanea, pero si la molécula afecta-
da, esta involucrada con la conservacién celular, la reaccion resultante puede poner en peligro
la supervivencia celular; frente a estas alteraciones, el organismo intentara reparar las mismas,
la reparacion molecular y celular forma parte de los mecanismos fisiolégicos de defensa frente
a lesiones espontaneas y lesiones inducidas por agentes exégenos. Cuando se desarrolla la
toxicidad, la misma es el resultado o consecuencia de una reparacién anémala o inapropiada,
ya sea porque el dafo que se ha producido es tan severo y el sistema de reparacion del mismo
esta danado o es insuficiente. Resumiendo si la alteracion de la funcién o disfuncion es severa
y no es reparada, originard numerosas consecuencias biologicas las cuales se manifestaran
en sintomas de toxicidad, ingresando asi en la etapa 5 o final del proceso toxico Estas conse-
cuencias pueden ser inmediatas, de corta duracién, tomar un tiempo determinado para desa-
rrollarse, puede durar un corto tiempo, un largo tiempo o ser permanente. Si la disfuncion re-
sultante no es severa o es reparada adecuadamente, la interaccién del téxico con el blanco no

tendra consecuencias adversas para la salud.

Etapa 5- Toxicidad

Esta fase es caracterizada por los signos o sintomas clinicos o sindromes.

Estudios no clinicos de seguridad para pequenas
moléculas terapéuticas

El principio fundamental de los estudios no clinicos (preclinicos) de seguridad, es caracterizar
el rango completo de posibles acciones de un agente terapéutico en desarrollo, es decir, determi-
nar la dosis 0 niveles de exposicion en la que los efectos (presumiblemente predictivos de even-
tos adversos en humanos) ocurren por primera vez y la a dosis 0 exposicién, en la que no se
producen tales efectos (ej: Nivel Sin Efecto Adverso Observado- NOAEL). Los objetivos de estos
estudios de acuerdo a los lineamientos de “Non-Clinical Safety Studies For The Conduct Of Hu-
man Clinical Trials For Pharmaceuticals (ICH) M3 (R2 2009), se detallan a continuacién:

v' Permitir el inicio de ensayos clinicos y soportar subsecuentes investigaciones
clinicas.

v" Recomendar la dosis inicial segura, esquema de escalado de dosis, régimen de
dosificacion, ruta de administracién, para los ensayos clinicos.

v' Caracterizar los efectos toxicos con respecto a los potenciales 6rganos blan-

cos de toxicidad, dependencia con la dosis / exposicién.
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v/ Identificar los parametros a ser monitoreados durante el ensayo clinico (bio-
marcadores de seguridad y actividad / eficacia).

v" Discernir entre los mecanismos de actividad / toxicidad, reversibilidad de los
efectos y efectos retardados.

v Identificar las poblaciones humanas de riesgo (criterios de exclusion /inclusion).

Los objetivos descriptos anteriormente, nos permitirdn obtener el perfil toxicol6gico del
agente terapéutico bajo estudio, la utilidad de este perfil, se basa en el principio de que, los
estudios no clinicos de duracién y dosis suficientes avalan el uso seguro de un farmaco en
desarrollo en los ensayos clinicos y eventualmente, en el mercado.

Los estudios de toxicologia generalmente se disefian con el objetivo de maximizar el poten-
cial de identificacion de efectos adversos ya sean "sobre el blanco” (asociados a la farmacolo-
gia prevista) o "fuera del blanco" (distintos del objetivo biol6gico previsto).

El estudio de Seguridad No-Clinico incluye:

v' Estudio de Toxicidad a una sola dosis (Toxicidad aguda)
v' Estudio de Toxicidad a dosis repetidas
v Estudios de Toxicidad sobre la reproduccion y el desarrollo
v' Estudios de genotoxicidad
v' Estudios de Tolerancia Local
v' Evaluacién del potencial Carcinogénico (drogas para patologias especiales o
administracién por largo periodo de tiempo)

v' Seguridad farmacolégica (evaluacion sobre los sistemas: Cardiovascular, SNC
y Respiratorio)

v" Inmunotoxicidad, Fototoxicidad, toxicidad en animales jévenes *si el mismo es

requerido”)

Métodos Alternativos

Previamente a la descripcion de los diferentes estudios enumerados anteriormente, nos re-
feriremos al principio de las 3 R’s (principio descripto en la guia ICH M3 (R2)) y los métodos
alternativos. El término “alternativo” esta generalmente asociado al Principio de las 3R’s (Euro-
pean Centre for the Validation of Alternative Methods), este principio, esta orientado a: Reducir
el nimero de animales necesarios en el estudio, permitiendo igualmente obtener resultados
confiables, Refinar los procedimientos / protocolos de toxicologia, para que los mismos sean
menos dolorosos o estresantes para los animales de laboratorio y Reemplazar los animales de
laboratorio con estudios in-vitro, ex-vivo o in-silico models.

Las “3 Rs”, proveen una estrategia racional para minimizar la utilizacion y el estrés o sufri-
miento de los animales de laboratorio, sin comprometer la calidad de Los datos obtenidos en el
estudio. Los métodos alternativos que se desarrollan para reducir o reemplazar los estudios en
animales estan basados en sistemas in vitro o modelos computacionales. En la practica, estos
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métodos se utilizan actualmente para soportar la planificacion e interpretacion de los estudios
de toxicidad en animales de laboratorio y no se utilizan, como sustitutos de los estudios de
toxicidad con animales laboratorio.

Toxicidad a una sola dosis- Toxicidad aguda (Single Dose Toxicity)

La toxicidad aguda, se refiere a los efectos adversos que ocurren posteriores a la adminis-
tracion de una sola dosis o multiples dosis de la sustancia en estudio en un periodo de 24 hs.,
cuando la via de administracion es la via oral, la guia ICH M3, recomienda actualmente que la
toxicidad aguda o de una sola dosis, debe llevarse a cabo, antes de los estudios clinicos de
primera administraciéon en humanos y ser evaluada utilizando: la via de administracion propues-
ta clinicamente y si es factible la via intravenosa, realizarse en dos especies mamiferas: roedo-
res y no roedores, de ambos sexos,

La utilidad de estos estudios especificos con el objetivo de soportar estudios clinicos, ha sido
cuestionada en los ultimos tiempos, Robinson and Cols, han demostrado que los datos obtenidos
durante estos estudios, nunca han sido utilizados para soportar la planificacién y la conduccién de
los estudios clinicos tempranos. Los autores encontraron que los datos de los estudios de toxicidad
aguda, nunca fueron utilizados en la seleccion de las dosis para los estudios clinicos de primera
administracion, ni tampoco para la determinacion de los parametros a monitorear o identificacién de
los 6rganos blancos de toxicidad. Por otra parte, la utilizacion de una segunda especie o una se-
gunda ruta o via de administracion en estos estudios, no aporta informacion adicional. En virtud de
esta revision y la experiencia obtenida durante la evaluacion de los datos utilizados para soportar la
autorizacién de un producto farmacéutico, la Agencia Europea de Medicamentos en su Concept
Paper On Single Dose / Acute Toxicity (2008), ha concluido que los datos obtenidos en los estudios
especificos de toxicidad aguda, tienen un valor muy limitado para la evaluacién de la seguridad de
los productos medicinales de uso humano. Por otra parte dicho documento, describe que los puntos
finales evaluados durante estos estudios, pueden ser evaluados generalmente durante los estudios
de toxicidad a dosis repetidas, si estos son adecuadamente disefiados, estos estudios incluyen
entre otros niveles de dosis, la administracion de la dosis maxima tolerada (detallada en el punto
siguiente). En aquellos casos, en los cuales existe el riesgo de sobredosificacion, los estudios de
toxicidad aguda en una sola especie y utilizando una sola via de administracion relevante pueden
ser de utilidad, siempre y cuando no pueda ser obtenida dicha informacion a partir de los datos
obtenidos durante los estudios toxicidad a dosis repetidas o de seguridad farmacolégica. Actual-
mente las guias de OECD (Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico), descrip-
tas para el estudio de la Toxicidad aguda oral son: OECD 420- Procedimiento de Dosis Fija; OECD
423- Método de la Clase Téxica Aguda y OECD 425- Procedimiento del Up and Down. Estos li-
neamientos constituyen una alternativa a la guia de toxicidad aguda convencional (OECD 401 —

DLsp), la cual fue eliminada en virtud de los principios de las 3 R’s antes mencionados.
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Existen métodos alternativos desarrollados con el objetivo de reemplazar la utilizaciéon de
animales de laboratorio para la determinacion de la dosis de inicio en los estudios de toxicidad
oral aguda, pero igualmente, los estudios in vivo son requeridos con el objetivo de obtener una
evaluacion completa de la toxicidad, entre ellos podemos destacar el In vitro cytotoxicity test

methods for estimating starting doses for acute oral systemic toxicity tests (OECD GD 129).

Toxicidad a dosis repetidas

La toxicidad a dosis repetidas, permite caracterizar la toxicidad acumulativa de un agente te-
rapéutico bajo estudio. Cuando nos referimos a toxicidad acumulativa, nos referimos a la mis-
ma desde dos aspectos, uno cualitativo (objetivo: evaluar cuales son los érganos blancos de
toxicidad) y uno cuantitativo (objetivo: definir a que niveles de dosis, 0 mas importante, a que
niveles de exposicién plasméticos o tisular, los efectos adversos son observados 0 no son ob-
servados - NOAEL). La duracién de estos estudios, esta relacionada o depende de la duracién
del estudio clinico, la indicacién terapéutica y el objetivo del ensayo clinico propuesto.

Los estudios de toxicidad a dosis repetidas, se deben realizar en dos especies mamiferas,
una roedora y una no roedora, de ambos sexos, un grupo control, un grupo control positivo
(cuando es apropiado) y al menos tres niveles de dosis, un nivel de dosis baja, el cual deberd
ser capaz de producir un efecto farmacodinamico; un nivel de dosis alta (mas adelante describi-
remos como seleccionamos la misma), el cual deberd permitir identificar el / los potenciales
organos blancos de toxicidad u otros signos de toxicidad no especificos, y un nivel de dosis
medio, el cual corresponde generalmente a la media geométrica entre los niveles de dosis baja
y dosis alta. Es de fundamental importancia que durante el desarrollo de estos estudios, se
obtengan datos farmacocinéticos (concentracién plasmatica y/o tisular; area bajo la curva), ya
gue es universalmente reconocido que tanto la eficacia como la seguridad de un farmaco, co-
rrelaciona mejor con la exposicién sistémica que directamente con los niveles de dosis utiliza-
dos. Cuando los datos de exposicion se obtienen durante los estudios de toxicidad, el estudio
recibe el nombre de toxicocinética.

Al inicio del desarrollo de este punto, nos referimos al término NOAEL, la determinacién del
mismo es uno de los objetivos de este tipo de estudio y es de vital importancia para la estima-
cién de la maxima dosis de inicio recomendada en los estudios de primera administracién en
voluntarios adultos sanos. NOAEL lo podemos definir como: el mayor nivel de dosis o exposi-
cién que no produce un significativo incremento de efectos adversos biolégicamente significa-
tivos en comparacion al grupo control.

En este punto debemos preguntarnos, como se selecciona el nivel de dosis alto para los
estudios de toxicidad general para responder esta pregunta, nos basaremos en la guia ICH
(M3) (R2) en la cual se describen diferentes criterios para seleccionar la misma. Estos criterios
tienen el objetivo de prevenir la utilizacién de niveles de dosis en animales, los cuales no adi-

cionan valor para la prediccion de la seguridad clinica durante el desarrollo de un nuevo agente
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terapéutico. Es importante destacar que en ausencia de toxicidad a dosis altas, si se alcanza
un multiplo adecuado de la exposicién entre la dosis maxima evaluada en los estudios de toxi-
cidad a dosis repetida y el nivel de exposicion que se espera en los ensayos clinicos (por
ejemplo, estudios de primera administracion - FIH), los estudios en humanos pueden proceder
de forma segura. Lo fundamental poder estimar una dosis de inicio segura para estudios en
humanos, los mismos deben ser adecuados para caracterizar los efectos adversos potenciales

gue pueden ocurrir bajo las condiciones del ensayo clinico que soportan.

Criterios para la seleccion del nivel de dosis alto en los estudios de toxicidad

e Basado en la Dosis Maxima Tolerada: nivel de dosis capaz de originar un minimo efecto
toxico o sobre el organismo (pérdida de peso no mayor al 10 %), o sobre el 6rgano blanco
0 alteraciones significativas en los pardmetros clinicos patolégicos

e Basado en la Dosis Limite: la dosis de 1000 mg / kg dia para roedores y no roedores, es
apropiada en todos los casos excepto si: 1000 mg / Kg dia es < (menor) a 10 veces el Mar-
gen de exposicidon medio en referencia a la exposicidn clinica esperada y la Dosis Clinica
es > (mayor) a 1 g/ dia, en este caso la dosis para los estudios de toxicidad es limitada
por: 10 veces el margen de exposicion respecto de la exposicion clinica esperada, 2000
mg / Kg dia, la Maxima Dosis Practica o Posible (MFD), y de las dosis propuestas ante-
riormente, se debera selecciona la menor. En aquellas raras situaciones donde: 2000 mg /
Kg dia es menor que la exposicion clinica esperada, una dosis mayor y hasta el valor de
la MFD puede ser considerada como la dosis mayor a utilizar.

e Dosis alta basada en la saturacion de la exposicion: Cuando los datos toxicocinéticos de-
muestran una exposicion limite en la absorcion tanto de la droga y / o sus metabolitos, la me-
nor dosis que conduce a la méaxima exposicion, debe ser utilizada como dosis limite, en au-
sencia de otras dosis limites. Se puede demostrar la saturacién de la exposicién cuando un
Incremento de dos veces la dosis genera un incremento < (menor) al 20 % en el Area Bajo la
Curva, este criterio aplicado para demostrar la saturacion, no es un criterio regulatorio.

e Dosis Maxima Practica o Posible: en este caso, la dosis esta limitada por la maxima con-
centracién de la droga a ser formulada y el volumen de dosis que puede ser administrado
durante la duracion del estudio. La formulacion éptima, sera aquella que permita obtener el
mayor nivel de exposicién a la dosis requerida, para definir la misma debemos tener en
cuenta las Buenas practicas de administracion en la cual, el maximo volumen de dosis a
ser administrado en ratas es de hasta 10 mIL/ kg por administracion, la solubilidad del prin-
cipio activo, la maxima concentracion factible de ser formulada y la tolerancia local. Otros
criterios son los niveles de dosis que representan 50 veces el margen de exposicién clinica

esperada y el criterio de valor farmacodinamico.
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Evaluacion del potencial genotéxico de los productos farmacéuticos
de uso humano

Para la evaluacién del riesgo genotoxico aplicaremos los conceptos de la toxicologia gené-
tica o genética toxicoldgica, la funcién de la misma es identificar y analizar la acciéon de aque-
llos agentes que interaccionan con los acidos nucleicos para alterar el material hereditario de
los organismos vivos. El objetivo principal de los estudios de genotoxicidad realizado sobre los
diferentes agentes terapéuticos en desarrollo, es el andlisis de su posible accién como muta-
genos, mediante pruebas biolégicas (las mismas se determinan o seleccionan en funcion del
tipo de dafo genético que se quiere detectar, la capacidad metabdlica del sistema de prueba
en relacion con la estructura quimica del compuesto a analizar, el uso propuesto del agente
quimico y el valor predictivo del ensayo en términos de mutagenicidad y carcinogenicidad) que
permitan poner en evidencia ese modo de actuar no deseado. Por medio de estos ensayos, se
puede corroborar si una alteracion particular en el ADN se traduce en una mutacién. Los estu-
dios de las modificaciones producidas directamente en esa molécula (ADN), nos permitiran
estimar a corto plazo, que puede ocurrir cuando un compuesto dado tiene acceso a la misma,
ya sea mediante estudios in vivo o in vitro, elucidando asi los mecanismos mas probables im-
plicados en el proceso mutagénico. Es importante destacar, que ningin ensayo por si solo es
capaz de suministrar los datos necesarios para establecer el probable riesgo mutagénico y
posible riesgo carcinogénico de un agente terapéutico en desarrollo, por esta razén es impor-
tante analizar diferentes niveles de evaluacién, en los cuales, cada uno de ellos permite evaluar
diferentes niveles de dafo al material genético:

Nivel Primario: Bacteriano o molecular- detecta mutaciones puntuales — Ensayos en proca-
riotas. Test de Ames.

