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El objetivo del presente trabajo ha sido investigar las alte-
raciones producidas en la contractilidad muscular de tiras de
diafragma procedentes de cobayos sensibilizados (CS) activa-
mente con albimina sérica bovina y su modificacion tras el
tratamiento con teofilina (TE) y cafeina (CA).

La respuesta contrdctil obtenida fue significativamente ma-
yor en las tiras procedentes de CS (122 + 13 mg F) que en las
de cobayos normales (CN) (84 + 7 mg F). Esta respuesta no
se vio modificada en ninguno de los dos preparados por la
presencia de verapamil y se redujo de forma similar en ambos
(72 % y 73 %) cuando utilizames dantroleno sédico. En ausen-
cia de Ca2* libre extracelular, la contractilidad diafragmdtica
disminuyé un 44 % en los CS frente a un 19 % en los CN.

El tratamiento con TE produjo aumentos similares de la
fuerza contrictil en CN (65 + 10 %) y CS (71 *+ 13 %) mien-
tras que fue significativamente mayor en las tiras de CS (145
+ 22 ys 105 + 13) tratadas con CA. Estas respuestas iinica-
mente disminuyeron en los CS en ausencia de Ca2* extrace-
lular.

Concluimos: 1) el modelo de sensibilizacién utilizado pro-
duce una hiperreactividad del diafragma, dependiente en parte
del Ca?+ extracelular; 2) la sensibilizacién aumenta el efecto
de CA pero no de TE sobre la contractilidad diafragmatica; y
3) el aumento de contractilidad inducido por TE y CA, presen-
ta una mayor dependencia del Ca2+ extracelular en los prepa-
rados sensibilizados.
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Study of diaphragmatic contractility in a model
of experimental asthma. Effects
of methylxanthines

The aim of this study was to investigate contractile altera-
tions in diaphragmatic muscular strips of guinea pigs actively
sensitized with bovine serum albumin and the response of
such preparations to treatment with theophylline and caffeine.
Contractile response was significantly greater in strips from
sensitized guinea pigs (122 *+ 13 mg F) than in those from
normal animals (84 + 7 mg F). Contractile response was not
modified by verapamil in either of the two groups of guinea
pigs but it decreased in a comparable degree in both groups of
preparations when exposed to sodium dantrolene. In absence
of extracellular free Cat+, diaphragmatic contractility de-
creased by 44% in sensitized animal and by 19% in
controls. Treatment with theophylline induced similar con-
tractile increases in controls (65 + 10 %) and sensitized ani-
mal (71 *+ 13 %), whereas treatment with caffeine evoker
greater contractile response in sensitized guinea pigs than in
controls (145 * 22 vs 105 + 13). These responses decreased
only in sensitized animal in absence of extracellularCa++.

We conclude: 1) the present model of sensitization produces
a diaphragmatic hyperreactivity which depends in part on
extracellular Ca*+*; 2) sensitization enhances the effect of
caffeine but not theophylline od diaphragmatic contractility;
and 3) the increase in contractility induced by theophylline
and caffeine has a greater dependence on extracellular Ca*+ in
sensitized preparations.

Introduccién

La hiperreactividad bronquial inespecifica es uno
de los hechos m4ds caracteristicos de los pacientes con
asma!, y el estudio de su patogenia constituye hoy uno
de los apartados que mayor atencién despierta entre
los investigadores interesados en esta enfermedad. El
analisis de la morfologia de las curvas dosis-respuesta
que se obtienen tanto in vitro, en los preparados de

El presente trabajo de investigacién ha sido financiado con fondos
procedentes de la beca de ayuda a la investigacion SEPAR-Abellé
convocatoria del afio 1987 y el proyecto 88/1950 del FIS/SS
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musculo liso de animales sometidos a diversos mode-
los de asma experimental, como in vivo, en el indivi-
duo asmadtico tras la exposicién a metacolina o hista-
mina, ha puesto de manifiesto que existe, al menos en
parte, un fenédmeno de hipersensibilidad postjuncio-
nal?, Este tipo de hipersensibilidad sugiere la existen-
cia de alteraciones celulares producidas en un nivel
posterior a la interaccion del farmaco agonista con su
receptor?.

Uno de los supuestos mds atrayentes para explicar
este mecanismo productor de hiperreactividad, lo
constituye la hipétesis del calcio, descrita inicialmente
por Middleton* y desarrollada posteriormente por di-
versos grupos de trabajo en modelos animales de
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asma alérgico®’. Segun esta hipdtesis, la sensibiliza-
cién condiciona una mayor biodisponibilidad del cal-
cio (Ca?) libre intracelular, que en definitiva seria el
responsable ultimo del aumento de la contractilidad?®.

