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Desde los trabajos iniciales de Ahl-
quist!, numerosas investigaciones se
han realizado para determinar las ca-
racteristicas fisiolégicas y farmacolé-
gicas de los receptores adrenérgicos
alfa y beta en las diversas estructuras
orgdnicas, tanto de preparaciones ais-
ladas in vitro como de organismos in-
tactos de varias especies animales.

En los bronquics, se ha sefalado la
presencia de receptores exclusivamen-
te tipo beta, cuya excitacién da como
resultado relajacién de la musculatu-
ra lisa con el consiguiente aumento
del calibre bronquial™. De acuerdo
con estas bases anatomo-fisioldgicas,
se ha determinado cualitativa y cuan-
titativamente el efectc bronco-rela-
jante de las aminas simpaticomiméti-
cas que tienen propiedades estimulan-
tes de los beta receptores. Segin los
resultados obtenidos con diferentes
técnicas experimentales, las mads ac-
tivas de estas sustancias, en orden de
potencia son: el iscproterenol, la adre-
nalina y la noradrenalina**.

Con el advenimiento de las drogas
blequeantes  beta-adrenérgicas, el
campo de investigacion se ha amplia-
do considerablemente. Por un lado, se

han estudiado las propiedades farma-
codindmicas de varios compuestos sin-
téticos correspondientes a esta catego-
ria de drcgas, de entre las cuales el
propranclol es la mds importante por
su alta potencia y por estar desprovis-
ta de acciones intrinsecas’.'’. Por otra
narte, se ha estudiado también el an-
tagonismo de estas drcgas frente a las
diversas prepiedades farmacodindmi-
cas de las aminas simpaticomiméticas
estimulantes de los beta-receptores™ ",
Investigacicnes recientes han demos-
trado que el prcpranolol presenta un
antagonismo cempetitivo frente a las
acciones hemodindmicas vy metaboli-
cas del iscproterenol'

El presente trabajo tuvo por objeto
investigar el efecto del propranolol so-
bre la musculatura lisa de la traquec
aislada de cobayo, tanto en condicio-
nes de tonicidad norma! como ue con-
traccidén espastice provecade por ac-
cién de la acetilcolina. Se verifico,
ademds, si el propranolcl presenta un
antagonismo de tipo competitivo fren-
te a la accion broncorelajante del iso-
proterenol, en las mismas condiciones
experimentales sefaladas anterior-
mente.



MATERIALES Y METODOS

Se utilizé la trdquea aislada de co-
bayo seglin ia técnica descrita en un
trabajo anterior!, Fueron empleados
cobaycs de 3C0 a 500 gm. de peso.
Una vez que el animal fue sacrificado
se retird la trdquea v se lg secciond
en forma espiral centinua nasta ob-
tener una cinta de 3 mm. de ancho
por 10 cm. de lengitud. Esta cinta
espiral fue doblada en su parte media
para. constituir una sola preparacién

de 5cm. Ta' cual fue inmedigtamente

cclocada en una cdmadra de perfusion
de 50 ml. de capacidad, con solucién
Tyrode a 37° C. y una mezcla de oxi-
geno al 959% con CO, al 5% a burbu-
jeamiento constante. (Fig. N® 1). El
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Fig. N? 1.—Doble segmento espiral de tra-

quea aislada de cobayo en la ca-
mara de perfusién, con solucién Tyrode a
2me ~

377 € (50 ml. de copdcided) v una mezcla
de 02 y CO, a burbujeamiznto constante.

extremo libre de este dchble segmento
fue conectado a una palanca de jns-
cripcion frontal, con una amplifica-
€ion equivalente a 15 para el regis-
tro de los movimientos de contraccidn
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o de relajacion en un quimaégrafo cuya
ve.ocidad fue de 4 mm. por minuto.
Por el tiempo de una hora se d=jd
a la preparacién bajo una tensién
equivalente a un scbrepeso de 5 gm.
y caca 15 minutos se efectud un re-
bio del liquido de perfusién. Lue-
go se retird dicho scbrepeso y se
> que la trédguea adquiera la
Dase correspondiente a su toni-
cided nermal, después de lo cual se
efectuaron los ensayos previstos me-
diante la adicién de las drogas al li-