Nivel Secundario: nivel celular, utiliza cultivos de células y permite caracterizar el dafio ge-
nético en lineas celulares establecidas. Ej CHO, linfoma de ratén 5178Y

Nivel Terciario: nivel organico, se aplica en plantas y animales, se analizan los cambios en
un individuo como un todo.

Nivel Cuaternario: epidemiolégico

La Guidance On Genotoxicity Testing and Data Interpretation For Pharmaceutical Intended
For Human Use ICH — S2 (R1)- Noviembre 2011, optimiza la bateria de las pruebas estandar
de toxicologia genética que son necesarias regulatoriamente para predecir el riesgo potencial
en humanos y provee una guia o lineamientos para la interpretacién de los resultados obteni-
dos, con el objetivo final de mejorar la caracterizacion del riesgo para efectos carcinogénicos
que tengan su base u origen en cambios en el material genético, los diferentes ensayos que se
deben realizar para evaluar el potencial genotéxico, se basan en ensayos que cubren los tres
primeros niveles de evaluacion descriptos anteriormente, esta guia propone dos opciones de

evaluacion, en cada una de ellas deberan realizarse los diferentes niveles indicados:
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Opcion 1

e Evaluacion de la mutagenicidad: para la misma se propone la realizacion del test de muta-
cion reversa en bacterias (OECD - 471)- Test de Ames- este ensayo ha demostrado que
detecta cambios genéticos relevantes en la mayoria de los agentes que han demostrado
ser genotoxicos en roedores y carcindgenos en humanos. Este estudio corresponde al Ni-
vel Primario de Evaluacion.

e Evaluacion de la genotoxicidad: para la misma se propone los estudios en células de ma-
miferos in vitro e in vivo. Test in vitro: Test de Aberracién Cromos6émica en metafase, Test
de Micronucleos in vitro (OECD 487) o Test de Mutacion Génica en células de mamiferos
utilizando la Linea celular 5178Y en células de linfoma de ratén MLA- (OECD — 476). Es-
tos estudios corresponden al Nivel secundario de evaluacion.

e Test in vivo: los mismos son incorporados debido a que algunos agentes son mutagénicos
in vivo pero no in vitro — Ej. Hidroquinona. Estos estudios toman en cuenta la absorcién,
distribucién, metabolismo y excrecion a diferencia de los estudios in vitro. La guia propone
el Test de Micronucleos en eritrocitos de Mamiferos in vivo (OECD - 474), este ensayo es
el mas ampliamente utilizado y permite evaluar el dano citogenético, otro ensayo puede ser
el de Aberraciones Cromosémicas en células en Metafase. Estos estudios corresponden al
Nivel terciario de evaluacion

La opcion 2 propone
e FEvaluacion de la mutagenicidad: para la misma se propone la realizacién del test de muta-

cion reversa en bacterias (OECD - 471)- Test de Ames
e Testin vivo: Test in vivo para evaluar el dafio cromosomal, utilizando células hematopoyéti-

cas de roedores: ej. Test de Micronucleos en Eritrocitos de Mamiferos (OECD - 474) y el

Ensayo de la rotura de la cadena del ADN en higado.

Mediante la aplicacién de estos diferentes ensayos podemos definir el mecanismo por el
cual un agente terapéutico en desarrollo puede alterar el material genético.

Existen métodos in silico o computacionales que permiten predecir el potencial genoto-
xico de una molécula bajo estudio, entre ellos podemos citar: Toxtree, CAESAR, Lazar,
Derex, MultiCASE, OECD Toolbox, los mismos se basan en la presencia de alertas estruc-
turales y Q (SAR)

Valoracion de la Toxicidad sobre la Reproduccidn y el Desarrollo
Embrionario en Productos Farmacéuticos de Uso Humano

La reproduccion y el desarrollo comprenden una compleja sucesion de procesos fisioldgicos
relacionados, que van desde la produccién de los gametos, la fertilizacion, la implantacion, la

organogénesis, el desarrollo fetal, el desarrollo postnatal y la maduracién sexual.
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El objetivo de estos estudios, es detectar cualquier efecto potencial del agente terapéutico y
/ 0 sus metabolitos, sobre el proceso reproductivo de los mamiferos adultos o sobre el creci-
miento, desarrollo y capacidad reproductiva de su descendencia, caracterizandolos mediante
la determinacion del NOAEL. Durante el mismo debemos evaluar el desarrollo y maduracién de
los gametos, la copula, la implantacién y el desarrollo embrionario y fetal, hasta el parto, el
destete, el crecimiento, la adaptacion a la vida independiente y la madurez sexual de la gene-
racion filial. La toxicidad sobre el desarrollo evalla todo efecto adverso inducido previo al al-
cance de la vida adulta. Incluye efectos inducidos o manifestados en el periodo embrionario o
fetal y aquellos inducidos o manifestados de manera postnatal.

La guia ICH: Detection of Toxicity to Reproduction for Medicinal Products & Toxicity to Male
Fertility. S5 (R2), establece, las bases para disefar una estrategia para el estudio de la toxico-
logia de la reproduccion, especialmente encaminada al registro de medicamentos, los ensayos
recomendados estan dirigidos a la deteccion del efecto téxico y la caracterizacién del mismo.

Esta guia propone tres tipos de estudios: la evaluacién de la fertilidad y desarrollo embriona-
rio temprano, el cual, permite evaluar la accion del agente terapéutico en estudio sobre la ferti-
lidad, la copulacion, y la implantacion (se recomienda la utilizacion de al menos una sola espe-
cie mamifera, preferiblemente la rata); la evaluacion sobre desarrollo pre- y postnatal, inclu-
yendo la funciéon maternal, el cual permite evaluar, las consecuencias de las exposiciones pos-
natales al agente terapéutico y/o sus metabolitos posteriores a la organogénesis (se reco-
mienda la utilizacion de al menos una sola especie mamifera, preferiblemente la rata) y por
ultimo la evaluacién sobre desarrollo embrio-fetal (teratogenia), el mismo evalla la exposicion
al agente y / 0 sus metabolitos desde la implantacién y la organogénesis (periodo embrionario),
estos constituyen los periodos mas criticos y mas sensibles a la accién de los toxicos, median-
te este estudio podemos evaluar el crecimiento estructural, el desarrollo y la supervivencia de
las crias solamente durante su estadio en el Utero, este estudio es el Unico que debe realizarse
en dos especies, una roedora preferiblemente la rata y una no roedora preferiblemente el cone-
jo, el periodo de administracién para este estudio corresponde desde la implantacion (dia 6 -7
de gestacién) al cierre de la fisura palatina (dia 15-18 de la gestacién), el mismo, se corres-
ponde con el primer trimestre del embarazo en el humano.

Los efectos adversos sobre el desarrollo pueden ocurrir debido a una exposicion directa del
embrién / feto al agente bajo estudio o pueden ocurrir de manera indirecta, debido a la toxici-
dad sobre la madre o por la placenta. La capacidad de una droga de producir o generar efectos
toxicos directos dependera del grado de exposicion embrio-fetal y el momento de la exposicidén
respecto de los periodos sensibles del desarrollo. En los Ultimos tiempos se han desarrollado
métodos alternativos para evaluar el potencial embriotoxico, estos métodos son: Embryonic
stem cell test (EST) ESAC (2001), el Micromass assay Ex vivo ESAC (2002) y el Whole rat
embryo assay Exvivo ESAC (2002). El mas estudiado de los mismos, es el Embrionic stem cell
test, el mismo utiliza como sistema experimental lineas celulares de raton, Embrionic Stem

Cells (D3), las cuales representan los tejidos embrionarios y la linea celular 3T3 Fibroblasts —
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BALB/c 3T3 Clone 31 el cual representa los tejidos adultos. Permite caracterizar a los com-

puestos en embriotoxicos moderados, potentes 0 no embriotéxicos.

Inmunotoxicidad

La guia ICH S8 Immunotoxicity Stuides for Human Pharmaceutical (Step 4), describe que:
todos los nuevos productos farmacéuticos, deben ser evaluados respecto de la produccién de
inmunotoxicidad potencial, los métodos para evaluar la misma, incluyen los estudios estandar
de toxicidad y si es apropiado deberian ser llevado a cabo estudios adicionales de inmunotoxi-
cidad. La decisién de llevar a cabo estudios adicionales, es determinada basandose en el peso
de la evidencia, a partir de la revisién de los resultados de los estudios de toxicidad estandar.

Estudios no clinicos de seguridad de los productos
biofarmacéuticos

En esta parte del capitulo nos referiremos especificamente a los anticuerpos monoclonales
terapéuticos (AcM) y describiremos, de manera resumida, los aspectos mas relevantes a tener
en cuenta para evaluar la seguridad no clinica de los mismos.

Para el desarrollo o disefio de un programa destinado a la evaluacién de la seguridad no
clinica de los anticuerpos monoclonales, se deberia considerar entre otros aspectos, su proce-
so de manufactura, pureza, secuencia, estructura e isotipo, efectos farmacoldgicos e inmunol6-
gicos, la biologia del antigeno blanco y el uso clinico previsto (indicacién, poblacién de pacien-
tes, régimen de dosificacién, duracién del tratamiento). Los anticuerpos monoclonales terapéu-
ticos, exhiben generalmente una especificidad exclusiva por el antigeno blanco (esta caracte-
ristica diferencia a los mismos de las pequefias moléculas terapéuticas), en general son efecti-
vos y seguros, su toxicidad esta usualmente relacionada a una farmacologia exagerada, su
metabolismo es bien definido (catabolismo en amino acidos), no pueden ser convertidos en
intermediarios reactivos o metabolitos téxicos, por su tamano estan limitados al espacio extra-
celular, no interactian directamente con el ADN y no son directamente genotoxicos, se admi-
nistran por via parenteral, no se administran por via oral a diferencia de las pequefas molécu-

las terapéuticas, en la cual dicha via es la méas importante.

La Guideline ICH S6- Preclinical safety Evaluation of Biotechnology — Derived Pharmaceuticals

y su Addendum to Preclinical Safety Evaluation of Biotechnology — Derived Pharmaceuticals-

2012., constituyen un punto de referencia para la evaluacién de la seguridad preclinica de los anti-

cuerpos monoclonales terapéuticos, esta guia, aplica a los productos biofarmacéuticos, los

cuales podemos definir como: productos derivados de células caracterizadas a través del uso de

una variedad de sistemas de expresion, los cuales incluyen: bacterias, levaduras, plantas, insectos

y células mamiferas. Las indicaciones pueden incluir: diagnoéstico in vivo, terapéuticas, o uso profi-

lactico. Las sustancias activas incluyen proteinas y péptidos, sus derivados y productos de los
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cuales son componentes; pueden derivar de cultivos celulares o producidos utilizando tecnologia
ADN-recombinante, incluyendo la produccién a partir de animales y plantas transgénicos (citoqui-
nas, factores de crecimiento, anticuerpos monoclonales, etc.). Los objetivos de los estudios de
seguridad no clinicos para este tipo de productos son los mismos que los descriptos en el caso de

las pequenas moléculas terapéuticas.

Especie relevante

La evaluacién toxicologica de los AcM, deberia ser llevada a cabo en una especie relevante
(a diferencia de las pequefas moléculas terapéuticas, donde la toxicidad es evaluada en una
especie roedora y una no roedora), es decir, una especie en la cual el AcM es farmacoldgica-
mente activo, expresa el antigeno blanco o epitope y presenta un perfil de reactividad cruzada
similar al esperado en los tejidos humanos. La utilizacién de una especie relevante se funda-
menta en que el mecanismo de toxicidad para los AcM esta definido por una farmacologia exa-
gerada, de esta manera las especies relevantes farmacologicamente, pueden ser utilizadas
también para evaluar la toxicidad biolégica.

El programa de evaluacion preclinico de seguridad, deberia incluir normalmente dos espe-
cies relevantes, pero en determinados casos la utilizacion de una sola especie relevante puede
ser aceptada. Cuando no se cuenta con una especie relevante, pueden utilizarse animales

transgénicos que expresan el receptor humano o proteinas homologas.

Dosis: seleccion, frecuencia, via

Los niveles de dosis deberian seleccionarse de manera tal que las mismas provean sufi-
ciente informacion respecto de la relacién dosis- respuesta, las mismas deberian incluir una
dosis téxica y una dosis que represente el NOAEL, la via de administracion deberia ser la mis-
ma que la propuesta para el uso clinico, respecto de la frecuencia de administraciéon, deberia
ser la misma que la propuesta para el uso clinico, sin embargo en algunos casos, es necesario
una mayor frecuencia de administracion, debido a un clearance mas rapido en los animales del

estudio (se detalla en inmunogenicidad).

