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@ Resumen:

Utilizacién en composiciones farmacolégicas de agen-
tes con efecto reductor o inductor de hipoxia.

Se propone como nueva la utilizacién en preparados
farmacoldgicos de agentes reductores, y en general
aquellos que produzcan hipoxia, que bien solos, o
unidos por mezcla fisica o ligamiento quimico a sus-
tancias que los vehiculicen y dirijan hacia sus dia-
nas, y especialmente a antagonistas del calcio (tales
como nifedipina, diltiazem o verapamil), interaccio-
nen con los canales de calcio de la membrana celu-
lar y produzcan una disminucién de la entrada del

catién Ca2" al interior de las células. Es de desta-
car la accién de estos agentes sobre los canales de
calcio de la fibra muscular lisa, donde producen dis-
minucién del flujo del catién al citosol y, por lo tanto,
relajacion.

Es de aplicacién en la industria farmacéutica y en
clinica, para la elaboracién de composiciones far-
macoldgicas para el tratamiento de situaciones pa-
tolégicas debidas a un aumento de la contractilidad
de la fibra muscular lisa, como por ejemplo hipo-
tensores (por relajacién del misculo liso arterialr)) o

inhibidores de la motilidad intestinal o uterina.
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DESCRIPCION

Utilizacién en composiciones farmacologicas
de agentes con efecto reductor o inductor de hi-
poxia.

Objeto de la invencién

La invencién se refiere a la posibilidad de gene-
rar una preparacion farmacoldgica formada a base
de agentes reductores que bien solos, o unidos
por mezcla fisica o ligamiento quimico a sustan-
cias que los vehiculicen y dirijan hacia sus dianas
y especialmente a antagonistas del calcio (tales
como nifedipina, diltiazem o verapamil), interac-
cionen con los canales de calcio de la membrana
celular y produzcan disminucién de la entrada del
catién Ca?™ al interior de las células. Esta accién
podria tener consecuencias bioldgicas muy diver-
sas, destacandose su accién sobre los canales de
calcio de la fibra muscular lisa donde producen
disminucion del flujo de este i6n al citosol y, por
lo tanto, relajacién. Al conseguir relajacién de la
fibra muscular con esta nueva formulacién (hipo-
xia gaseosa o quimica y agentes reductores solos
o junto a antagonistas de canales de calcio) se
podran modificar situaciones patoldgicas que se
deban a un aumento de la contractilidad de la
fibra muscular lisa. Por ejemplo, estos prepara-
dos podrian actuar como hipotensores (al relajar
el musculo liso arterial) o como inhibidores de la
motilidad intestinal o uterina.

Estado de la técnica

Esta bien demostrado que gran cantidad de
funciones celulares, como la secrecién o la moti-
lidad, dependen de la entrada de calcio desde el
exterior al citosol a través de canales selectivos de
la membrana plasmética. Dentro de las diferen-
tes funciones dependientes de la entrada de calcio
destaca, por su participaciéon en numerosas situa-
ciones fisiopatologicas de gran prevalencia en la
poblacidn, la contraccién de la fibra muscular lisa,
tanto visceral como vascular. Estas células nece-
sitan para su contraccién un aumento en la con-
centracién citosélica de calcio iénico (Ca?t). Los
agentes que producen contraccién de las fibras
musculares lisas actiian por lo tanto aumentando
el calcio citosélico, liberando el catién desde al-
macenes intracelulares o favoreciendo su entrada
desde el exterior a través de canales i6nicos.

Los farmacos que disminuyen la concentracién
de calcio citosélico producen inhibicién de la con-
tractilidad de la fibra muscular lisa. Este efecto
tiene utilidad en diferentes situaciones fisiopa-
tolégicas que afectan al musculo liso visceral, pero
es de importancia especial en el musculo liso vas-
cular. En todos los lechos vasculares el aumento
de calcio citosdlico da lugar a contraccién de la
fibra muscular lisa, lo que produce hipertensién
y disminucién del riego en tejidos especificos. De
hecho, las sustancias fisiolégicas con mayor acti-
vidad hipertensora, como por ejemplo la angio-
tensina II, producen un aumento muy fuerte en
el calcio id6nico del citosol. Como agentes antihi-
pertensivos y vasorelajantes se usan farmacos que
inhiben la sintesis de angiotensina II (inhibidores
del enzima conversor de angiotensina) o que dis-
minuyen de forma directa la entrada de calcio a
la célula muscular. A este segundo grupo perte-
necen los llamados antagonistas del calcio como,
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entre otros, diltiazem, verapamil y dihidropiri-
dinas (nifedipina, nisoldipina, nimodipina, etc).
Adema3s de los agentes que actian directamente
sobre la fibra muscular lisa, existen factores pro-
ducidos por las células endoteliales que se liberan
en diferentes condiciones y que actuando sobre
las fibras lisas regulan el tono vascular. De estos
agentes destaca el 6xido nitrico, potente vasodila-
tador que, a través de mecanismos todavia no del
todo bien conocidos, inhibe la entrada de calcio a
las células musculares de la pared vascular.