Sin embargo, la existencia de una hiperreactividad
inespecifica en el arbol bronquial no implica que las
modificaciones inducidas por la sensibilizacién que-
den limitadas unicamente al musculo liso de la via
aérea, de ahi que su estudio en otros sistemas también
involucrados en las enfermedades pulmonares, como
son los musculos respiratorios y especialmente el dia-
fragma, constituya un objetivo de indudable interés.

Por otro lado, al estudiar los efectos de las metilxan-
tinas en la mecdnica pulmonar, algunos autores’® su-
gieren que el efecto broncodilatador puede no estar
relacionado con la accién directa del farmaco en el
miusculo liso de la via aérea mientras que otros!'®
establecen que su efecto clinico beneficioso se debe a
su accion inotrdpica positiva sobre los musculos respi-
ratorios. En este sentido, en trabajos previos realiza-
dos en nuestro laboratorio!! hemos visto que estas
sustancias potencian la contractilidad diafragmadtica
al aumentar la biodisponibilidad del Ca?* intracelular.
Sin embargo, es un hecho aun desconocido la forma
en que la sensibilizacién pueda también afectar la
respuesta obtenida con las metilxantinas.

Asi pues, el objetivo del presente trabajo ha sido
estudiar las alteraciones producidas por la sensibiliza-
cion en la contractilidad del musculo diafragmaético
de cobayo y en el caso de que éstas existieran, analizar
si se modifican tras el tratamiento con las metilxan-
tinas.

Material y métodos

Se utilizaron 48 cobayos adultos de ambos sexos, con un peso
medio de 350-400 g, distribuidos aleatoriamente en dos grupos:
control (24) y sensibilizado (24). El proceso de sensibilizacién se
realiz6 de la siguiente forma: el primer dia se inyectaron por via
subcutdnea coadyuvante completo de Freund (0,25 ml) y albumina
sérica bovina (ASB) (1,25 pg/g de peso, disuelta en 0,25 ml de suero
fisiolégico); los dias tercero y quinto se administraron, via intramus-
cular, las mismas cantidades de coadyuvante completo y ASB. El
grupo control se sometié al mismo protocolo pero unicamente se
empled en el pretratamiento suero fisiolégico.

Transcurridos de 21 a 25 dias, los animales fueron sacrificados
mediante un golpe en la regidn retrocervical y desangramiento rapi-
do posterior y el diafragma, cuidadosamente disecado a partir de sus
inserciones costales, lumbares y xifoideas, se deposit6 en una placa
de Petri con solucidn nutricia de Krebs-Henseleit (CINa: 137 mM,
CIK: 4 mM, CiMg: 1 mM, POH,K: 1 mM, CO;HNa: 12 mM,
Cl,Ca: 2 mM, glucosa: 6.5mM), burbujeada con carbégeno (95 % O,
y 5 % CO,) y mantenida a temperatura ambiente (20°-21° C) y pH de
7,4-7,6.

Inmediatamente después, y mediante el empleo de una lupa bino-
cular, se obtuvieron tiras de diafragma costal de aproximadamente
0,5 mm de grosor y 1,5 cm de longitud. Estas tiras se colocaron en el
interior de una copa de bafio de organos, aforada en 10 ml de
solucién nutricia, mantenida a 37° C y burbujeada continuamente
con carbdgeno, donde quedaron sujetas por un extremo distal a un
punto fijo (gancho terminal del electrodo) y por otro, a un transduc-
tor isométrico tipo Hewlett-Packard FTA 100-1, provisto de un
tornillo micrométrico de precisién FTA 1011. El transductor se
conectd a un registrador modular bicanal Phillips PM-8222, a través
de un amplificador Hewlett-Packard 8805B.

La tension éptima inicial, calculada previamente, fue de 500 mgr.
Tras un periodo de estabilizacién de 30-60 min, la longitud del

250

preparado fue ajustada nuevamente a la longitud a la cual la respues-
ta contrdctil fue maxima.

Para la produccién del estimulo contréctil, se utilizé la estimula-
ci6n eléctrica de campo empleando dos electrodos de acero inoxida-
ble en forma de anillo, montados sobre una superficie aislante de la
varilla metadlica y dirigidos perpendicularmente a los dos extremos
de la tira de diafragma; en todo momento se procurd que no existie-
ra contacto alguno entre el reactivo bioldgico y los electrodos. Me-
diante un estimulador Grass S-88, se aplicaron estimulos simples
rectangulares, tres por minuto, de 0,2 ms de duracién y frecuencia
de | Hz, siguiendo el modelo descrito por Viires et al!2. La prepara-
cion se sometid a incrementos sucesivos de intensidad de corriente
hasta alcanzar el adecuado valor supramaximal en la correlacién in-
tensidad-fuerza.