Genotoxicidad

Tal como se mencioné en los parrafos anteriores, los AcM no presentan las mismas propie-
dades de distribucion que las pequefias moléculas terapéuticas, no es esperado que atraviesen
la membrana celular y nuclear para interaccionar con el ADN. La bateria de estudios de geno-
toxicidad descripto para las pequefias moléculas terapéuticas no serian relevantes para este

tipo de agente terapéutico, excepto que por las caracteristicas del mismo sean requeridas.

Toxicidad a dosis repetida e Ihnmunogenicidad
La duracién de los estudios de toxicidad a dosis repetida debe estar justificada cientifica-
mente, para la mayoria de los productos biofarmacéuticos (AcM’s), la duracién general de los

estudios de toxicidad a dosis repetida es entre 1 — 3 meses, en el caso de indicaciones croni-
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cas, estudios de 6 meses de duracion son apropiados. Es muy importante destacar que, la
administracién de proteinas humanas en suficiente cantidad y de manera repetida a los anima-
les, puede desarrollar en los mismos una respuesta inmunogénica, por esta razén, es de suma
importancia medir la presencia de anticuerpos-anti-anticuerpo monoclonal terapéutico (anti-
cuerpos neutralizantes), durante los estudios de toxicidad a dosis repetida, ya que la presencia
de los mismos pueden afectar el perfil farmacolégico y farmacocinético del producto en estudio,
el cual impactara en los margenes de exposicién y la estimacion de la toxicidad. Por otra parte,
debemos resaltar que la formacién de anticuerpos en los animales, no es considerado predicti-

vo de un potencial desarrollo de anticuerpos en el ser humano.

Carcinogenicidad

Este tipo de estudio en general es considerado inapropiado para los productos AcM,s y bio-
farmacéuticos en general, la realizacién del mismo deberia ser evaluada en funcién de la po-
blaciéon de pacientes, la duracion del tratamiento y el mecanismo de accién, respecto de este
ultimo punto, aquellos productos biofarmacéuticos como por ejemplo inmunosupresores o fac-
tores de crecimiento, podrian aumentar la preocupacion sobre el potencial carcinogénico de los
mismos, en estos caso en funcién del peso de la evidencia se debera definir la estrategia a

llevar a cabo para evaluar el mismo.

Toxicidad sobre la reproduccion y el desarrollo

Los estudios de toxicidad reproductiva, deberian ser conducidos o realizados de acuerdo
con los principios o lineamientos de la guia ICH (S5) descripta anteriormente, sin embargo, el
disefo especifico del estudio y el esquema de dosificacion, pueden ser modificados en base al
mecanismo de accion, la especificidad de especie (ver mas adelante), la inmunogenicidad y /o
el comportamiento farmacocinético y la exposicién embrio-fetal al producto en desarrollo. Para
este tipo de estudio, es de preferencia (como en los estudios de toxicidad general) evaluar la
toxicologia sobre la reproduccion en una sola especie relevante; si el candidato AcM’s y bio-
farmacéuticos en general, es farmacoldégicamente activo en roedores y conejos, ambas espe-
cies deberian utilizarse para los estudios de evaluacion de la toxicidad sobre el desarrollo em-
brio-fetal, excepto cuando se haya identificado teratogenicidad o letalidad embrio-fetal en una
de las especies. Cuando los primates no-humanos (PNH), son la Unica especie relevante (es
importante destacar que los primates no humanos no deben ser considerados las especies por
default para evaluar este punto final toxicolégico), los estudios para evaluar la toxicidad sobre
el desarrollo, deberian ser realizados en esta Unica especie. En el caso de no existir una espe-
cie relevante, pueden utilizarse ratones transgénicos que expresan el receptor humano o pro-
teinas homologas.

Los AcM’s, por su tamafio (PM > 150000 D), no pueden atravesar la placenta por difusion
simple, sino que lo hacen a través de un mecanismo de transporte especifico, el receptor Fc
neonatal (FcRn), el cual determina la exposicion fetal y el cual varia a través de las diferentes

especies, por esta razon, cuando interpretamos los resultados obtenidos en los estudios de
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toxicidad sobre el desarrollo, debemos considerar el perfil especie -especifico de la exposicion
embrio- fetal durante la gestacion, es decir las diferencias que existen entre los roedores y los
PNH; en los ultimos, los anticuerpos IgG’s son transportados a través de la placenta durante el
periodo fetal y su transferencia es baja durante la organogénesis, los AcM’s, son secretados en
la leche pero no son absorbidos a través del intestino neonatal, en cambio en los roedores los
AcM’s son transportados a través del saco vitelino durante los periodos embrionario y fetal,
son secretados en la leche y son absorbidos a través del intestino neonatal. En funcién de lo
descripto anteriormente, los estudios de toxicidad sobre el desarrollo deberian ser disefiados
caso por caso, teniendo en cuenta el uso clinico propuesto, el tipo de molécula, la farmacologia
de la misma y exposicién potencial del feto relacionado al desarrollo de los potenciales érganos
blancos de toxicidad.

Estimacion de la maxima dosis de inicio segura
en los ensayos clinicos con farmacos terapéuticos

en voluntarios adultos sanos

Para finalizar este capitulo, nos vamos a detener en como utilizamos los datos obtenidos
durante los estudios no clinicos o preclinicos de seguridad, para seleccionar la dosis méaxima
de Inicio recomendada en los estudios de primera administracién en voluntarios humanos sa-
nos. Para seleccionar esta dosis, existen dos guias o lineamientos a nivel regulatorio interna-
cional, la guia de FDA-” Estimating the maximum safe starting dose in initial clinical trials for
therapeutics in adult healthy volunteers- Estimacion de la dosis de inicio mas segura en los
ensayos clinicos iniciales con farmacos en voluntarios adultos sanos, publicada en el afio 2005
y la Guideline on strategies to identify and mitigate risks for first-in-human clinical trials with
investigational medicinal products- Guia sobre estrategias para identificar y disminuir los ries-
gos en los ensayos clinicos de primera administracion en humanos con farmacos de investiga-
cién.” Publicada en el afio 2007.

En este capitulo, nos referiremos Unicamente a la guia de FDA, pero esto no significa que
esta guia sea mas importante que la guia de EMA la cual tiene su principal aplicacion en los
productos biofarmacéuticos como el caso de anticuerpos monoclonales terapéuticos.

La guia de FDA, propone para la seleccion de la dosis maxima de inicio recomendada en
los estudios de primera administracién en voluntarios humanos sanos un algoritmo de 5 pasos,
el primer paso consiste en determinar los diferentes NOAEL’s (obtenidos en los diferentes es-
tudios de toxicidad realizados) en unidades de mg / Kg ( en este punto podemos observar una
limitacién de esta guia ya que no tiene en cuenta los parametros farmacocinéticos que permi-
ten evaluar los niveles de exposicién), el segundo paso consiste en convertir los NOAEL's de
cada especie en la Dosis Equivalente en Humanos (DEH), en el tercer paso debemos seleccio-

nar la DEH de la especie mas apropiada, en el paso 4 deberemos seleccionar un factor de
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seguridad y posteriormente dividir la DEH por el mismo, una vez aplicado todos los pasos ante-
riores podemos establecer la Dosis Maxima de Inicio Recomendada (DMIR), el paso 5 del
algoritmo considera un ultimo ajuste a la DMIR, de acuerdo a una variedad de factores tales
como: la dosis farmacoldgica activa, el escalado de dosis propuesto entre otros. A continuacién
aplicaremos el algoritmo a un ejemplo practico: durante el desarrollo de los estudios de toxici-
dad a dosis repetidas de un nuevo agente terapéutico se seleccionaron los siguientes
NOAEL'’s, 90 mg/kg para los estudios en rata y 30 mg/kg para la especie no roedora utilizada,
en este punto convertimos los NOAEL s de cada especie en la DEH correspondiente:

DEH= 90 mg/kg x 0.16* = 14.4 mg /kg

DEH= 30 mg/kg x 0.54* = 16.2 mg /kg

(*) estos factores de conversién se encuentran descriptos en la guia de FDA

A partir de los valores obtenidos anteriormente, seleccionamos como DEH de la especie
mas apropiada la dosis de 14,4 mg / Kg, posteriormente aplicamos factor de seguridad de 10
(el mismo varia en virtud de diferentes a factores), y obtenemos la DMIR,

DMIR= (14.4 mg/Kg) /10 = 1.44 mg/Kg, a este valor obtenido podriamos aplicarle un ul-

timo ajuste adicional en funcién de los descripto anteriormente.

Conclusion

Durante el desarrollo de esta capitulo, hemos descripto de manera sintética, algunos de los
ensayos de toxicidad requeridos para la evaluacién de la seguridad no clinica de productos
farmacéuticos de uso humano, todos estos estudios nos permitiran llevar a cabo la evaluacién
del riesgo, el mismo constituye el proceso por el cual la informacién obtenida a partir de dife-
rentes fuentes (ej: estudios in vitro, in silico e in vivo) son combinados para caracterizar una
entidad molecular particular y seleccionar los compuestos mas seguros, debemos recordar que
el estudio de Seguridad No-Clinico debe ser adecuado para caracterizar los potenciales efectos

téxicos bajo las condiciones que soportaran los ensayos clinicos
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CAPITULO 9
Interacciones medicamentosas

Alicia E. Consolini y Maria Inés Ragone

Lo importante es no dejar de hacerse preguntas.
ALBERT EINSTEIN

El objetivo principal de todo tratamiento farmacolégico es obtener el mayor efecto bené-
fico con la menor incidencia de efectos indeseables y/o téxicos. Sin embargo, el efecto que
produce un farmaco en un paciente determinado est4 sujeto a numerosas variables por lo
que resulta dificil predecir cudl va a ser la respuesta a un tratamiento formado por varios
medicamentos.

En muchos casos la administracion de la misma dosis de un farmaco a pacientes que pade-
cen la misma enfermedad puede dar lugar a efectos dispares, o bien en un mismo paciente el
cambio de alguna circunstancia de las que rodea al tratamiento puede también provocar efec-
tos farmacoldgicos diferentes.

Los factores intrinsecos de cada paciente son aspectos que no se pueden modificar. En
cambio, existen factores como las interacciones medicamentosas que pueden ser modificables
durante la terapéutica. Estas interacciones no pueden ser siempre evitadas pero el conocimien-
to de la existencia de las mismas ayuda a que el equipo de salud influya durante el tratamiento
de modo tal de evitar los potenciales riesgos que puedan producir.

La intima relacion entre dosis administrada y efecto farmacoldgico obtenido de un far-
maco dado en un tratamiento puede separarse en componentes farmacocinéticos (desde la
dosis a la concentracién plasmatica) y farmacodindmicos (desde la concentracion plasmati-
ca al efecto) (Figura 1). Basandose en estos principios, el médico puede tomar en cuenta
las diversas caracteristicas patoldgicas vy fisiologicas de un paciente particular en su res-

puesta al farmaco y mejorar asi el tratamiento en general del mismo.
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FARMACOCINETICA Biotransformacion

Farmaco ligado Mstatolitos

Concentracion en el
sitio de accidn

FARMACODINAMIA Efectividad

Figura 1: Componentes farmacocinéticos y farmacodinamicos luego de la administracién de un farmaco.

Interacciones de origen farmacocinético

El comportamiento farmacocinético de un farmaco puede alterar al de otro farmaco y esta
interaccién modificar por consiguiente su efecto farmacoldgico. Por lo tanto, es sumamente
importante conocer los factores que afectan la farmacocinética de una droga en particular.

Cuando un farmaco ingresa al organismo se producen varios procesos antes, durante y
después de su llegada al sitio de accion, que influyen en la produccién del efecto (ver Figura 1,
parte superior). Esos procesos comprenden la absorcion desde el sitio de administracion, la
distribucién en los liquidos corporales, la metabolizacién en higado u otros tejidos, y final-
mente la excrecion o eliminacion del organismo. La dinamica de dichos procesos determina
las velocidades de cambio de la concentracion plasmatica y tisular del farmaco y sus metaboli-
tos, y, por ende, sus efectos farmacolégicos.

Absorcion

La absorcion de un farmaco consiste en el pasaje del mismo desde el sitio donde es administra-
do hacia el plasma. Este parametro puede ser descripto a través de una velocidad o mediante la
biodisponibilidad (F%). F% se define como la fraccién del farmaco que llega inalterado a la circu-
lacién sistémica después de la administracion por cualquier via. El area bajo la curva de la concen-
tracion sanguinea de farmaco con el tiempo es una medida del grado de biodisponibilidad, normali-

zada por la dosis (Figura 2). Mientras que para una dosis intravenosa la F% es 1, para la via oral la
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biodisponibilidad es menor a 1. Esta caida en F% es debida a dos razones principales: la absorcién

incompleta del farmaco y su eliminacién por metabolismo de primer paso.

C . gs e epe
P Biodisponibilidad= | AU /
N Aaoes
CMT
; (Concentracién
Via de administracién minims téxica)
- CME
1 (Concentracién minima
\ efectiva)
-

Tiempo
Figura 2: Esquema de la curva de niveles plasmaticos después de la administracion ora de un farmaco
(lineas negras). Comparacién de AUC administracion oral vs intravenosa (color).

La llegada del farmaco a la circulacion sistémica puede estar restringida por la via de ad-
ministracion del mismo, la cual influye en la latencia, intensidad y duracién del efecto del far-
maco administrado. La Figura 3 muestra como se modifica el perfil de la curva de concentra-
cién plasmatica en funcion del tiempo con las distintas vias de administracién.

Existen varias razones por las que en clinica se usan distintas vias de administracién: por
comodidad (administracién via oral de analgésicos en nifios), para prolongar la duracion de la
absorcién farmacolégica (por ej. administracion transdérrnica en tratamientos de reemplazo
hormonal en mujeres posmenopausicas) o para evitar el efecto de primer paso (administracion
sublingual de nitrovasodilatadores coronarios). Por lo tanto, es de suma importancia conocer

las ventajas y desventajas que poseen cada una de estas vias.