En tejidos hipdxicos se sabe que se produce
una vasorelajacién reactiva encaminada a que se
favorezca la irrigacién. Este proceso, que se ob-
serva utilizando arterias denudadas (a las que se
ha extraido la pared endotelial), se supone estd
producido porque la falta de Og, altera la ho-
meostasis de Ca?t en la fibra muscular lisa. Sin
embargo, no se conoce ningun proceso regulado
por Os en miocitos arteriales que pudiese expli-
car este fenémeno. En otras células, como por
ejemplo en las células glamicas, hemos demos-
trado que existen canales i6nicos de KT regula-
dos por Oy (Lépez-Barneo et al., 1988). La pre-
sente invencién se basa en la existencia en la fibra
muscular lisa de canales de calcio regulados por
oxigeno que se inhiben por hipoxia o por agentes
reductores. Estos canales explican el efecto di-
latador de la hipoxia tisular y, de este modo, se
abre la posibilidad a que la hipoxia y los agentes
reductores (solos o junto a inhibidores de canales
de calcio, bien separados o en la misma molécula)
se utilicen como farmacos relajantes del musculo
liso en general y como farmacos vasodilatadores
y antihipertensivos, en particular.

Descripcién general
1. Descripcion experimental de la inhibicién de
la corriente de calcio por la hipozia.

La observacién experimental que condujo a la
invencién que aqui se describe estd ilustrada en la
figura 1. En miocitos dispersos enzimaticamente
se registraron las corrientes de calcio utilizando la
configuracion en “célula completa” de la técnica
de “patch-clamp” (Hamill et al., 1981). Los mé-
todos de dispersion de células y de registro elec-
trofisiolégico, se explican con detalle en publica-
ciones previas (Lépez-Barneo, 1991). En la Fig.
1A se muestran corrientes de calcio registradas
durante pulsos de despolarizaciéon desde -80 mV
hasta +10 mV en un miocito, de la arteria ce-
liaca de rata banado en una solucién extracelular
norméxica(PO2=150 mm Hg), durante la expo-
sicién a una solucién de igual composicién iénica
pero equlibrada con una concentracién baja de
02(PO2 < 70 mm Hg) y tras reintroducir la so-
lucién control en la cAmara. Los registros demues-
tran que la amplitud de la corriente (medida al fi-
nal del pulso) se inhibe aproximadamente un 40%.
La relacion entre la amplitud de la corriente y la
POg se ilustra en la Fig. 1B, donde los valores de
la corriente méxima (circulos negros) muestran
que las modificaciones en la amplitud de la co-
rriente ocurren con un curso temporal parecido a
los cambios en la POs y que este efecto es parti-
cularmente aparente por debajo de los 70-80 mm
Hg. Experimentos parecidos se han realizado en
miocitos de la arteria femoral con idénticos re-
sultados. En resumen, estos datos indican que
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la corriente de calcio, tanto en arterias viscera-
les (como la celiaca) como en arterias muscula-
res (como la femoral), se inhibe reversiblemente
cuando la PO baja a niveles parecidos a los que
se pueden alcanzar en tejidos periféricos en con-
diciones fisioldgicas o fisiopatolégicas.