Aproximadamente 30 min después de conseguir un registro basal
estable, se procedio a la realizacion de los siguientes protocolos
experimentales, tanto en los reactivos procedentes de cobayos nor-
males como sensibilizados:

A. Estudio de la respuesta contractil en ausencia y presencia de:
1) fairmacos que actian bloqueando la transmision neuromuscular
como son: neostigmina (10-3 M), pancuronio (10-4 M) y tetrodotoxi-
na (TTX) (10-6 gr/ml); 2) antagonistas del Ca?* extracelular como
verapamil (VP) (10-5 M); y 3) dantroleno sédico (DS) (5x 1076 M),
farmaco inhibidor de la liberacién del Ca2* intracelular unido a la
membrana del tibulo T.

B. Curvas dosis-respuesta acumulativas a teofilina y cafeina
(5% 105 a 5x 104 M) en ausencia y presencia de VP (10~5 M)
(tiempo medio de incubacién: 20 min)

C. Curvas dosis-respuesta acumulativas a teofilina y cafeina tras
un periodo de 15 min en solucién libre de Ca?*.

En las experiencias exentas de Ca2*, se eliminé del liquido nutri-
cio el Cl,Ca, siendo sustituido de forma equimolar con CIK 55 mM
y agregandose ademds como quelante dcido tetraetilenglicol (EGTA)
en una concentracién 0,1 mM.

Con el fin de comprobar el proceso de sensibilizacion se realizaron
una serie de experimentos adicionales utilizando, en este caso, como
reactivos farmacoldgicos, anillos traqueales procedentes de los mis-
mos cobayos, tanto normales como sensibilizados, que fueron prepa-
rados siguiendo la técnica descrita previamente por Foster et al.!3 La
adicién al bafio de una solucién de ASB (1 mg/ml), produjo unas
contracciones directas de 164 + 44 mgF/mg peso de los preparados
procedentes de cobayos sensibilizados mientras que no se obtuvo
respuestas tras el estimulo antigénico en los anillos traqueales obte-
nidos de cobayos normales.

Las curvas dosis-respuesta obtenidas, se cuantificaron expresando
la fuerza de contraccién (twitch tension) en mg de fuerza (mg F) o en
porcentajes sobre la contraccion basal; y la dosis, como logaritmo de
la unidad molar. Asimismo, se determinaron los efectos maximos
alcanzados (Emax) y las correspondientes concentraciones del ago-
nista que produjeron un 50 % del efecto mdximo y que se expresaron
como el logaritmo negativo de la concentracién eficaz 50 % (pD,).

El tratamiento estadistico de los resultados se realizo aplicando la
prueba 2 para comparacion de proporciones en muestras indepen-
dientes y la t de Student para muestras apareadas o no apareadas
segln los casos. El nivel de significacion fue establecido en 0,05.
Todos los resultados se expresan como X * EEM.

Los productos utilizados fueron: cafeina y teofilina, bases anhidri-
das (Sigma Chemical Company); clorhidrato de verapamil (Knoll
Industria); dantroleno sédico (Alonga Lab. Lafarquin S.A); bromuro
de pancuronio (Organon Espafiola SA); sulfato de neostigmina (Ro-
che SA); albumina sérica bovina (Sigma Chemical Company) y
coadyuvante completo de Freund (Difco).

Resultados

1) Efectos producidos por el proceso de sensibiliza-
cion en la contractilidad diafragmadtica.

La respuesta contréctil inducida por la estimulacién
eléctrica fue significativamente mayor (p < 0,05) en
las tiras de diafragma procedentes de cobayos sensibi-
lizados que en las obtenidas de cobayos control (122
+ 13 mg Fy 84 * 7 mg F, respectivamente); en
ningun caso, estos valores se vieron modificados por
la presencia de neostigmina, pancuronio o TTX.
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Fig. 1. Efectos de pancuronio (Panc 10-5 M), verapamil (VP 10-5 M), solucién
libre de Ca?* (sin calcio) o dantroleno sédico (DS 5 x 10-¢ M) sobre la contracti-
lidad diafragmdtica de cobayos normales y sensibilizados (* p < 0,05).