INTRAMUSCULAR SUBCUTANEA
N

INTRAVENOSA
90° N
a5° 25
EPIDERMIS

DERMIS

TEJIDO SUBCUTANEO

cpl <€ Intravenosa

MUSCULO

X

Intramuscular

Figura 3: Comparacion de perfiles de Cpl vs tiempo para diferentes vias de administracion
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Vias de administracion de farmacos- Generalidades, ventajas y desventajas

o Lavia de administracion oral es la mas cémoda y econémica. El epitelio intestinal esta
especializado para la absorcion, y por ende es donde se produce mayoritariamente la absor-
cién de bases débiles (favorecida ademas por estar no-ionizadas al pH intestinal) como de
acidos (ionizados al pH intestinal). La absorcién oral esta influenciada por la velocidad de va-
ciamiento gastrico, la que a su vez depende de la ingesta simultanea o desfasada de alimen-
to. Este demora el vaciamiento géstrico y por lo tanto la absorcién en intestino. Las desventajas
de esta via son: disminucién de la biodisponibilidad por accion de enzimas digestivas, emesis

por irritacién local, irregularidades en la absorcién por presencia de alimentos o antiacidos.

o La via sublingual tiene muy alta biodisponibilidad dado que drena directamente en la
vena cava superior (no tiene primer paso hepatico) y constituye la via ideal para farmacos lipo-

solubles como la nitroglicerina.

o La via rectal constituye una alternativa Util en situaciones donde la administracion oral
esta comprometida (por obstruccién o por emesis repetidas). La biodisponibilidad de esta via
es mayor que la oral dado que un 50% de la dosis evade el primer paso hepatico, mientras que
es menor que la via sublingual o parenteral. La mayor desventaja radica en que la absorcién

puede ser erratica.

o La via de administracion mas directa consiste en inyectar el farmaco en el torrente cir-
culatorio sanguineo. Esto puede llevarse a cabo por inyeccion intravenosa donde se evita el
proceso de absorcion (F= 100%). La via intravenosa es exacta, rapida e ideal para la admi-
nistracion de soluciones irritantes como los citostaticos, y para grandes voliumenes, como las
soluciones parenterales. En esta via deben evitarse vehiculos oleosos o hemolizantes y la

infusion debe tener supervisién constante.

De manera alternativa a la via intravenosa pueden utilizarse las inyeccciones subcutaneas,
intramusculares, epidurales o intratecales

o  En particular la via subcutanea debe ser empleada sélo para compuestos no irritantes
para evitar dolor intenso y necrosis del tejido La absorcién es constante y lenta y varia con la
solubilidad del farmaco (por e€j. distintos tipos de insulina), y con el tono de los vasos (por €;.
noradrenalina demora la absorcion y la difusion de un anestésico local).

o La absorcion de los farmacos por via intramuscular es por lo general rapida, sin em-
bargo puede hacerse mas lenta utilizando un vehiculo oleoso o un vasoconstrictor. Esta via
resiste sustancias mas irritantes que la via SC.

e las vias tdpicas son una alternativa para varios tratamientos:
La absorcién por administracion por via dérmica depende directamente de la liposolubili-

dad del compuesto y de la superficie en que se aplique. La absorcién en piel aumenta por ma-
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ceracion de la superficie cutdnea (con curas humedas u oclusivas) por erosion, inflamacion,
guemaduras, o frotamiento de la piel.

Por otra parte, la absorcién por mucosas es Util para farmacos que experimentan una elimi-
nacion presistémica importante al ser administrados por via oral. Es una via rapida y con alta
biodisponibilidad.

En particular la via ocular que por lo general se emplea para accioén local, puede tener ab-
sorcion sistémica por drenaje a través del conducto nasolagrimal (por ej. los B-bloqueantes o

inhibidores de la anhidrasa carbénica utilizados en glaucoma).

En el proceso de absorcion de los farmacos, ademas de las vias de administracién utiliza-
das, influyen tanto factores quimicos (dependientes del farmaco) como fisioldgicos (dependien-
tes del tejido).

Dentro de las variables quimicas del farmaco a tener en cuenta encontramos la naturaleza
guimica del mismo, su peso molecular, su solubilidad y su coeficiente de particion.

Por lo general, la mayoria de los farmacos son moléculas pequefias que pasan a través de
las membranas biolégicas formadas por bicapas lipidicas. Este pasaje es realizado por difusién
en su estado no cargado en contra de su gradiente de concentracion. Esta transferencia es
proporcional a la magnitud del gradiente de concentracion a cada lado de la membrana y al
coeficiente de particién. Este coeficiente relaciona la solubilidad del farmaco en un solvente
apolar respecto a su solubilidad en agua o en un buffer fisioldgico. Por lo tanto, cuanto més alto
es el coeficiente de particion més rapidamente puede difundir la molécula del farmaco a través
de las membranas lipidicas. Este pasaje ocurre hasta que se alcanza el estado estable donde
la concentracion del farmaco es igual a cada lado de la membrana.

Dado que la mayoria de los farmacos son acidos o bases débiles, el pH del entorno donde
el farmaco es liberado de su forma farmacéutica determinara la fraccion disuelta y la forma no
ionizada (liposoluble) que puede difundir a través de las membranas celulares. Esta fraccién
serd funcion de la naturaleza quimica del farmaco, de su pKa y del pH local (figura 4)

La relacion entre el pKa y el pH local esta dada por la ecuacién de Henderson —Hasselbach:

Moléculas icidas: HA- H* + A~ pKa = pH +log(HA/A™)
Moléculas basicas: BH* @B+ H™ pKa = pH +log(BH*/B)

Teniendo en cuenta esto, los acidos estaran cada vez mas ionizados cuando estén ex-
puestos a entornos quimicos de pH opuesto al suyo. Mientras que ocurre lo inverso para

las bases débiles.
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ACIDO DEBIL BASE DEBIL

(1] (1000) (1] (0,001)

HA == A+H* B+H+<— BH*

na ionizado ionizado no ionizad o ionizada

Flasma [pH = 7.4)

Barrera mucosa lipidica

Jugo gastrico (pH = 1,4)

(1) (0,001] (1] (1000 )
HAe=—A+ H* B+H*— BH*

Figura 4: Efectos del pH en la distribucion de un farmaco acido o base débil.

Si bien la difusién pasiva por la bicapa lipidica predomina en la absorcion de farmacos, exis-
ten moléculas que deben ser transportadas activamente a través de las barreras de la mem-
brana por ser demasiado grandes o insolubles en lipidos. Para que este proceso ocurra existen

transportadores selectivos, saturables y susceptibles a inhibicién.

Interacciones relacionadas con la absorcion por via oral

a- Por cambios del pH o formacién de complejos

Los farmacos que aumentan el pH del estémago y primera porcién del intestino reducen la
absorcion de farmacos que se solubilizan en medio acidos y de aquellos farmacos que son
acidos débiles dado que se encontraran mas ionizados en este entorno fisiolégico (Tabla 1).

En algunos casos el pH alcalino puede alterar el revestimiento entérico de comprimidos ora-
les. Por ejemplo, el bisacodilo (laxante estimulante) es formulado con cubierta entérica dado
que es una sustancia muy irritante a nivel estomacal. La toma conjunta con farmacos que au-
menten el pH estomacal puede causar grandes molestias gastricas y vomitos en los pacientes
por pérdida de dicha cubierta.
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Tabla 1: Farmacos que modifican pH estomacal y farmacos que modifican su absorcién por cambios en el pH

Farmacos que modifican el pH estomacal Farmacos cuya absorcién es reducida por cambios de pH

e Anitigcidos o alntiulcerosos: magaldrato, - Necesitan medio 4cido para disolverse:

hidréxido de aluminio y magnesio, sucralfato . e . - .
y mag ketoconazol, diazepam, ranitidina, cimetidina, indome-

e Farmacos anti H2: ranitidina, famotidina tacina, naproxeno, dexametasona

e Inhibidores de la bomba H'/K* ATPasa: -Farmacos dcidos débiles: sulfamidas, acido nalidixi-
omeprazol, lanzoprazol, esomeprazol co, nitrofurantoina, penicilina G.

La formacion de complejos de coordinacion no absorbibles entre ciertos farmacos también
constituye una interaccion que interfiere con el proceso de absorcion. Esto ocurre por ejemplo
entre los cationes aluminio y magnesio de antiacidos o de los suplementos de calcio e
hierro y farmacos como: norfloxacina u otras fluoroquinolonas, tetraciclinas, sales de Fe,
fenitoina, sulpirida, isoniazida, penicilamina, dicumarol, azitromicina.

Otro caso de formacién de complejos es el que produce colestiramina (resina de inter-
cambio idnico) al fijar a farmacos como las hormonas tiroideas, warfarina, digoxina,
tiazidas, vitamina K y los agentes que disuelven calculos biliares ursodiol y quenodiol. Por
ello, la administracion de ambos tipos de farmacos debe desfasarse: los farmacos 1 hora antes
de la colestiramina o 4 horas después.

El antihiperlipidémico orlistat, cuyo mecanismo es inhibir a la lipasa intestinal, inhibe la ab-

sorcion de vitaminas liposolubles (A, D, E y K).

b- Por cambios en la velocidad del vaciamiento gastrico

La mayoria de los farmacos administrados por via oral se absorben en el intestino delgado, por lo
tanto la velocidad de vaciamiento gastrico influye en el grado y cantidad de absorcién de un farmaco.

Los farmacos con accién proquinética (aceleran el vaciamiento gastrico), aceleran el paso
de los medicamentos en la luz intestinal y por ende, dificultan la absorcién.

Por otro lado aquellos farmacos que demoran el vaciamiento géstrico como los anticolinér-
gicos o estimulan la motilidad intestinal (como los laxantes) demoran la absorcién de otros far-

macos en el intestino (ver Tabla 2).

Tabla 2: Farmacos que influyen en el vaciamiento gastrico

Aceleracion del vaciamiento gastrico Retrasan el vaciamiento gastrico
Metoclopramida Anticolinérgicos

Domperidona Antagonistas de calcio

Cisaprida Antidepresivos triciclicos

Mosaprida Fenotiazidas

Antibiéticos macrélidos (eritromicina) Analgésicos opioides

Farmacos con accién colinérgica Antagonistas serotoninérgicos (ondasetrén)

Teniendo en cuenta esto podemos citar las siguientes interacciones a modo de ejemplo:

- metoclopramida interfiere en la absorcion de digoxina y benzodiacepinas
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- los anticolinérgicos demoran a levodopa disminuyendo la incidencia de efectos adversos

de este tratamiento

c- Efectos del alimento sobre la absorcion oral

El alimento por si mismo retarda el vaciamiento gastrico y disminuye el pH gastrico.
Como se discutié anteriormente el cambio de pH aumenta la absorciéon de farmacos que
se disuelven y absorben en medio acido como: ketoconazol y derivados, espironolacto-
na, nitrofurantoina.

Por retardar el vaciamiento gastrico, el alimento demora la absorcion de L-dopa (que
ademas compite con los aminoacidos en el transporte intestinal y disminuyen los efectos
colaterales), de digoxina, de aspirina, de indometacina, de lincomicina, de paracetamol,
de propoxifeno, de eritromicina, de didanosina, de tacrina, de astemizol, de azitromicina
y otros antibiéticos.

El alimento también puede formar complejos insolubles o reaccionar (a través de la presencia de
taninos, aminoacidos, hidratos de carbono, fosfatos, Ca**, Mg*z, Al etc.) con ciertos farmacos
como sales de hierro, tetraciclinas, eritromicina y azitromicina, fluoroquinolonas (norfloxaci-
na, ciprofloxacina), isoniazida, disminuyendo su biodisponibilidad. También puede adsorber a las
particulas de farmaco, como sucede con la ampicilina, disminuyendo su absorcion.

Una comida rica en grasas puede aumentar la biodisponibilidad de teofilina haciéndola muy
téxica, o puede aumentar la solubilidad de compuestos liposolubles como el antifingico gri-
seofulvina y por ende, mejorar su absorcion.

Alimentos ricos en tiramina (quesos estacionados, cervezas, etc.) generan una reaccion
hipertensiva en pacientes tratados con antidepresivos tipo inhibidores de la MAO tipo A
(tranilcipromina, selegilina, moclobemida) e isoniazida (antibiético utilizado para el
tratamiento de la tuberculosis) y en menor medida por inhibidores de la MAO B (selegili-
na). La interaccion se debe a que cuando la MAO-A ubicada a nivel de las microvellosidades
intestinales se encuentra inhibida, la tiramina ingerida en grandes cantidades es absorbida y
mediante la circulacion accede a ser recaptada como amina indirecta en la terminales adre-
nérgicos de los vasos, por lo cual puede generar un pico hipertensivo y reducir la efectividad
de los farmacos antihipertensivos.

El alimento puede alterar la velocidad de metabolizacién de farmacos. Por ejemplo, dietas
ricas en proteinas aumentan el metabolismo hepético de teofilina, ademas de disminuir su
absorcion, el alimento parece disminuir el metabolismo de primer paso hepatico del proprano-
lol y metoprolol con lo que aumenta su biodisponibilidad.

Por lo antedicho, conviene administrar junto con las comidas a: ketoconazol y derivados,
nitrofurantoina y espironolactona (porque se favorece la absorcién en el medio acido), L-dopa
(por reducir efectos adversos), propranolol, metoprolol y sinvastatina (mayor F% porque se
reduce el metabolismo de primer paso hepatico), griseofulvina y albendazol (se absorben mejor

con comidas grasas).
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Por el contrario, conviene administrar lejos de las comidas (1 a 2 hs. antes o después)
a: digoxina, sales de Fe, tetraciclinas, teofilina, macrélidos (excepto claritromicina), fluoroquino-
lonas, ampicilina, aspirina (excepto que se busque disminuir la irritacion gastrica), indometaci-
na, IMAO’s, isoniazida, lincomicina, paracetamol, propoxifeno, penicilina G, eritromicina, dida-
nosina, tacrina, azitromicina.
Otro grupo de farmacos que presenta interacciones respecto a la toma con alimentos es el
de los farmacos para tratar la infeccion con HIV (antiretrovirales). Algunos de ellos son:
a) no deben tomarse con alimento: didanosina (ddl), indinavir (IDV) y amprenavir
(APV) (éste ultimo debe alejarse de las grasas)
b)  conviene administrar con comidas (porque aumenta su F%): ritonavir (RTV), saqui-
navir (SQV), nelfinavir (NFV), lopinavir+ritonavir (LPV+RTV), atazanavir (ATZ)
c) es indistinto tomar con comidas: abacavir (ABC), delavirdina (DVD), efavirenz
(EFV), lamivudina (3TC), nevirapina (NVP), estavudina (d4T), zalcitabina (ddC), zido-
vudina (AZT), emtricitabina (FTC)

Distribucion

Luego de que un farmaco es absorbido, éste se distribuye en los liquidos intersticiales y ce-
lulares. La distribucion propiamente dicha de un farmaco en el organismo refleja diferentes
factores de la molécula en cuestion, ya sean factores que dependen del farmaco en si como
son las propiedades fisicoquimicas o factores fisiologicos.