‘quido de perfusién,

1

=

ECTO DEL PROPRANOLOL -

i

A —-PREPARACION EN ESTADO
DE TONICIDAD NORMAL: Determi-
da la linea base cerrespondiente al
estado de tonicidad nermal, en ensa-
yos individuales, se estudié el efecto
de las siguientes concentraciones de
prepranclol:2,5; 5; 10; 20 y 40 ng/
ml. Per el tiempo de 20 minutos se
observaron  posibles variaciones en
cuanto a la linea base de la prepara-
cion,

B.-~PREPARACION EN ESTADO
DE CONTRACCION ESPASTICA: De-
terminaca la linea kase se agfadid gl
liquide ce perfusion acetilcolina (con-
centracién final en el bafio: 1 x 107%)
con lo que se cbtuvo una contraccidn
maximal de cardacter estable y per-
manente mientras la preparacidén no
fue lavada'®. Schre esta nueva linea
base correspendiente al estado de con-
traecidn espdstica de la traquea se
procecio, ccmo en el caso anterior, a
prober el efecto de las mismas con-
centraciones de prepranolol: de 2,5 a
40 ng./ml. El tiempo de cbservacién
fue también de 20 minutos.

2.—ANTAGONISMO ENTRE PRO-
PRANOLOL E ISOPROTERE-
NOL:

- A—PREPARACION EN ESTADO
DE TONICIDAD NORMAL: Parqg es-



ANTACON!JMO

tos ensayos se utilizaron series de re-
lacidn dosis-efecto con n;cprotﬂrCnol

mediante “la ¢btencion en el liquido
de perfusién de concentraciones acu-
muladas vy crecientes - en progresion
qeomsrr.co Las desis respectivos fue-
ron afadidas cen intervalos de dos
minutos: B ensayes previos se esta-
biecicron Jos limites de la escala de

concentracicnes cumutadas - entre
1,25 v 640 ng/ml. ;

En primer: lugar, se efectud una se-
rie de contrel con las 5 primeras con-
centracicnes de la escala: 1,25; 2,5;
5: 10 y 20 ng/ml. Con esta daltima
concentracién sé chtuva en casi todas
las preparaciones un descenso equiva-
lente a 3,8 cm. en promedio, con res-
pecto a la linea base. Terminada esta
prueba se efectuaron lavados sucesi-
vos, con intervalos de 5 minutos hasta
o-bfener un retorno a la linea base ini-
cial.

Luego se ahadié al liguido de per-
fusidn la dosis de propranolol a en-
sayarse (ze utilizaron en pruebas in-
dividuales las siguientes cc,ncen*‘rmcmh
2, 555:400:20 v 40 . ng/m) ;| 5B
d2i6 la droga por un tiempo de 15 ‘mi-

nes.

nutos y a centinuacién se reptio la-

serie control inicial de relacion dosis-
efecto con isoproterenol, Cuando no
se chservd efecto alguno, se utiliza-

rcn en forma sucesiva las concentra--

cicnes ~immediatamente  superiores,
hosta obtener una broncorelajacién
equivalente a la producida por la se-
rie inicial. Obtenido este efecto se
procediéd a “lavar la prﬂparacién'du—
rante 30 minutos y se reptio la serie
de centirol- con lsoproferenoﬁ
veces como fue necesario, hasta obte-
ner una completa recuperacion, en
cuanto a la respuesta broncorelajante.
En cada caso se determind el tiempo
exacto requerido para obtener esta
recupzaracion

B.—PREPARACION EN ESTADO
DE CONTRACCION ESPASTICA: Se
determind previamente la linea base
correspondiente al estado de contrac-

tantas °
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cién maximal y espdstica por accién
de la acetiicolina y luege se procedid
como en-el caso anterior. Se etectud
una relacién acsis-efecto de isoprote-
renal con las 5 primeras conceniracio-
nes de una eszala ascendente eri pro-
aresidon gecmétrica cuyos limires es-
tuvieron entre 12,5 y 6,400 ng/m'.
Las 5 primieras-de estas concentracic-
res fueren utilizadas para la serie de
contral (de 12,5 a 200 ng/ml.) y las
restantes, para los ensayos en que se
administré  previamente propranolol,
segin el mismo sistema descrito an-
tericrmente.