2. Descripcion experimental de la inhibicion del
calcio citosdlico por hipoxia y agentes reductores.

Si la hipoxia produce una disminucién en la
amplitud de la corriente de calcio, es de esperar
que esto se traduzca en una disminucién del cal-
cio citosélico y en la contraccién. El efecto de la
hipoxia sobre el calcio citosdlico se estimé direc-
tamente por los cambios en la intensidad de fluo-
rescencia emitida por Fura-2 que en su forma es-
ter se introdujo previamente dentro de las células.
Los detalles de esta metodologia estan descritos
en multitud de publicaciones (ver por ejemplo
Toledo-Aral et al., 1993). En la mayoria de los
miocitos estudiados la concentracién basal de Ca
citosélico estimada con esta técnica es de apro-
ximadamente 30-40 nM y la estimulacién con un
agonista purinérgico (1 mM trifosfato de adeno-
sina), induce la génesis de oscilaciones de Ca2?*
citosélico. Estas oscilaciones se han descrito en
varios tipos celulares y en el musculo liso pue-
den mediar la contratilidad ritmica de las células
(Blatter y Wier, 1992). En miocitos dispersos de
la arteria pulmonar, que tienen mayor densidad
de canales de calcio dependientes de potencial que
en arterias sistémicas, las oscilaciones de Ca2t ci-
tosdlico se observan espontianeamente. Un ejem-
plo tipico de oscilaciones de Ca?* generadas en
un miocito de la arteria celiaca se ilustra en la
Fig. 2A, donde se aprecia claramente que estas
oscilaciones disminuyen en amplitud y frecuencia
de forma reversible durante la exposiciéon a una
solucién hipéxica.

En la misma figura se muestra el registro de
un electrodo de O4 localizado en la cimara de re-
gistro. Se sabe que las oscilaciones de Ca?* se
deben fundamentalmente a la liberacién de calcio
de almacenes intracelulares pero que éstas requie-
ren para su mantenimiento el flujo transmembra-
nario intermitente de iones Ca?*. De acuerdo con
esta idea la despolarizacién de las células con una
solucién que contenia alto Kt externo da lugar a
un incremento en la frecuencia de las oscilaciones
hasta que se alcanza un aumento mantenido de
Ca?" intracelular (Fig. 2B). El efecto contrario
(disminucién o supresién de las oscilaciones) se
observa cuando se retira el calcio del medio in-
tracelular (Fig. 2C) o se bloquea su entrada por
canales dependientes de potencial con nifedipina
(Fig. 2D).

Los datos mostrados en el parrafo anterior in-
dican que la disminucién en la POy produce su
accion relajante disminuyendo el calcio intracelu-
lar y que este efecto es el resultado de la inhibicién
de canales de Ca?t dependientes de potencial que
se describié anteriormente. Hemos comprobado
experimentalmente que la hipoxia no afecta a la
liberacién de Ca?t de almacenes intracelulares
producida por cafeina (10 mM) o noradrenalina
(3 mM) ni evita el llenado de almacenes intra-
celulares que se deplecionaron previamente con
cafeina. De acuerdo con esta idea, la Fig. 3A
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muestra que en miocitos donde la concentracién
de Ca?" era relativamente alta (y como se mostréd
en la Fig. 2B las oscilaciones estan ausentes o son
de poca amplitud) el efecto de la hipoxia es una
disminucién de los niveles basases de Ca?t lo que
determina la aparicién de oscilaciones de mayor
amplitud. En términos mecanicos, el efecto de la
hipoxia en estos casos es probablemente el paso
de una contracciéon contenida a contracciones in-
termitentes.

Los mecanismos moleculares por los que la hi-
poxia produce inhibicién de los canales de Ca?*
no se conocen con detalle, pero experimentos en
nuestro laboratorio sugieren que este efecto se
debe a la reduccion de dominios especificos de la
molécula. En experimentos recientes hemos ob-
servado que los agentes reductores externos inhi-
ben también la amplitud de la corriente de cal-
cio en miocitos. Este efecto se ilustra en la Fig.
3B donde en condiciones norniéxicas y con un
pH constante de 7.4, un agente reductor como el
acido ascérbico (1 mM) produce una disminucién
dréstica de la concentracién de Ca?* intracelular
en un nuocito. Un efecto similar al de la hipoxia
(Fig. 3A).

En resumen, existen canales de calcio regula-
dos por oxigeno en los miocitos arteriales. En esta
Memoria se describe por vez primera que estos
canales se inhiben por la hipoxia o agentes reduc-
tores y que este efecto se traduce en disminucién
de la concentracién promedio de calcio citosdlico,
lo que media la relajacién arterial en respuesta a
la hipoxia. Los agentes reductores tienen por lo
tanto un efecto relajante del musculo liso y poten-
cian considerablemente la accién sobre este tipo
de células més que los bloqueantes cldsicos de ca-
nales de calcio.