Este proceso puede involucrar varias fases. La fase inicial depende del gasto cardiaco y
en ella el farmaco llega a los érganos mas irrigados: corazén, higado, rindn (el primer lugar
donde llega el farmaco tras su absorcion).

Luego de unos minutos, se produce la segunda fase en la que el farmaco llega a tejidos
menos irrigados como piel, visceras, musculo y tejido adiposo, proceso que toma horas.

La llegada a cerebro es mas lenta y esta determinada por /a liposolubilidad del farmaco, lo cual
le permite atravesar por difusién simple la barrera hematoencefalica (BHE) que es lipidica. Esta
barrera restringe el pasaje de moléculas desde el plasma al SNC, ya que las células endoteliales de
los capilares carecen de poros intercelulares y de vesiculas pinocitéticas. Por el contrario, en esta
barrera predominan las uniones estrechas con las células de la glia, que solo pueden ser atravesa-
das por difusién simple. Esta es la via de pasaje a la BHE de los compuestos liposolubles, tal como
los farmacos de accién central (anfetaminas, pseudoefedrina, antidepresivos triciclicos, IMAO’s,
antipsicoticos, |-dopa, analgésicos opioides, antiepilépticos). En cambio, compuestos hidrofilicos o
cargados no pueden atravesar la BHE y por lo tanto no alcanzan el SNC, excepto en condiciones
en que la barrera se permeabiliza como en la inflamacion meningea o encefélica (situacién en que
la penicilina G, hidrofilica, puede ser aplicada en asociacion a otros antibiéticos).

Pasada esta etapa, a menudo, se produce una redistribucion (tercera fase) entre cerebro
y tejido adiposo, que pasa a actuar como reservorio. Los compuestos acumulados en musculo

esquelético (como benzodiazepinas y cardioténicos), en tejido adiposo (como barbituricos,
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benzodiazepinas, y cardiotonicos), hueso (tetraciclinas), higado (quinacrina), o proteinas plas-
maticas (sulfas, furosemida, salicilatos, entre varios otros) estan en equilibrio con el farmaco
libre en plasma (Figura 5) Esto prolonga el efecto farmacolégico al liberarse el farmaco del

depésito cuando el farmaco plasmatico se elimina.

F-P
F,
Sangre
Tejidos
F-R F F-T

F = Farmaco

F-P = Farmaco unido a proteinas plasmaticas
F-T = Farmaco unido a proteinas tisulares
F-R = Farmaco unido al receptor en la biofase

Figura 5: Redistribucién de farmaco (equilibrio farmaco -plasma-tejidos)

El espacio en el que se distribuye un farmaco se conoce con el nombre de volumen aparen-
te de distribucién (Vd). ElI Vd relaciona la dosis administrada de farmaco con la concentracion
del mismo en el plasma circulante (Vd = Dosis/ Cpl). Este volumen es un volumen teérico que
no coincide con ningun espacio anatomico real y da idea de la fijacion del farmaco a diferentes
tejidos. Cuando el Vd es considerablemente mayor al peso corporal es una indicacion de que el
farmaco posee una amplia fijacion a los tejidos (ya que la Cpl es baja). Tanto el lugar de ac-
cién de un fa&rmaco como la masa de tejido en la cual se concentra dicho farmaco tienen que
ser consideradas para determinar la importancia clinica de esa localizacion. Puesto que el Vd
constituye una variable farmacocinética, el valor del mismo depende de cada farmaco en parti-

cular. En la Tabla 3 se muestran ejemplos del volumen de distribucion de algunos farmacos.

Tabla 3: Eiemplos de volimenes de distribuciéon de diferentes farmacos

Volumen de distribucion (I/kg) Farmaco
Plasma (0,05 I/kg) 0,05- 0,1 Insulina — Heparina
0,1-0,2 Furosemida - Warfarina

Liquido extracelular (0,2 I/kg) 0,2-0,4 Amikacina

Agua corporal total (0,55 I/kg) 0,55-0,1 Fenitoina- Fenobarbital
1-2 Indometacina- Diazepam
2-5 Morfina- Digoxina- Imipramina
>10 Nortriptilina

El sitio de afinidad mas comun de los farmacos son las proteinas plasmaticas. Los farmacos con
carga negativa se unen a la albumina plasmatica, mientras que los basicos se unen a la alfal-
globulina. La unién a proteinas plasmaticas limita la excrecion por filtracion glomerular, ya que solo

se filtra el fA&rmaco libre, con lo cual la unién a albumina requiere la disociacion gradual y por ello
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demora la eliminacién. En cambio, no afecta la velocidad de secrecién tubular (ver seccién poste-
rior: Excrecion)

El nimero de puntos de unién de los farmacos a las proteinas plasmaticas es limitado y la
propia naturaleza de esta unién hace que farmacos distintos compartan los mismos sitios de

fijacion y puedan competir por ellos.

Interacciones por desplazamiento en la unién a proteinas plasmaticas

Si dos drogas se unen a la misma proteina plasmatica pueden competir por la unién al mismo si-
tio (desplazamiento competitivo) o una de ellas afectar la uniéon de la otra (desplazamiento no-
competitivo) durante la administracién de ambos farmacos en un periodo comun de tratamiento. La
interaccion se da en el plasma, por lo cual es independiente del tiempo transcurrido entre la admi-
nistracién (oral o parenteral) de los dos farmacos durante el dia. La consecuencia es que cada uno
de los farmacos aumentara su concentracion plasmatica respecto a lo que ocurriria si se administra-
ra solo, aumentandose fundamentalmente la concentracién plasmatica (Cpl) del farmaco que se
tomaba inicialmente y que es desplazado de su union. Esto es particularmente importante en el
caso de farmacos unidos en >90% a proteinas, que tienen muy baja concentracion plasmatica de
farmaco libre. El otro factor que lo acrecienta es si el farmaco desplazado tiene bajo Vd, ya que
entonces la fraccion desplazada ejerce un aumento considerable en la Cpl. Esto puede provocar
potenciacién de efectos o toxicidad del farmaco desplazado, y es particularmente importante en los

farmacos de bajo margen de seguridad o rango terapéutico.

En los siguientes parrafos se citaran algunos ejemplos:

Entre los farmacos afines a albumina:

e La fenilbutazona, el acido mefenamico, el acido etacrinico, el acido nalidixico, los
salicilatos, las sulfonamidas tienen mayor afinidad por la albumina que la warfarina, por lo
que la desplazan, aumentando la actividad anticoagulante con riesgo de hemorragia especial-
mente entre las 24 horas y 5 dias de la toma.

e Los salicilatos desplazan de su unién al metotrexato aumentando su toxicidad hepati-
ca y en la serie eritrocitica, y a los hipoglucemiantes tipo sulfonilureas clorpropamida, gli-
benclamida, glipizida y glimepirida potenciando su accion hipoglucemiante.

e Las sulfonilureas aumentan inicialmente los niveles plasmaticos del anticoagulante oral
acenocumarol por desplazarlos de su unién a albumina potenciando la hipoprotrombinemia.

e El acido valproico desplaza de su unién a la fenitoina, aumentando el riesgo de efec-
tos adversos, por lo que se aconseja no asociarlos en la terapia antiepiléptica.

e Los hipolipemiantes clofibrato, fenofibrato y el diurético furosemida compiten por los
mismos sitios de fijacién a la albdmina, por lo que el segundo puede potenciar a los primeros, y en

hipoalbuminemia se potencian ambos farmacos (con riesgo de rigidez muscular y diuresis).
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e Las sulfamidas (como sulfametoxazol, componente del Bactrim) desplazan de su unién a
albumina a metotrexato, potenciando su toxicidad hepatica y en eritrocitos, a anticoagulantes

orales con riesgo de hemorragias, y a hipoglucemiantes y fenitoina, potenciando sus efectos.

Entre los farmacos afines a alfal-glucoproteina sérica:
e La carbamacepina compite con propranolol por la unién, con posible potenciacién del
efecto beta-bloqueante y estabilizante de membrana de propranolol (bradicardia), o excesiva

sedacion de la carbamazepina.

Metabolismo

La metabolizacién de un farmaco es esencial para que cese su actividad biolégica y que
pueda ser eliminado por los sistemas de excrecién porque ha adquirido caracteristicas mas
hidrofilicas que las originales. Las reacciones de metabolizacion ocurren en algun sitio del or-
ganismo desde el momento en que se absorben hasta que llegan a la circulacion general y a la
eliminacién renal o biliar (Figura 6). Algunas de estas transformaciones ocurren en la luz o en

la pared intestinal, mientras que la mayoria de ellas ocurren en el higado.

Lumen intestinal

HIGADO

Vena porta

A la circulacidn sistémica
Pared

intestinal

Metabolismo Metabolismo

Figura 6: Sitios de metabolizacion de farmacos

Los productos obtenidos de la metabolizacion de farmacos por lo general tienen menor acti-
vidad farmacolodgica que el farmaco de origen o carecen de ésta. Sin embargo, algunos meta-
bolitos tienen mayor actividad biolégica o efectos toxicos. En ciertos casos con los denomina-
dos profarmacos, el farmaco es inicialmente activado por el sistema metabolizador hepatico
(por €j. enalapril a enalaprilato)

La metabolizacion hepatica abarca dos tipos de reacciones:

Reacciones de fase | o de funcionalizacion: son reacciones que confieren un grupo fun-
cional al farmaco con el fin de aumentar la polaridad del mismo. Ejemplos: reacciones oxidati-

vas (N-desalquilacién, O-desalquilacion, hidroxilacién alifatica y aromatica, N-oxidacion, S-
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oxidacién, desaminacién), reacciones de reduccion (de C, N o S), reacciones de hidrélisis (de
ésteres 0 amidas), reacciones de hidracion (de epdxidos).

Reacciones de fase Il: Son reacciones de conjugacién o sintesis en las que un grupo qui-
mico voluminoso y rico en grupos hidrofilicos se fija a la molécula confiriéndole hidrosolubilidad,
lo que falcilitara posteriormente su excrecién (glucuronidacién, sulfatacion, acetilacion).

Los sistemas enzimaticos hepaticos de metabolizacion estan situados en el reticulo endo-
plasmatico (fase I) y en el citosol (fase Il) de la célula hepatica. Comprenden al complejo del
citocromo P-450 y a la NADPH-reductasa. Estos oxidan al farmaco a expensas de oxigeno
molecular. El citocromo P-450 presenta polimorfismo genético, es decir existen varias familias
de genes para el mismo que determinan diferentes especificidades de sustratos. De estas fami-
lias hay 6 isoenzimas implicadas en el metabolismo de farmacos: CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 Y CYP3A4 (mas importante). El estudio de las isoenzimas que
metabolizan a cada farmaco esté en continua evolucién, y se siguen encontrando farmacos que
inhiben y otros que inducen a las diversas isoenzimas (Tabla 4). Por ello, muchas veces apare-

cen en bibliografia nuevas selectividades.

Tabla 4: Resumen de algunos farmacos que utilizan como sustrato, inducen o inhiben a in-

soenzimas particulares del sistema de citocromos P450.

Citocromo Farmaco
Sustrato Teofilina, paracetamol, cafeina
Inhibidores | Disulfiram
CYP2ET1
Inductores | Etanol, isoniacida
Sustrato Paracetamol, imipramina, teofilina, warfarina
Inhibidores | Ciprofloxacina
CYP1A2
Inductores | Omeprazol
Sustrato Fenitoina, pentobarbital, celecoxib, sulfonilureas
Inhibidores | Sulfinilpirazona, omeprazol
CYP2C9
Inductores | Rifampicina
Sustrato Citalopram, diazepam, omeprazol, propranolol, sulfonilureas
Inhibidores | Fluconazol, omeprazol
CYP2C19
Inductores | Rifampicina
Sustrato Cltglopram, propranolol, tamoxifeno, fluoxetina, haloperidol, flecainida,
amiodarona
CYP2D6 Inhibidores | Fluoxetina, sertralina, trifluorperidol, amiodarona
Inductores | ---
Sustrato Indinavir, saquinavir, ritonavir, diazepam, imipramina, verapamil, warfarina
Inhibidores | Verapamil, fluconazol, fluoxetina, ritonavir, indinavir, saquinavir
CYP3A4 Carbamacepina, fenitoina, rifampicina, hierba de San Juan (Hypericum
Inductores
perforatum)
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En el feto y en el recién nacido las actividades de los sistemas enzimaticos son bajas, lo
cual contribuye a la hiperbilirrubinemia y al riesgo de encefalopatia inducida por bilirrubina.
También el metabolismo es el origen de la mayor toxicidad de ciertos farmacos como cloran-
fenicol y opioides como codeina (que se metaboliza a morfina). Las enzimas del citocromo
P-450 maduran luego de algunos meses de vida, mientras las de conjugacion lo hacen mas
lentamente. En los ancianos puede haber disminucion de la actividad enzimatica, pero en

general es heterogénea y menos importante que en el recién nacido.

Interacciones por alteraciones en el metabolismo

a- Induccion enzimatica

Muchos farmacos pueden aumentar la velocidad enzimética del sistema metabolizador
hepatico, probablemente por acelerar la sintesis de enzimas y por ende el nUmero de enzi-
mas participantes del proceso. Asi aceleran la degradacion metabdlica de otros farmacos.
Esto ocurre con fenobarbital, fenitoina, carbamazepina y rifampicina, que en general son
inespecificos para las varias isoenzimas de CYP450. Las interacciones de mayor importancia
clinica son:

- El fenobarbital y la carbamazepina pueden aumentar la degradacion de warfarina, dis-
minuyendo la respuesta al anticoagulante, lo cual requiere un aumento de dosis de éste para
evitar la formacion de trombos y reduccion de la misma al suspender el fenobarbital. El efecto
inductor es evidente dentro de los 2 a 5 dias de administracién conjunta y se restablece la acti-
vidad enzimatica normal en 2 a 3 semanas.

- Los inductores como carbamazepina, rifampicina, fenitoina y fenobarbital reducen las
concentraciones plasmaticas de los estrogenos y progestagenos que componen los anti-
conceptivos orales. Dado que estas hormonas se administran en baja dosis para minimizar
los efectos colaterales, es posible la pérdida de efecto que se manifiesta en hemorragia inter-
menstrual por supresion del nivel de estrégenos.

- Los inductores como fenobarbital, rifampicina o fenitoina reducen la vida media de los
dlucocorticoides como dexametasona o prednisona, lo cual conduce a riesgo de broncoes-
pasmo en pacientes asmaticos tratados.