Las concentraciones investigadas de
prepranolol fueron las mismas utili-
70’0:. con la preparacién en estado
de tonicidad nermal: de 2,5 a 40 ng/
ml. en progresién ascendente. Frente

a cada una de estas concentraciones

se determind el tiempo de recupera-
cién en cuanto al efecto broncorela-
jante del isoproterenol.

RESULTADOS

1 ——EFECTO DEL PROPRANOLOL:
Esta d-rc-ga no produjo efecto alguno

schbre la musculatura lisa de la tra-
queo aislada de cobayo, duronte el
tiempo de observacién que fue de 20
minttos. No se cbservd cenfraccion
ni relajacién de la preparacién en las
dos condiciones experimentales  esta-
do de tonicidad normal vy estado de
contraccion provocada por accién de
la aceti ’cclmo

2.~ ANTAGONISMO ENTRE PRO-
PRANOLOL E ISOPROTERE-
NCL:

A —PREPARACICN EN ESTADO
DE TONICIDAD NORMAL: En las se-
ries de dosis-respuesta de control con
iscproterenc! se observo que esta dro-
ga predujo, en forma general, una
disminucion del teno normal de b
musculatura lisa de la trdquea; dis-
minucién de tono traducida por un
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descenso en la curva de registro con
respecto a la linea base. Este efecto

fue proporcional a la concentracién

de la droga en el liquido de perfusién.
La relajacién mdxima se obtuvo, en

todas las preparacicnes, con la con-

centracién acumulada de 20 ng/ml.
y fue equivalente a 3,8 + 0,32 cm. de
descenso con relacion a la linea base.

El propranolo! antagonizé el efecto
broncorelajante del isoproterenol en
forma proporcional a la dosis emplea-
da. A medida que se aumenté la con-
centracion de draga antagonista fue
necesario utilizar concentraciones ca-
da vez mds altas de isoproterenal,
para cbtener una relajacién idéntica
a la obtenida en la serie de contral,
(Fig. 2). Asi por ejemplo, con !a
concentracién de 2,5 ng/ml. de pro-
pranolel fue necesario utilizar la si-
guiente serie de concentraciones acu-
muladas de isoproterenol: 2,5; 5; 10;
20 y 40 ng/ml. Con 5 ng. se em-
plearon de 5 a 80 ng/ml. y asi suce-

EXLD @

sivamente. Las concentraciones de
drocga agonista y antagonista que se
utlizaron en los diferentes ensayos se
resumen en la Tabla 1.

El efecto antcgénico del propranolol
fue, en general, de larga duracién.
Este efecto fue desapareciendo pro-
gresivamente a medida que se efec-
tuaron numerosos lavados de la pre-
paracion. Con la dosis minima de pro-
completa se observé luego de 3 horas
pranolol: 2,5 ng/ml. la recuperacion
y cen la concentracion maxima de 40
ng/mil. el tiempo fue de 18 horas.

B.—PREPARACION EN ESTADO
DE CONCENTRACION ESPASTICA:
Con la tréquea en estado de contrac-
cidn espdstica por accién de la acetil-
colina, la relacion dosis-efecto para el
iscproterenol efectuada con las con-
centraciones acumuladas de 12 a 200
ng/ml. se caracterizd por una curva
de relajacion pregresiva, que en su
grado maximo fue equivalente a 4,2

Bl TERED e, s Fiofeo]
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Fig. N® 2.—Trdquea aislada de cobayo. A: Relacién dosis-efecto con isoprote-

renol lageonista) y con la preparacion en estado de reposo. Las
concentraciores sen acumuladas y crecientes en progresién geométrica: de 1.2
a 20 ng/ml. B:'Luego de 15 minutos de la administracién de antagonista (pro-
pranclol 2,5 ng/ml.) las concentraciones necesarias de isoproterenol para obtener
idéntico grado de broncorelajacién que la serie de control, van de 2,5 a 40 ng/ml.
C: Después de 30 minutos de la administracién de propranolol vy de repetidos
lavados, las concentraciones de isoproterenol de la serie control (A) producen
un menor efecto broncorelajante. Linza inferior: sefial de tiempo cada 2 minutos.
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TABLA

ANTAGONISMO COMPETITIVO ENTRE ISOPROTERENOL Y PROPRANOLOL

Concentraciones acumuladas de droga cgonista (isoproterenol) requeridas para
neutralizar diferentes dosis de antagonista (propranolol) en traquea aislada
de cobayo mantenida en estado de tonicidad normal y en estado de contraccion
espasmadica por accidn de la acerilecolina (concentracién: 1 x 10°9) .