La adicién al bafio de dérganos de VP (10-> M) no
ocasion¢ modificaciones en ninguno de los dos tipos
de preparados (control y sensibilizado) mientras que
la incubacién con dantroleno sédico (5 x 1075 M) pro-
dujo inhibiciones significativas tanto en los reactivos
de cobayos control (73 * 3 %) como en los sensibili-
zados (72 *+ 6 %). Sin embargo, en ausencia de Ca?*
extracelular la contractilidad diafragmatica disminu-
y6 de forma mas significativa en las tiras de cobayos
sensibilizados (44 = 4 %) que en las de controles (19
+ 3%) (p < 0,05) (fig. 1).

2) Estudio del efecto contrdctil de las metilxantinas
en los modelos sensibilizados.

La adicidn al baiio de dosis crecientes de teofilina,
aumenté de forma similar las respuestas contrdctiles
evocadas por la estimulacion eléctrica en las tiras de
diafragma de cobayos control (65 + 10 %) y sensibili-
zados (71 *= 13 %). Por el contrario, los incrementos
producidos por cafeina fueron mayores en las tiras de
cobayos sensibilizados (145 + 22 %) que en las obte-

nidas de cobayos control (105 * 13 %) (p < 0,05) (fig.
2). Estos resultados no se vieron modificados por la
presencia de VP (103 M) mientras que si que dismi-
nuyeron de manera significativa en los cobayos sensi-
bilizados, tanto para cafeina como para teofilina,
cuando éstos se obtuvieron en ausencia de Ca®* extra-
celular (tabla I).

Discusién

Los resultados obtenidos en la primera parte del
presente trabajo, muestran la existencia de una hipe-
rreactividad del musculo diafragma en cobayos acti-
vamente sensibilizados con ASB. Este hecho confirma
nuestro supuesto inicial segun el cual la sensibiliza-
cién podria ocasionar una mayor capacidad de res-
puesta a estimulos contracturantes, no sélo en el
musculo liso traqueal'# o en tiras de parénquima pul-
monar'® sino también en otros sistemas, vgr los
musculos estriados respiratorios.

Ciertamente, la aparicion en el asma de hiperres-
puestas mads alld del territorio pulmonar ya habia sido
recogido con anterioridad por otros investigadores
que observaron, en pacientes con asma atopico, un
aumento de la respuesta pupilar y vascular cutdnea
frente a estimulos a-adrenérgicos!s., Para estos auto-
res, estas alteraciones indicarian la existencia de un
desequilibrio en el sistema nervioso autondmico con
una mayor expresién de los sistemas estimuladores
(constrictores) en detrimento de los inhibidores (dila-
tadores). Mds recientemente, Palewsky et al'’7 han
demostrado un aumento en la actividad del nervio
frénico tras la broncoprovocacion, en perros sensibili-
zados con antigeno de Ascaris suun. Sin embargo, que
nosotros sepamos, no existen hasta la fecha estudios
referenciados en la literatura sobre modificaciones en
el propio musculo estriado de animales sensibilizados.

En nuestra opinidn, los hallazgos aqui obtenidos no
pueden ser atribuidos a un desequilibrio en el sistema
nervioso auténomo, ya que las fibras musculares es-
triadas carecen de este tipo de inervaciéon. Tampoco
creemos que estén ocasionadas por aumentos en la

TABLA 1
Incrementos de la fuerza contrdctil diafragmadtica en cobayos normales y sensibilizados tras el tratamiento con teofilina
y cafeina. Modificacion por verapamil o solucién sin Ca2+

Normal Sensibilizado
N "o PD; S »D;

Cafeina

Control 12 106 + 14 3,73 £ 0,05 145 + 22* 3,63 + 0,02*
VP 109 6 106 *+ 20 3,74 £ 0,06 144 + 14 3,69 + 0,07
Sin calcio 6 134 + 9 3,73 + 0,05 117 + 22* 3,51 + 0,02*
Teofilina

Control 12 65 + 10 3,65 + 0,02 71 £ 13 3,70 £ 0,03
VP 10°M 6 78 + 4 3,64 + 0,03 79 + 6 3,61 £ 0,04
Sin calcio 6 54 + 16 3,67 £ 0,11 40 + 8* 3,50 + 0,01*

E. max: efecto mdximo, expresado en porcentaje de incremento sobre su valor basal; pD,: logaritmo negativo de la concentracién eficaz 50 % del agonista en mol/L;

N: nimero de experiencias; VP: verapamil.
*p < 0,05 entre normal y sensibilizado.
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Fig. 2. Curvas dosis-respuesta acumulativas
de cafeina (A) y teofilina (B) obtenidas en
100 diafragmas de cobayos normales (@) y sensi-
150 . bilizados (O) (* p < 0,05).
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transmisién nerviosa, puesto que estas hiperrespues-
tas no se modificaron por la presencia de neostigmina,
pancuronio o TTX, fdrmacos que como ya se indicé
bloquean la conduccién neuromuscular. Todo ello,
nos hace pensar que el aumento de contractilidad
observada sea debido a alteraciones producidas en las
propias fibras del musculo diafragma. La cuestion a
resolver seria entonces ;a qué nivel, dentro de las
fibras, se localizan estas alteraciones?