- El uso crénico de anticonvulsivantes como fenobarbital o fenitoina ha conducido a casos
de raquitismo y osteomalacia por deficiencia de vitamina D al aumentar la degradacion de
ésta, sobre todo si la ingesta es deficiente.

- El antibiotico rifampicina reduce las concentraciones plasmaticas de otros farmacos como
quinidina, ketoconazol, propranolol, metoprolol, clofibrato y sulfonilureas.

- El antifungico griseofulvina aumenta el metabolismo de warfarina y anticonceptivos
orales, disminuyendo sus efectos terapéuticos.

- El tabaco en los fumadores cronicos disminuye las concentraciones plasmaticas y por en-

de el efecto de farmacos como propranolol (con necesidad de una dosis mayor en fumadores
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que en no fumadores, para evitar la pérdida de efectos), como clorpromazina y otras fenotia-
zinas y clozapina (pérdida del control antipsicético), los analgésicos opioides propoxifeno y
pentazocina (pérdida de analgesia), teofilina (riesgo de broncoespasmo), diazepam y anti-
depresivos triciclicos (se reduce el control de ansiedad y crisis de panico). En fumadoras se
aumenta mucho el riesgo de efectos cardiovasculares graves como infarto de miocardio en
mujeres tratadas con anticonceptivos orales.

- Se ha indicado que la acumulacién de hidrocarburos policiclicos en la carne asada al car-
bon aumenta mucho la metabolizacién de farmacos, entre ellos la teofilina en pacientes que
consumen grandes cantidades de carne asada.

- El jugo de pomelo induce el metabolismo de CYP1A2 y por ello reduce la Cpl de losartan

- El alcohol puede estimular o inhibir el metabolismo hepatico. Por administracién crénica
en alcohdlicos induce el metabolismo por citocromos, acelerando la degradacion de sulfo-
nilureas, warfarina y fenitoina. En cambio el uso agudo de alcohol en pacientes no alcoholi-
cos puede disminuir el metabolismo de otros farmacos, por competir con los CYP-P450 en la
degradacion, potenciando sus respectivos efectos (ver luego).

- La piridoxina (vitamina B6) antagoniza la accién de levodopa por acelerar su decarboxi-
lacién a dopamina a nivel periférico. Sin embargo, la asociacion de levodopa con carbidopa
(que inhibe la decarboxilacion) bloquea la accion periférica de la piridoxina, permitiendo el pa-
saje de la levodopa a nivel central, y asi evitando la interaccidén en pacientes parkinsonianos.

- Entre los anticonvulsivantes se dan varias interacciones a nivel metabdlico, por lo que
no es conveniente asociarlos:

* Fenobarbital aumenta el metabolismo de fenitoina a dosis intermedias, y en dosis alta
compite por el metabolismo produciendo riesgo de toxicidad.

* Fenobarbital aumenta el metabolismo de carbamacepina

* Primidona es una prodroga que se biotransforma a fenobarbital, por lo que se produce

toxicidad si se administra junto con fenobarbital.

b- Interacciones por inhibiciéon enzimatica
Hay farmacos como cimetidina, omeprazol, ketoconazol, itraconazol, eritromicina,
azitromicina, ciprofloxacina, omeprazol, fluoxetina, entre otros, que inhiben el metabolismo
hepatico de ciertas isoenzimas mas o menos selectivamente, algunos de ellos sobre varias
isoenzimas. La consecuencia es que si llegan a una manifestacién clinica se potenciaran los
efectos o la toxicidad de otros f&rmacos que son sustratos de dichas isoenzimas. En la accién
inhibidora ocurren mecanismos competitivos y no competitivos, muchos aun sin precisar. Por
ello es el grupo de interacciones farmacocinéticas mas variable y con mas tasa de progreso en
el conocimiento. Al momento, las interacciones de mayor importancia clinica son:
- Los antibidticos macrélidos eritromicina, y claritromicina, los antifiungicos azoles keto-
conazol e itraconazol, las fluoroquinolonas ciprofloxacina y ofloxacina, los inhibidores de
proteasas saquinavir y ritonavir, y las estatinas (sinvastatina y atorvastatina) (todos inhibi-

dores del CYP3A4 y algunos del CYP1A2) aumentan las concentraciones plasméticas de teofi-
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lina, de carbamazepina, del proquinético cisaprida, del antiepiléptico fenitoina, del inmuno-
supresor ciclosporina, del hipoglucemiante repaglinida y de los bloqueantes calcicos dil-
tiazem, verapamilo, y dihidropiridinas, con los respectivos riesgos de toxicidad.

- Los inhibidores del metabolismo hepatico de CYP3A4 eritromicina y claritromicina,
ketoconazol, itraconazol, diltiazem, y las estatinas (sinvastatina y atorvastatina), y los inhi-
bidores del CYP1A2 (ciprofloxacina y macrélidos) y el inhibidor del CYP2C9 omeprazol
aumentan las concentraciones plasméticas del anticoagulante warfarina (con su isémero S
sustrato del CYP2C9, y el R sustrato de CYP1A2, y ambos is6meros también sustratos de
CYP2C19 y CYP3A4), del anticoagulante acenocumarol (sustrato del CYP3A4) y de antiagre-
gantes plaquetarios como cilostazol y clopidogrel (sustratos de CYP2C19 y CYP3A4), con el
consecuente riesgo de hemorragias.

- Los inhibidores del CYP2C19 (fluvoxamina, fluoxetina, paroxetina, ticlopidina, sertra-
lina, ritonavir y omeprazol) potencian los respectivos efectos de los antidepresivos tricicli-
cos, de propranolol, y en parte de las sulfonilureas

- Los inhibidores del CYP2C9 (Fluvoxamina, amiodarona, fluconazol) potencian los efec-
tos de diltiazem y los hipoglucemiantes sulfonilureas y rosiglitazona, e inhiben la forma-
cién del metabolito activo de losartan reduciendo su efectividad.

- La inhibicién del CYP2D6 (fluoxetina, sertralina, paroxetina, y los mas débiles inhibido-
res venlafaxina, nefazodona, amiodarona, sulfas, fluvastatina, tioridazina, haloperidol,
celecoxib, fluconazol) potencian los efectos de otros farmacos de accion central (antidepre-
sivos triciclicos, IRSS, antipsicoticos, opioides como codeina, fenitoina) y de algunos
antiarritmicos (amiodarona, flecainida, propafenona).

- Dos antiepilépticos como fenobarbital y valproato no deben asociarse, ya que el segundo
inhibe el metabolismo del primero aumentando un 40% la concentracion plasmatica. Ademas,
el valproato inhibe el metabolismo de fenitoina, con riesgo de toxicidad hepatica.

- El antibiotico cloranfenicol inhibe en forma irreversible a las enzimas hepaticas (efecto t6-
xico) potenciando la acciéon de warfarina, fenitoina, clorpropamida y otras sulfonilureas.

- Los antidepresivos triciclicos, fluoxetina, paroxetina y otros inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (ISRS), y las fenotiazinas inhiben mutuamente su biotransforma-
cién, por lo que potencian tanto sus efectos antipsicoticos y antidepresivos como sus efectos
colaterales (sedacion, efectos antimuscarinicos e hipotensién).

- El jugo de pomelo posee un heterdsido llamado naranjina que es el responsable de la in-
hibicién del | CYP3A4 mayoritariamente de las microvellosidades intestinales y algo del hepati-
co. Por ello aumenta las concentraciones plasmaticas y efecto de ciclosporina y de las dihi-
dropiridinas al reducir su metabolismo de primer paso a ambos niveles.

- El alcohol en alta dosis aguda en individuos no alcohélicos compite por el sistema me-
tabolizador hepatico (CYP3A4 y etanol-deshidrogenasa), disminuyendo el metabolismo de
otros farmacos metabolizados por CYP3A4, y de ciertas cefalosporinas (cefamandol,
cefametazol, cefoperazona, cefotetan). Puesto que esas cefalosporinas tienen grupos —

SH se produce una reaccion tipo disulfiram (nduseas, vémitos) por acumulacién de acetal-
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dehido en plasma, cuando se ingieren simultaneamente con alcohol y durante 72 hs. poste-
riores a la administracion del antibiotico..

- El alcohol en alta dosis potencia la accion hipoglucemiante de sulfonilureas (clorpropa-
mida) por disminuir su metabolismo (interaccion farmacocinética), ademas de inhibir por si
mismo la gluconeogénesis (interaccion farmacodinamica).

- En otro sistema enzimatico: el antigotoso alopurinol inhibe la xantino-oxidasa y también el
metabolismo de drogas potencialmente toxicas como los analogos de purinas antineoplasicos e
inmunomoduladores mercaptopurina y azatioprina, por o que se aconseja reducir las dosis

de estas ultimas.

Excrecion

Los farmacos son eliminados del organismo, ya sea intactos o como metabolitos. Aunque el
rifién es el 6rgano excretor por excelencia, también pueden eliminarse farmacos por otras vias
como la bilis, el sudor, leche materna, pulmones, etc (Figura 7). Una medida de la velocidad de
eliminacién o depuracién de un farmaco en el organismo es el “clearance” (Cl) o aclaramiento.
Este parametro relaciona el volumen de distribucion (Vd) del farmaco con la duracién media o
vida media (t;,2) del mismo en el organismo, a través de la constante de eliminacién (Kel).

Cl plasmatico = Vd . Kel = Vd . In(2) /t»

Cuando se suman todas las vias de eliminacion separadas el resultado es la eliminacion

sistémica: Cl plasmatico = X Cl individuales
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Figura 7: Vias de excrecién de farmacos
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La excrecion renal implica tres procesos: filtracién glomerular, secrecién tubular activa y
reabsorcion tubular pasiva (Figura 7, parte inferior).

La cantidad de farmaco filtrada depende de la fraccién de farmaco no unido a proteinas
plasmaticas, ya que las proteinas no son filtrables en el glomérulo (por lo que su lenta disocia-
cién es limitante de la filtracién), y de la velocidad de filtracion glomerular (dependiente de
factores de presion hidrostatica y oncotica).

A medida que el filtrado pasa por los tubulos proximal y distal, las formas no ionizadas de
los acidos y las bases débiles sufren reabsorcion pasiva neta por gradiente de concentracion
y dependiendo del pH urinario. Cuando la orina tubular se alcaliniza se reabsorben las bases,

y cuando la orina se acidifica se reabsorben los &cidos débiles (Figura 8)
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Figura 8: Influencia del pKa de los farmacos en su capacidad de reabsorcion tubular, segun el pH de la orina.

Por otra parte, en los tibulos proximales, existen transportadores para la secrecién activa
(contragradiente) de aniones y cationes. El transportador aniénico es importante para la excre-
cién de acidos como penicilina G y otros antibiéticos, metabolitos glucuréonidos de farmacos, la
bilirrubina y el acido arico; mientras que el transportador catidénico es importante para la secre-
cién de bases protonadas como tetrametilamonio, colina e histamina. En este sistema no influ-
ye la unién a proteinas plasméticas ya que la afinidad por el transportador es muy alta, pasan-
do rapidamente desde la unién a albamina al transportador.

La secrecion biliar hacia el tracto gastrointestinal es importante para los glucurénidos y
otros metabolitos conjugados a través de los transportadores aniénicos en forma activa.
Generalmente se continda con cierto grado de hidrélisis del conjugado en el tracto intesti-
nal y la reabsorcion pasiva de una fraccién del farmaco no ionizado, en repetidos ciclos,
constituyendo el ciclo entero-hepatico. Este efecto prolonga el efecto farmacolégico del
farmaco, y es tipico de los estrogenos, y muchas drogas de accidn central principalmente

las benzodiazepinas (Figura 9).
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Figura 9: Esquema de circulacion enterohepatica de un farmaco (izquierda) y cinética plasmatica de
un farmaco con (linea violeta) y sin (linea verde) recirculacién enterohépatica (derecha)

Interacciones por alteracion de la excrecion renal

a- En filtracion glomerular

Se han informado pocas interacciones a este nivel. Son las siguientes:

- La velocidad de excrecién del fluconazol estd disminuida por el uso con diuréticos, espe-
cialmente tiazidas (hidroclorotiazida, clortalidona y otras), ya que el primero se excreta
inalterado en mas de un 90% por filtraciéon glomerular, y la velocidad de esta esta reducida
durante el tratamiento cronico con diuréticos, que disminuyen el volumen extracelular y el flujo
sanguineo renal y en la arteriola aferente.

- Los vasodilatadores que aumentan la fraccion de filtracién como los arteriolares (hidrala-
zina, minoxidil, diazoxido), los bloqueantes de calcio (nifedipina, amlodipina, nitrendipina,
verapamil, diltiazem) y los inhibidores de la ECA (enalapril, lisinopril, ramipril) aumentan la
excrecion de otros farmacos que se filtran, por ej. fenobarbital.

- La accién vasodilatadora de teofilina aumenta la excrecién de las sales de litio por au-
mento del flujo renal, lo cual requiere ajuste de dosis de las sales de litio, que tienen estrecho

rango de seguridad y de efectividad.

b- En secrecion tubular

- El probenecid es un farmaco que antiguamente se utilizé porque al competir por el trans-
portador activo de penicilina y otros antibiéticos, se aprovechaba para potenciar y prolongar
la actividad antimicrobiana. Posteriormente tuvo un uso por su competencia con el acido Urico

en otro transportador de reabsorcién del mismo, actuando como uricosurico.
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- Los salicilatos y el ketoprofeno compiten por el transportador activo aniénico con
metotrexato, con lo que éste puede alcanzar niveles téxicos. Es importante advertir y evi-
tar esta interaccion.

- Los salicilatos y aspirina compiten con el transportador aniénico para la secrecion tubular

de furosemida, potenciandose los efectos de ambos.

c- En reabsorcion tubular

- Los salicilatos en alta dosis (artritis) incrementan su concentracién plasmatica cuando se
acidifica la orina, por ejemplo con vitamina C (acido ascorbico) o con fosfatos de potasio o
sodio (urolitico o laxante) ya que se reabsorbe mayor proporciéon como acido débil, con ries-
go de toxicidad.

- Los salicilatos en alta dosis (artritis) disminuyen su concentracién plasmatica cuando se
alcaliniza la orina con antiacidos sistémicos como bicarbonato de sodio, por reducir la frac-
cién no ionizada AH, lo cual lleva a pérdida de efecto analgésico-antitérmico, pero puede apro-
vecharse para tratar la intoxicacion de salicilatos.