Concentracion de isoproteremol ™

Concentracién
de propranolol

Traquea en tono normal
Relajacién maxima: 3,8 cm.

Traquea en contraccidn
Relajacién maxima: 4,2 cm.

! 0 (control) De 0,00125 a 0,020 megm/ml. De 0,012 a 0,2 mecgm/ml.
| 2,5 ng/ml. De 0,0025 a 0,040 i i De 0,025 a 04 i 1
| 0.2, De 0,005 a 0080 | '+ De-D05 a 08 " i
10,0 N De 0,010 a 0,160 e De..010.- a1 1,6 o
200 De 0,020 - a'0820 & De 0,20 a 3,2 2
40,0 7 De 0,040 a 0,640 o De 0,40 a 6,4 -

* Las concentraciones anotadas de isoproterencl corresponden a los limites inferior y superior de

=

propranclel,

+= 04 cm. Del mismo modo que en
los ensayos anteriores, el propranolol
inhibié el efecto broncorelajante dei
iscproterencl en forma proporcional a
la concentracidon utilizada. Para ob-
tener una relajacién idéntica a la
observada en la serie de control fue
necesario emplear dosis progresiva-
mente mayores de drcga agonista a
medida que se aumenté la concentra-
cion de droga antagonista en el liqui-

5 concentraciones acumuladas y crecientes en progresion geométrica, frente a cada ensayo con

do de perfusién (Fig. 3). Las diver-
sas concentraciones que se utilizaron
para estos ensayos se resumen en la
Tabla .

La duracién del efecto antagénico
del propranclol fue, como en el caso
anterior, de larga duracién. El tiempo
de recuperacién varid entre 3 horas
para la concentracidn minima de 2,5
ng/ml. vy de. 15 horas para la con-
centracién maxima de 40 ng/ml.
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Fig. N® 3.—Tréquea aislada de cobayo. A: Relacién dosis-efecto de isoprote~

rencl con la trdguea en estado  de contraccién por efecto de la
acelcolina (1 x 10°%), Las concentraciones son acumuladas y crecientes en pro-
gresién gecmétrica: de 12 a 20 ng/ml. B: Luego de 15 minutos de la adminis-
tracién de proprenolel (40 ng/ml.} las concentraciones de isoproterencl para
obtener idéntico grado de broncorelajacién que la serie de control van de 400 a
6.400 ng/ml. C:'Después de 30 minutos de la administracion de propranclol y

de varios lavedos de fa preparacién, las concentraciones de la serie de control

{A) no preducen efecto relajante. Sefial de tiempo cada 2 minutos.

DISCUSION

El prepranolol, por si solo, en las
concentraciones investigadas de 2,5 a
40 ng/ml. no produjo cambios en la
tenicidad de la musculatura lisa de la
tréquea aislada de cobayo. No se ob-
servd contraccidn ni relajacién de la
preparacién en las dos condiciones ex-
perimentales estudiadas: estado de
tonicidad normal y estado de contrac-
cién espdastica por accién de la acetil-
colina. Este resultado estd de acuerdo
con las cbservacicnes de ctros auteores
en el sentido de que esta droga no
posee ccciones farmacodindmicas in-
trinsecas scbre estructuras inervadas
por el sistema simpatico, como sucede
con el dicloroisoproterenci! y el pro-
netalcl® que pertenecen también a la
categoria de drogas beta bloqueantes
adrenérgicas.