En trabajos previos'!, hemos podido comprobar
como, la contraccién producida por estimulacion eléc-
trica sobre el diafragma de cobayos no sensibilizados
no se ve modificada por la ausencia de Ca?* extracelu-
lar ni por verapamil, mientras que si que disminuye
en presencia de dantroleno sodico; esto nos sugiere
que, en el diafragma y en condiciones normales, el
estimulo eléctrico actua sobre el Ca** unido a la mem-
brana interna del tibulo T, el cual, a su vez, ejerce de
elemento liberador del Ca* unido al reticulo sarco-
plasmico. El hecho de que, al menos en nuestras con-
diciones experimentales, los incrementos de la con-
tractilidad obtenidos en los preparados procedentes
de cobayos sensibilizados no se modifiquen por vera-
pamil y si por la ausencia de Ca?* extracelular, hace
pensar que la sensibilizacién produce un aumento en
la permeabilidad del sarcolema para los iones de Ca?*
a través de canales de Ca?* no voltaje-operados.

Para nosotros, esta mayor permeabilidad del Ca?',
originaria un incremento en la cantidad de i6n alma-
cenado en el reticulo sarcopldsmico a expensas de una
disminucién del Ca** unido a la superficie interna del
tubulo T. Ello justificaria, por un lado, el aumento de
contractilidad observado en los cobayos sensibiliza-
dos, y por otro, la mayor disminucion en ausencia de
Ca? libre en el medio asi como la similar efectividad
del dantroleno en ambos preparados.
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En la segunda parte del estudio, correspondiente al
efecto de las metilxantinas sobre los preparados sensi-
bilizados, pudimos observar que el tratamiento con
teofilina produjo un aumento de la contractilidad si-
milar al obtenido en cobayos normales, mientras que
la cafeina se mostré mas efectiva en los animales sen-
sibilizados.

La mayor potencia y eficacia observada para la
cafeina, no guarda relacién con un aumento en
la afinidad por unos posibles receptores, sino mds
bien es la consecuencia biolégica de una mayor capa-
cidad de penetracién celular de esta sustancia y, por
tanto, de actuacion sobre los mecanismos celulare
Ca’ dependientes'’. - :

Aunque el mecanismo exacto por el que las metil-
xantinas incrementan la contractilidad diafragmadtica
sigue siendo ain tema de controversia, la mayoria de
los estudios parecen indicar que su efecto ionotrépico
positivo se produce al favorecer la liberacién del Ca2*
unido al reticulo sarcopldsmico'®, a través de un me-
canismo no dependiente del Ca?* extracelular®. La
disminucién de efectividad observada para teofilina y
cafeina en presencia de una solucién libre de Ca* y la
falta de accién del verapamil refuerzan la idea antes
comentada sobre una posible disminucion del conte-
nido de Ca?* liberador en la superficie interna de la
membrana de los tibulos T de animales sometidos al
proceso de sensibilizacién.

Una vez llegados a este punto, y aun sabiendo que
es dificil trasladar al hombre las respuestas obtenidas
en la experimentacién animal, nos planteamos cudl es
el significado de nuestros resultados. A priori, el he-
cho de que la cafeina produzca incrementos mayores
de la contractilidad en las preparaciones de animales
sensibilizados podria parecer anecdético; sin embar-
€0, si esto mismo ocurriese en el hombre, su utilidad
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seria indiscutible dado que la cafeina o productos
similares podrian tener un efecto terapéutico mayor
en pacientes asmadticos, especialmente en aquellas si-
tuaciones clinicas que se acompaiian de fatiga muscu-
lar respiratoria.

En conclusion, los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio nos indican que: 1) el modelo de sensibi-
lizacién utilizado produce una hiperreactividad del
diafragma, dependiente en parte del Ca?* extracelular;
2) la sensibilizacién aumenta el efecto de cafeina, pero
no de teofilina sobre la contractilidad diafragmaética; y
3) el aumento de la contractilidad producido por las
metilxantinas presenta una mayor dependencia del
Ca’* extracelular en los diafragmas procedentes de
animales sensibilizados.
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