- Las aminas como anfetaminas, pseudoefedrina, atropina, escopolamina, etc. aumen-
tan su reabsorcion tubular por administracion de bicarbonato de sodio, por aumentar la frac-
cién de base libre B, lo cual puede acentuar los efectos toxicos; y disminuyen su reabsorcién
en orina Acida, por favorecer la forma BH" lo cual se aprovecha para tratar la intoxicacion con la
administracién de cloruro de amonio.

- La administracién de antiacidos orales sistémicos (bicarbonato, hidroxido de alu-
minio y magnesio) aumenta la reabsorcion tubular del farmaco basico quinidina, con
riesgo de toxicidad.

- Las sales de litio (antimaniaco) se reabsorben en un 80% a nivel del tibulo proximal por
el mismo transportador de reabsorcion del ion sodio, por lo que la administracion de diuréti-
cos, especialmente tiazidas, por disminuir el nivel de sodio del organismo, aumentan la reab-
sorcion de litio a niveles que pueden alcanzar toxicidad (nauseas, diarrea, temblor, ataxia, con-
vulsiones, coma y muerte).

- Los AINES como ibuprofeno, indometacina, naproxeno, meloxicam y piroxicam entre
otros, reducen la depuracion renal de las sales de litio por aumentar su reabsorcion tubular,

incrementando la incidencia de efectos adversos de éste.

d- Disminucion de la solubilidad urinaria
- Norfloxacina alcanza cristaluria, con el consiguiente dolor y dafo renal cuando se admi-
nistra con alcalinizadores urinarios (inhibidores de la anhidrasa carbénica, bicarbonato,

citrato) ya que disminuyen su solubilidad urinaria.

e- Alteracion de la excrecion biliar-intestinal
- Los antibiéticos que afectan la flora microbiana intestinal (ampicilina, tetraciclinas, macroli-
dos, rifampicina, etc.) impiden la reabsorcién intestinal en el ciclo entero-hepatico de los anticon-

ceptivos orales estrogénicos, por impedir la hidrdlisis bacteriana del conjugado, necesaria para la
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reabsorcion del estrégeno libre y mantenimiento del ciclo entero-hepatico. La consecuencia es que

disminuyen la concentracion plasmatica del estrégeno, y la eficacia anticonceptiva.

f- Excrecion de farmacos mediante la glicoproteina P (P-gp)

La glicoproteina P (P-gp o MDR1, multidrug resistance protein 1) es una proteina localizada
en las membranas celulares, que actia como transportador de drogas expulsandolas hacia el
exterior en una forma ATP dependiente y con especificidad de sustrato. Se encuentra en mu-
chos érganos, especialmente en rifidn e intestino, y puede tener efectos importantes en la far-
macocinética de diferentes farmacos dado que puede afectar los procesos de absorcién, distri-
bucion y eliminacion de los mismos.

La P-pg tiene un rol fundamental en las interacciones farmaco-farmaco, dado que la admi-
nistracion conjunta con sustancias que induzcan o inhiban a la P-gp puede alterar la concen-
tracion en plasma y en tejidos de un farmaco sustrato de esta glicoproteina, y por ende modifi-
car su efecto farmacolégico final (Tabla 5).

A continuacién se citan algunos ejemplos de interacciones que tienen como blanco la P-gp:

- El uso concomitante de loperamida con verapamil aumenta el riesgo de producir depre-
sién respiratoria. El origen de este efecto es debido posiblemente a que la inhibcién de
la P-gp producida por el bloqueante de calcio aumenta el pasaje de loperamida a través
de la barrera hematoencefalica.

- Farmacos inductores de la P-gp como la rifampicina o la hierba de San Juan (Hypericum
perforatum) disminuyen las concentraciones plasméticas de digoxina, mientras que far-
macos que inhiben a la P-gp como la eritromicina, verapamilo, espironolactona y para-
cetamol dan el efecto opuesto, con el consiguiente riesgo de toxicidad digitalica.

- Similares interacciones por P-gp se han informado para los inmunosupresores ciclospo-
rina y tacrolimus, cuyas toxicidades son principalmente de origen renal.

Tabla 5: Ejemplos de farmacos que interactuan con la P-gp

Farmacos que interactdan con la P-gp

Sustratos Inhibidores Inductores
Antigcidos (ranitidina) Macroélidos (eritromicina, claritromicina) Rifampicina
Antibiéticos (eritromicina, rifampicina, tetracicli- Inhibidor de proteasas (ritonavir) Hierba de San Juan
na, levofloxacina) Bloqueantes de canales de Ca**(verapamil)
Antiemético (ondasetrén) Otros (espironolactona y paracetamol)

Antineoplasicos (daunorrubicina, vincristina,
vinblastina, etopdsido, paclitaxel)
Antagonistas 3 adrenérgicos (carvedilol, celiprolol)
Inhibidores de protesasa (ritonavir, saquinavir,
indinavir)

Bloqueantes de Ca** (verapamil)
Cardioténicos (digoxina)
Inmunosupresores (ciclosporina A, tacrolimus)
Opioides (morfina, loperamida)

Otros: colchicina, itraconazol, ivermectina
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Interacciones de origen farmacodinamico

La Farmacodinamia es el estudio de los mecanismos de accion de un farmaco y de sus
efectos fisioldgicos o bioquimicos, es decir qué le hace un farmaco al organismo (ver
Figura 1).

Las interacciones farmacodinamicas, es decir, que tienen su origen en los mecanismos de
accién de un farmaco son las mas frecuentes y no siempre faciles de detectar. Algunas de los
tipos de interaccién posibles son:

Efectos aditivos: cuando dos farmacos suman sus efectos. Esto se da si ambos farmacos
actlan sobre el mismo sistema efector, generalmente teniendo parte del mecanismo comun
(farmacos homérgicos). Por ejemplo, dos farmacos que aumentan la presién arterial, aun
cuando uno sea vasoconstrictor y el otro aumente la volemia por retencién de sodio y agua. Sin
embargo, puede haber supraaditividad (efecto combinado mayor a la suma de los individua-
les) o infraaditividad (efecto combinado menor a la suma de ambos) cuando se agregan otras
variables como cambios farmacocinéticos ademas de un efecto farmacodinamico comun. Esto
se aprovecha para reducir la toxicidad, por ejemplo en las combinaciones de sulfas a dosis
subclinicas individualmente.

Sinergismo: cuando la respuesta de una droga es aumentada por otro farmaco que actia
produciendo un efecto farmacolégico diferente (farmacos heterérgicos). Por ejemplo, la teofilina
aumenta la hiperglucemia producida por adrenalina debido a que aumenta el nivel de AMPc por
un mecanismo diferente; otro caso seria la asociacién de L-dopa + carbidopa utilizada en Par-
kinson. Un sinénimo comun de sinergismo es potenciacion. La mayoria de las combinaciones
utilizadas en clinica emplean farmacos heterérgicos para aumentar efectos.

Antagonismo: cuando el efecto combinado de un farmaco es evitado o disminuido por otro
farmaco. Esto se aprovecha clinicamente para evitar efectos colaterales adversos. Pueden
competir en el mismo receptor (antagonismo competitivo) o afectar otra etapa del mecanismo
efector (antagonismo no-competitivo) o tener un efecto en otro sistema opositor (antago-
nismo funcional o fisioldgico) o en diversos 6rganos o sistemas (antagonismo fisico). Se
puede ver el andlisis de estos mecanismos en el capitulo previo. Ejemplos de cada clase se-
rian: atropina para evitar los efectos muscarinicos del uso de neostigmina (competitivo); un
bloqueante de calcio para corregir un espasmo intestinal (excesiva contractura de muasculo liso
por estimulacién muscarinica) (no-competitivo); una anfetamina para corregir la excesiva seda-
cién producida por anticonvulsivantes como fenobarbital (antagonismo funcional), o pseudoefe-
drina para corregir la excesiva hipotension debida a anestesia raquidea (antagonismos fisicos,
actuando en distintos sistemas del organismo.

Se ftrataran a continuacién los origenes farmacodinamicos de interacciones medica-

mentosas frecuentes:
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Interacciones de farmacos que afectan la presion arterial

a- Potenciacion de la hipertension

- La administraciéon de un antidepresivo inhibidor de la monoaminooxidasa (IMAO) como
moclobemida y tranilcipromina en forma crénica aumentan el nivel del neurotransmisor no-
radrenalina (NA) en las neuronas del sistema simpatico, tal que la posterior administracion de
aminas de accion indirecta como pseudoefedrina (descongestivos, broncodilatadores), de
agonistas alfa-1 como fenilefrina (descongestivo), o del precursor de dopamina levodopa
(antiparkinsoniano) pueden desencadenar una crisis hipertensiva, por lo que debe evitarse el
uso simultaneo con un IMAO. En la actualidad, los IMAO han sido reemplazados por otros
antidepresivos tales como los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS)
debido a su potencial riesgo de interacciones.

- Los bloqueantes-beta (propranolol, nadolol, timolol) pueden aumentar la respuesta pre-
sora a fenilefrina por un mecanismo auin no claro. Se aconseja precaucién en la asociacién.

- La administracion de propranolol, timolol o nadolol (bloqueantes 1 y B2) a pacientes
tratados con metildopa (agonista alfa-2) puede originar aumento de la presién arterial por su-
ma de la accién vasoconstrictora a2-adrenérgica no contrarrestada por la accién 2 vasodilata-
dora. Por ello, se aconseja que si un paciente debiera adicionar un bloqueante 8 a metildopa o
clonidina, lo haga reduciendo las dosis de ambos farmacos durante un periodo de adaptacion.

- La suspension brusca de clonidina en un hipertenso tratado con propranolol u otro blo-
queante beta puede originar una hipertensién rebote muy marcada por una respuesta a2-
adrenérgica exagerada al no compensarse con la accién vasodilatadora 32. Debe suspenderse
antes el propranolol que la clonidina, o mejor reemplazarlo por carvedilol (bloqueante alfa/beta).

- Las aminas indirectas anfetaminas, y pseudoefedrina potencian sus efectos hipertensi-
vos en forma riesgosa, entre si o con antidepresivos triciclicos y con IMAOs. Asimismo, pueden
potenciar la vasoconstriccion periférica con la consecuente isquemia por el uso con el antimi-
grafoso ergotamina.

b- Potenciacion de la hipotension

- Los diuréticos como furosemida, hidroclorotiazida o clortalidona potencian la accién hipo-
tensora de los antihipertensivos de cualquier mecanismo (inhibidores de la ECA, ARAII, ago-
nistas a2, beta-bloqueantes y antagonistas calcicos independientemente de sus mecanis-
mos, porgue son muy natriuréticos, con lo que causan reduccion de la volemia a corto plazo y
vasodilatacién leve en modo crénico.

- Las fenotiazinas y otros antipsicoticos (clorpromazina, tioriazina, haloperidol) y los
antidepresivos triciclicos (imipramina, amitriptilina, etc.) o el nuevo antidepresivo bloqueante
alfa-2 y alfa-1 mirtazapina, potencian la accién de los diversos grupos de antihipertensivos,
debido a sus respectivos efectos colaterales alfa-bloqueantes.

- Las benzodiazepinas, los barbituricos y los anestésicos locales (vias raquidea y

peridural) y generales potencian la accién de farmacos hipotensores (prazosin, vasodila-
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tadores, bloqueantes de calcio) porque bloquean la conduccién axénica en fibras simpa-

ticas preganglionares.

c- Antagonismo de la hipotension

- Todos los AINES y especialmente los mas potentes, siguiendo el orden creciente de poten-
cias como: ibuprofeno, meloxicam, diclofenac, salicilatos, indometacina, piroxicam, y otros
se oponen a la respuesta antihipertensiva de diuréticos, IECA como enalapril, ARAIl como
losartan, beta-bloqueantes como carvedilol, nebivolol, atenolol, metoprolol, propranolol u
otros antihipertensivos, por inhibir la sintesis de prostaglandinas en los tdbulos renales, las
cuales regulan el transporte de CI', Na* y el flujo renal y consecuentemente la volemia.

- Los estrogenos y progestagenos (tipicos de los anticonceptivos orales) elevan la re-
nina plasmatica y promueven la retencion de sodio y agua, por lo que se oponen a los efectos
de los farmacos antihipertensivos.

- Los glucocorticoides suelen tener asociada una actividad mineralocorticoide, por la cual
retienen Na* y agua, disminuyendo la accion natriurética de los diuréticos, y los efectos anti-
hipertensivos de cualquiera de los farmacos tratantes.

- Los antidepresivos triciclicos (desipramina, imipramina, amitriptilina) pueden oponer-
se al efecto antihipertensivo de la clonidina, posiblemente debido a que al inhibir la recapta-

cién de NA, la potencian en las sinapsis centrales o periféricas. Debe evitarse asociarlos.

Interacciones que afectan al funcionamiento cardiaco

a- Potenciacion de arritmias

- El diurético furosemida puede favorecer la aparicién de arritmias por digoxina, ya que és-
ta tiene bajo margen terapéutico y la hipopotasemia producida por el diurético favorece la gene-
raciéon de arritmias por sobrecarga de calcio y postdespolarizaciones.

- La estimulacién leve producida por las metilxantinas (teofilina, cafeina) que antagonizan al
receptor inhibitorio de adenosina, o la amina indirecta pseudoefedrina pueden potenciar una
arritmia promovida por uso crénico o sobredosis de digoxina.

- Los farmacos con actividad antimuscarinica (atropina, escopolamina, homatropina, ci-
clopentolato, fenotiazinas y antipsicéticos, quinidina, antidepresivos triciclicos) pueden
potenciar una arritmia promovida por uso crénico o sobredosis de digoxina, y atenuar la bradi-
cardia inducida por beta-bloqueantes y antagonistas calcicos.

- Los antiarritmicos de clase la (quinidina, procainamida, disopiramida) y en menor
medida los de clases lll (amiodarona y sotalol) prolongan el intervalo QT del ECG con riesgo
arritmogénico (de “torsade de points”) especialmente si se asocian a otros farmacos que tam-
bién lo prolongan (fenotiazinas como tioridazina, clorpromazina, haloperidol y droperidol,
antipsicéticos atipicos como clozapina, pimozida y olanzapina, antidepresivos como los tri-
ciclicos y citalopram, cisaprida, litio, eritromicina y otros macrdlidos, entre otros.
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- Los anticolinesterasicos edrofonio o heostigmina pueden potenciar los efectos muscari-
nicos de digital produciendo excesiva bradicardia.

- El relajante muscular succinilcolina potencia los efectos arritmogénicos de la digoxina.

b- Potenciacion de depresion miocardica

- Los antagonistas beta-adrenérgicos (propranolol), los bloqueantes de ca* (verapa-
mil, diltiazem) y los antiarritmicos flecainida, lidocaina, fenitoina, amiodarona y disopi-
ramida potencian la bradicardia producida por los efectos parasimpaticomiméticos indirectos
de digoxina, produciendo riesgo de bloqueo cardiaco.