Para los ensayos de antagonismo
fue necesario verificar, en primer tér-
mino, si la respuesta al iscprotereno!
de esta preparacion aislada era cons-
tante y susceptible de wvaloracién
cuantitativa, tanto en condiciones de
tonicidad normal como de contraccion
espasmoddica. Las curvas de dosis-

respuesta en los ensayos de control
demostraron, en ambos cascs, una
caida pregresiva de la correspondien-
te linea base, a medida que ss au-
mentd acumulativemente la concen-
tracion de la drcga en el liquido de
perfusién. La concentracién tctal de
iscorotererol con la que se cbtuvo el
maximo efecto relajante fue de 20
ng/ml. en los ensayos con tonicidad
normal y de 200 ng/ml. o sea 10 ve-
ces mayor, en las pruebas con lg trd-
guea previamente contraida.

Segin lcs resultados cbtenidos en
el presente trabajo, el propranclol fue
capaz de antagenizar el efecto rela-
iante del iscpreterencl en la trdguea
cen su tenicided normal v también en
estado de centraccion  espasmdédica
provecada por la acetilcoling.  Sin
embargo, pudo cbservarse que con-
centraciones proporcionalmente ma-
yores de la droga agonista fueron ca-
paces de “sobreponer’”’ su efecto a la
accién inhibitoria del antagonista. En
consacuencia, las curvas de dosis-res-
puesta del iscproterenol fueron des-
plazadas en forma paralela y progre-
sivamente a lo derecha, a medida que
se aumentd la concentracion @ del



ANTAGONISMO ENTRE ISOPROTERENOL Y PROPRANOLOL ‘ 13

20W WB*A»»REMRACION EN REPOSO

vd nagb sd "« (Tonicidad normal)
£
“o1q lgpozoh Biodn NABVIEZ0GRC,
= o o R
*f“ § 25k 4 L e = 2 e
" 2 ¥ *4" e e
3 35 2 alsht: s
S 20p o i Pd P
w Ry - S~ S
3 /7 PTG ’ /
=3 = ’ ’
g 3 7 ) v 0
25k / . £
& of 2sf w0l a0 «of
wiok % i3 'a' (4 K * Propraneiol( nglcc)
o ’
Y e ! _','“ K 4 r
£ sk Vg ¢ S
= ] ] 5 s &
a v i o i i ’
I / . .
H Ul S L T T SO N |

L% 5 w0 20 40 80 160 320 60
CONCENT DE ISOPROTERENOL (ngfcc)

B:PREPARACION EN CONTRACCIOM
( Acetilcolina  1x10°6)

€
E
»

kL

Fnd 3 i A T e
ot td 4 L T S
3 . P2 B R AT
5 * - ”
= + ot 5 safs bt
= ] # R o p 4
< 4 .Y { P P
< 20 . / ’,i £ g
. #
H ¥ 7 s ¥
o v, + 7
g 18 7 e OGO Y A
° P ? ; e & ’
- ’ ’
. o s s/ 104" 20 404 propranciet (ngree)
w 10 ’ F g e 0
o s ’ ,.‘ ’
’ I , ’ ‘
H ! { & /
] s . LA ’
= r ’
= J £.057 s S A
i} A . 4 /
& d ’ ’
Y] R T R B e
O R L b i 5 i B " B < Y 1

CONCENT DE 1SOPROTERENCOL (mcgmicc)

Fig. N? 4.—Curvas de relacién dosis-efecto de isoproterenol (agenista), en trdquea
aislada de cobayo, antes y después de concentraciones progresivamente

crecientes de propranolol (antagonista) .

Cada curva corresponde al promedio de 5

ensayos individuales: A preparacion en estado de tonicidad normal y B: trédquea en

estado de contraccion por efecto de la acetilcolina (1 x 10 6),

Obsérvese el progresivo

desplazamiento hacia la derecha de las curvas de dosis-respuesta de la droga agonista,
a medida que se cumenta la concentracién de la droga antagonista.

propranclol. (Fig. N® 4). Este con-
junto de ““familias’ de dosis-respues-
ta, segln Aries vy Simonis'i, cons-
tituyen un modelo caracteristico de
antagonismo competitivo entre dos
sustancias. Lo cual en el presente
caso, significa que el aumento de la
concentiacién de iscproterenol en el
liguide de perfusién, siempre dio
como resultado el desplazamiento del
prepranolel de los receptores beta
adrenérgicos con la consiguiente apa-
ricién de la broncorelajacién.