- La combinacién de dos o mas diversos antiarritmicos (amiodarona, propafenona, fle-
cainida, sotalol, propranolol, diltiazem, verapamil) entre si pueden promover la aparicion de
paro sinusal o arritmias, por lo que se aconseja especial y continua supervision médica.

- Los beta-bloqueantes (propranolol, atenolol, esmolol), los bloqueantes calcicos (ve-
rapamil, diltiazem) y los antiarritmicos de clases | (lidocaina, fenitoina, quinidina, propa-
fenona, flecainida) y lll (amiodarona, sotalol) pueden potenciar entre si sus efectos depreso-

res del ritmo y de la contractilidad miocardica.

Interacciones de farmacos con actividad anticolinérgica

- Los anticolinérgicos (homatropina, oxibutinina, tolterodina, hioscina u otros) poten-
cian sus efectos periféricos (constipacion, xerostomia, taquicardia, cicloplejia) y centrales (se-
dacion) por accion de los antihistaminicos de primera generacion (difenhidramina, clorfe-
niramina, dimenhidrinato, prometazina) dado que este grupo de farmacos también posee
actividad antimuscarinica.

- El uso de anticolinérgicos sistémicos (por ej. orfenadrina, trihexifenidilo, homatro-
pina, hioscina, propinoxato) debe evitarse en pacientes tratados con fenotiazinas o con
antidepresivos triciclicos, porque éstos farmacos también tienen efecto antimuscarinico, y
se desencadenan efectos aditivos como estrefiimiento, dolor y distension abdominal o ileon
paralitico. Posiblemente se desencadena rubor y golpe de calor y disminucion de los efectos
extrapiramidales.

- La administracién de amantadina en pacientes parkinsonianos tratados con trihexifenidi-
lo potencia los efectos anticolinérgicos como confusion y alucinaciones.

- Los farmacos con accién anticolinérgica como los antihistaminicos de primera genera-
cion (difenhidramina, dimenhidrato) deben utilizarse con precaucion en pacientes tratados
con el antipsicotico levomepromazina porque se producen efectos extrapiramidales.

- Los bloqueantes colinérgicos nicotinicos relajantes del musculo esquelético (rocuro-
nio, mivacuronio) potencian el bloqueo al tratarlo con los antibiéticos aminoglucésidos via
IM (kanamicina, gentamicina, etc.) por lo que deben administrarse con suma precaucion en

el post-operatorio.
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Interacciones entre farmacos depresores centrales

a- Potenciacion de efectos depresores

- Los diversos farmacos sedantes como fenobarbital, benzodiazepinas, fenotiazinas, fe-
nitoina, clonidina, antidepresivos triciclicos, IMAO’s, antihistaminicos de primera gene-
racion, antimuscarinicos y alcohol, potencian los efectos depresores centrales entre si ya
que todos disminuyen el alerta y la coordinaciéon motora.

- Los anticolinérgicos (ciclopentolato, homatropina, trihexifenidilo) potencian los efec-
tos de hiperpirexia, confusion, alucinaciones, y efectos extrapiramidales en pacientes premedi-
cados con el antipsicético levomepromazina.

- Dosis téxicas de antidepresivos triciclicos pueden potenciar el efecto de depresion cen-
tral y respiratoria de los barbituricos.

- El aleohol potencia la depresién central producida por barbituricos, sedante-hipnéticos
o antiepilépticos, o por benzodiazepinas.

- El alcohol aumenta sus efectos nocivos sobre la funcion motora (temblor, incoordina-
cion) cuando el paciente esta medicado con los antidepresivos mas sedantes amitriptilina
y doxepina.

- La amantadina y la levodopa sinergizan sus efectos antiparkinsonianos, ya que la prime-
ra libera DA y la segunda es precursor de su sintesis.

- Los anestésicos generales sinergizan sus efectos depresores centrales con otros sedan-
tes como fenotiazinas, benzodiazepinas y barbituricos (por lo que esto se aprovecha em-
pledndolos como auxiliar o inductor de la anestesia para reducir la dosis anestésico ademas de
sus efectos diversos).

- Los relajantes neuromusculares (succinilcolina) tienen sinergismo con los anestésicos
generales (sevoflurano, enflurano y halotano) en el bloqueo neuromuscular.

- Los anestésicos generales halogenados (halotano, enflurano, etc.) sensibilizan al co-
razon a los efectos de adrenalina o de beta-bloqueantes.

- El uso de anticolinérgicos (por ej. orfenadrina, trihexifenidilo) debe evitarse en pacien-
tes tratados con fenotiazinas (tioridazina, clorpromazina, etc.) con haloperidol o con nue-
vos antipsicoticos como olanzapina, porque se desencadenan efectos aditivos como estrefii-
miento, dolor y distensién abdominal o ileon paralitico, y posiblemente golpe de calor y dismi-

nucion del efecto antipsicoético y de los efectos extrapiramidales.

b- Antagonismo de efectos centrales

- Los antipsicoéticos tipo fenotiazinas (clorpromacina, tioridazina, trifluorperazina, etc.) o
el haloperidol antagonizan los efectos antiparkinsonianos de levodopa ya que los primeros
inhiben al receptor dopaminérgico.

- Las anfetaminas, pseudoefedrina y otros estimulantes menores (cafeina, teofili-

na) se oponen al efecto de sedantes y ansioliticos, y particularmente del haloperidol (an-
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tipsicotico), No asociar en pacientes psicoticos. El haloperidol es Gtil para contrarrestar la
toxicidad de anfetaminas.

- La administraciéon del sedante diazepam o el anticonvulsivante fenitoina disminuye la
accion de levodopa, con empeoramiento del Parkinson y contribuye a signos de amnesia (no

se conoce el mecanismo).

Interacciones asociadas a estimulacion central

a- Potenciacion de la estimulacion central

- Ante el uso de antidepresivos triciclicos o ISRS en pacientes epilépticos se requiere
aumentar la dosis de fenitoina u otro anticonvulsivante ya que los antidepresivos reducen el
umbral convulsivo.

- Los IMAO’s pueden aumentar la accién antiparkinsoniana de levodopa ya que potencian
el nivel central de dopamina, pero también potencian las acciones periféricas de hipertension,
taquicardia y palpitaciones.

- Los antidepresivos triciclicos, los ISRS y los IMAO’s potencian sus acciones centrales y
periféricas dando lugar al “sindrome de serotonina” que se manifiesta con hiperpirexia, temblor,
excitacion, convulsiones y coma, especialmente a dosis altas y/o por via parenteral. Se agrava
si se administran anfetaminas o pseudoefedrina, produciendo cefaleas, vomitos, excitacién o
irritabilidad e hipertension.

- El uso de pseudoefedrina como anticongestivo durante el tratamiento antiasmatico con

teofilina potencia la excitacién central o psiquica y el insomnio.

b- Antagonismo de la estimulacion central

- Las fenotiazinas (clorpromazina, tioridazina, trifluorperazina) y el haloperidol antago-
nizan las acciones estimulantes (conducta y emesis) de levodopa y de agonistas dopaminérgi-
cos como bromocriptina, cabergolina y pergolida, por actuar ambos en forma opuesta sobre
los receptores dopaminérgicos en las vias dopaminérgicas de conducta y en la zona quimiore-

ceptora gatillo. Esto se aprovecha terapéuticamente para reducir efectos adversos

Interacciones de los anticoagulantes orales y antiagregantes

Es necesario advertir a los pacientes anticoagulados que deben comunicar el agregado o
suspension de cualquier otro medicamento, incluso los de venta libre o alimentos, ya que pue-
den potencialmente ocurrir interacciones. Muchas de ellas son de tipo farmacocinético y se han
visto anteriormente (con salicilatos, sulfamidas, rifampicina, entre otras). Aqui repasaremos las

de origen farmacodinamico.
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a- Potenciacion de la anticoagulacion

- Las cefalosporinas potencian las acciones anticoagulantes de warfarina y acenocuma-
rol, ya que las cefalosporinas suman acciones inhibitorias de la epoxidacién de la vitamina Ky
carboxilacion simultdnea de los factores de coagulacion, a los efectos anti-vitamina K de los
anticoagulantes orales (ACQO), con el consecuente riesgo de hemorragia.

- Los farmacos antiagregantes plaquetarios (aspirina, ticlopidina, clopidogrel, abciximab)
pueden potenciar el riesgo de hemorragia de un ACO.

- El antihiperlipidémico clofibrato potencia el efecto anticoagulante de warfarina y dicuma-
rol ya que acelera la renovacién de factores de la coagulacion e inhibe la funcién plaquetaria.
Debe evitarse el tratamiento simultaneo, o ajustar la dosis de clofibrato.

- Los antibidticos aminoglucésidos (gentamicina, estreptomicina) y el cloranfenicol
pueden potenciar los efectos de los anticoagulantes orales especialmente si hay deficiencia
de vitamina K en la dieta, ya que inhiben la produccion de vitamina K por las bacterias intesti-
nales dando hipoprotrombinemia.

- Los glucocorticoides promueven la aparicion de hemorragias en pacientes tratados con
anticoagulantes orales, ya que disminuyen la formacién de factores de la coagulacién por
aumentar su catabolismo y tienen actividad fibrinolitica. Si inducen ulceracion gastrointestinal,
pueden aumentar el potencial hemorragico de los anticoagulantes orales a nivel gastrointesti-
nal. Puede requerirse ajuste de la dosis del anticoagulante.

- Los estrégenos de los anticonceptivos orales pueden alterar la respuesta anticoagulan-
te, requiriéndose ajuste de dosis, ya que los estrégenos son procoagulantes por aumentar la
sintesis de factores de la coagulacién y disminuir a la antitrombina IIl.

- Las hormonas tiroideas aumentan el catabolismo de los factores de la coagulacién de-
pendientes de vitamina K, por lo que se potencia la anticoagulacion y se requiere reducir la
dosis anticoagulante en pacientes que requieren reposicion tiroidea.

- La heparina IV o la reviparina pueden prolongar ain mas el tiempo de protrombina dando
valores erréneos para la seleccion de la dosis de anticoagulante oral.

- Los AINES como indometacina y aspirina (no selectivos para COX-1 y COX-2) son ulce-
régenos y pueden inhibir la funcién plaguetaria (antiagregantes), por lo que potencian la accién
de los anticoagulantes orales, especialmente la hemorragia gastrointestinal.

- El metotrexato inhibe la sintesis de factores de la coagulacién e interfiere en la funcién
plaquetaria, por lo que potencia la accién de los anticoagulantes orales y de antiagregantes.

- La vitamina E (alfa-tocoferol, antioxidante) potencia la hipoprotrombinemia producida por
anticoagulantes orales por interferir con el efecto de la vitamina K en la produccién de factores

de coagulacion. Debe evitarse el tratamiento con vitamina E en pacientes anticoagulados.

b- Inhibicion de la anticoagulacion
- El exceso de ingesta de vitamina K en alimentos (espéarragos, col, lechuga, nabo, té ver-
de, espinacas, berros, tomate, café) puede inhibir la respuesta hipoprotrombinémica a los anti-

coagulantes orales (warfarina).
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- El retiro de barbituricos puede originar hemorragia en un paciente tratado con anticoagu-
lantes orales ya que se deja de activar el metabolismo de éstos. Evitar el uso de barbitaricos
en pacientes anticoagulados (Interaccion farmacocinética).

- La griseofulvina estimula el metabolismo hepatico de los anticoagulantes orales (inter-

accion farmacocinética).

Interacciones que afectan la glucemia

a- Potenciacion de la hipoglucemia

- La ingesta aguda de alcohol puede producir una reaccion de hipoglucemia grave en pa-
cientes tratados con un antidiabético especialmente si esta en ayunas, debido a la actividad
hipoglucemiante intrinseca del etanol (inhibe la gluconeogénesis) sumado a la interaccion far-
macocinética de que puede inhibir el metabolismo de los hipoglucemiantes orales.

- Los beta-bloqueantes (propranolol, esmolol, atenolol, etc.) retrasan la recuperacion de
la hipoglucemia inducida por insulina o por un hipoglucemiante oral (si el paciente permane-
ce largos periodos sin ingesta de alimento). Esto es debido a que los beta-bloqueantes impiden
el efecto hiperglucémico de la adrenalina liberada (que se ejerce en el receptor beta-
adrenérgico hepatico y se traduce en gucogenolisis). Ademas, inhiben la respuesta de taqui-
cardia (por bloqueo del beta-1 cardiaco) que alerta al paciente de la hipoglucemia. Mas croni-
camente y en los no-selectivos, los beta-bloqueantes inhiben la liberacién de insulina (bloqueo
beta-2 en islotes pancreaticos), pueden producir un pico hipertensivo debido al bloqueo beta-2
de vasos estimulados por la adrenalina liberada, y pueden deteriorar la circulacion periférica en
extremidades. Se recomienda reemplazarlos por otro bloqueante beta-1 selectivo (atenolol,
metoprolol) y advertir de la falta de la sefal de taquicardia, aunque si persistira la sudoracién
aumentada tipica de la hipoglucemia para alertarlo.

- Los salicilatos potencian la hipoglucemia porque sensibilizan a las células beta del pan-
creas a la insulina y potencian su secrecion.

- Los inhibidores de la ECA potencian la hipoglucemia producida por las sulfonilureas, por
un mecanismo desconocido.

Consultar las interacciones farmacocinéticas de los hipoglucemiantes orales en el inicio de

este capitulo

b- Inhibicién de la hipoglucemia

- Los diuréticos tiazidas ejercen un efecto diabetégeno debido en parte a la deplecion de
potasio y la hiponatremia que causan una reduccién de la secrecién de insulina. Debe contro-
larse la glucemia en pacientes diabéticos tratados que reciben tiazidas crénicamente.

- Los glucocorticoides y los anticonceptivos orales con alta dosis de estrégeno provo-
can hiperglucemia y resistencia a la insulina, por ser catabdlicos, lo cual podria requerir ajuste
de la dosis del hipoglucemiante.
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- Farmacos como fenitoina, clonidina, bloqueantes de calcio producen hiperglucemia al
inhibir directamente la liberacion de insulina por sus mecanismos respectivos (estabilizante de
membranas por bloqueo de canales de sodio, agonista alfa-2 adrenérgico hiperpolarizante y

bloqueo de la entrada de Ca** a la célula pancreatica, todos reductores de la exocitosis).
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