Este mismo tipo de interaccion com-
petitiva ha sido demostrado en otras
acciones farmacodindmicas del iso-
proeterencl, tales como el aumento del
crenctrepismo e inctrepismo  cardia-
co", y el aumento de la glucosa y de
los dGcides grasos libres del plasmat®.
También existe evidencia de idéntico
tipo de antagonismo con respacto a la
vasodilatacion periférica'. Puede su-
ponerse entonces, que este antagonis-
mo competitivo no es referido exclu-
sivamente a un determinado sistema
anatdémico, sino que es comun a todas
las estructuras orgdnicas cuya activi-
dad fisiolégica o biequimica depende,
en ultimo término, de la estimulacion
de los receplores beta adrenérgicos.

RESUMEN

En la traguea aislada de cobayo,
seccichada en espiral continua, se in-
vestigd el efecto del propranolol y |
naturaleza del antagonismo entre esta
droga y el iscproterencl. Los ensayos
se efectuaron en dos condiciones ex-
perimentales: preparacion mantenida
en estado de tonicidad normal y en
estado de contraccion espasmédica
por acciéon de la acetilcolina.

El prepranolol, en embos casos, y en
concentraciones que oscilaron entre
2,5 v 40 ng/ml. no produjo contrac-
cién ni relajacién de la musculatura
lisa de la traquea, lo que confirma la
hipdtesis de carencia de actividad in-
trinseca de esta droga bloqueante beta
adrenérgica.

Para los ensayos de antagonismo se
efectuarcn curvas de dosis-respuesta
con isoproterencl, utilizando el siste-
ma de ccncentracicnes acumuladas y
crecientes en progresién geométrica
en el liquido de perfusion. Esta droga
produjo una relajaciéon proporcional a
la concentracién empleada. El efecto
maximo brencorelajante se chbtuvo con
la cencentracién final de 20 ng/ml.
para.la preparacién en reposo y de 200
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ng/ml. para lo preparacién - en con-
centracion espdstica. El propranolcl
fue capaz de antagonizar el efecto
relajante del iscproterenol; sin embar-
go, concentraciones proporcionalmen-
te mayores de esta Ultima droga anu-
larcn el efecto antagénico del propra-
nolol. En consecuencia, hubo un das-
plazamiento progresivo de las curvas
de dosis-respuesta de la drega ago-
nista en forma paralela y hacia la
derecha, lo que permite deducir la
existencia de un antagonismo de tipo
competitivo entre estas dos drogas,
similar al observado en otras acciones
farmacodindmicas del isoproterenol.

SUMMARY

The effect of propranolol and iso-
proterenol was investigated in the iso-
lated guinea pig’s trachea. Two ex-
perimental conditions were set-up:
preparation in normal tonicity and in
acetylchelinic spasmodic contraction.
At the same time, the nature of the
antagonism between the two drugs
was determined.

Isoproterenol produced relaxation
of the muscle in the trachea in pro-
portion to the concentration emplcy-
ed. Dose-response curves were obtain-
ed with geometrically increased and
cumulative doses in the perfusién
liquid. The maximal broncho-relaxing
effect (4 cm. from the basal line)
was reached with 20 ng/ml. in the
trachea in normal tonicity and with
200 ng/ml. in the trachea in acetyl-
cholinic contraction.

Propranolol in both experimental
conditions and in different concentra-
tions (from 2.5 to 40 ng/ml.) did not
produce contraction nor relaxation of
the smooth muscle in the trachea.
This data confirms the hypothesis that
propranolol is a beta-receptor block-
ing agent without any intrinsic sym-
pathomimetic action.

In the antagonism assays, it was
observed that the effect of a given

concentration of isoproterenol was
inhibited or completely blocked by
progressively increased doses of pro-
pranolol. However, larger doses of
isoproterenol always blocked the ef-
fect of the antagonistic drug. The
dose-response curves of isoproterenol
were shifted progressively to the right,
esentially parallel with each other as
the concentration of propranolol in-
creased geometrically. This type of
dose-response curve agrees with the
general concept of competitive anta-
gonism between two pharmacologic
agents,
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