Descripciéon detallada y modo de reali-
zacién

A continuacién se describe una aplicacién de
la invencién como relajante de musculo liso vas-
cular, mediante dos ejemplos realizados sobre ci-
lindros de arterias intactas, que deben enterderse
no tienen caracter limitativo de la misma.
Ejemplo 1

Se utilizaron 5 conejos albinos de 1,5-2 kg de
peso a los que bajo anestesia con pentobarbital
(i.v. 40 mg/kg de peso) se extrajeron aproxi-
madamente 10 mm de arteria celiaca o femoral.
Tras la extracciéon los vasos se colocaron inme-
diatamente en suero fisiolégico, se limpiaron de
grasa y tejido adherente y se cortaron en seccio-
nes cilindricas de aproximadamente 3 mm de lon-
gitud. Para la realizacién de los experimentos las
secciones se montaron en banos de érganos indi-
viduales de 10 ml entre alambres de tungsteno de
unos 80 Mm de didmetro los cuales se conecta-
ron a transductores de fuerza. Se mantuvieron a
una tensiéon de reposo de aproximadamente 1,5-
2,0 g. Los cilindros de arterias estaban banados
en una solucién externa con la siguiente compo-
sicién (en milimoles/litro): 140 ClNa, 4 CIK, 1
Cl;Mg, 2,5 ClyCa, 5 glucosa, 5 Hepes, a un pH
de 7.4. Esta solucién se burbujed bien con aire
o con mezclas de aire y nitrogeno hasta alcanzar
presiones de oxigeno variables. La presién parcial
de oxigeno en la vecindad del trozo de musculo se
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midié con un electrodo de O5 fabricado en nuestro
laboratorio (Ganfornina y Lépez-Bameo, 1992).
Se realizaron medidas de tensién en la solucién
externa control, tras anadir a ésta noradrenalina
(NA; 0,3-1 uM) para contraer las fibras o después
de anadir una solucién con una alta concentracién
de KT (40K; 40 mM CINa se cambiaron por la
misma cantidad de CIK). La NA es un agente
que se sabe produce contraccién por apertura de
canales de calcio de la membrana y entrada de
calcio ademas de por liberacion de calcio de alma-
cenes intracelulares. El alto K+ externo produce
contraccién por despolarizacién de la membrana,
apertura de canales de calcio y por entrada del
catién desde el medio extracelular. Estas solu-
ciones de prueba se utilizaron bien normoéxicas
(con una POy de aproximadamente 150 mm Hg)
o hipéxicas (con POs de aproximadamente 20-30
mm Hg). Los valores de tensién en las diferentes
condiciones experimentales se dan como media +
desviacion estandar.

En condiciones norméxicas la NA produjo
contracciones que llegaron de los 1,5-2 g inicia-
les a 6,8 £ 0,4 ¢ (n=20) y 7,2 + 0.8 g (n=16)
en las arterias celiaca y femoral respectivamente.
En presencia de una solucién externa con baja
PO3, se observé una disminucién reversible de
las contracciones provocadas por la NA que fue
muy aparente cuando la POg era inferior a 40-50
mm Hg. En estas condiciones la reduccion de las
contracciones fue en ambas arterias de un 30% del
valor registrado en normoxia. En ausencia de cal-
cio extracelular, las contracciones producidas por
la NA eran muy débiles (no superiores a 2,5 g) y
la hipoxia no tuvo efecto sobre éstas. Una accién
parecida a la hipoxia tenian los agentes reducto-
res que se han estudiado (dcida ascérbico 0,5 mM
y ditiotreitol 0,2 mM) los cuales en condiciones
normoxicas redujeron las contracciones evocadas
por la NA en ambos tipos de arterias en un 20-
25%.

Un efecto parecido al de la NA tiene la admi-
nistracion de una solucién externa con una alta
concentracién de Kt (40 mM). En condiciones
normoxicas la solucion 40K da lugar a contraccio-
nes de 9,2 + 1 g (n=20) y 124 + 1,3 g (n= 14)
en las arterias celiaca y femoral, respectivamente.
Estas contracciones desaparecen totalmente en
ausencia de calcio extracelular. En ambos tipos
de arterias el tratamiento con 40K en presencia de
hipoxia (PO2 por debajo de 40 mm Hg) produjo
disminucién hasta un 20-25% en las contracciones
en ambos tipos de arterias. Un afecto cuantita-
tivamente similar al de la hipoxia tuvierion los
agentes reductores indicados anteriormente.

Estas experiencias en la arteria completa mues-
tran que una composiciéon farmacoldgica conte-
niendo agentes reductores, captadores de oxigeno
o simplemente la hipoxia, son potentes relajantes
de las arterias contraidas Ereviamente bien con
noradrenalina o con alto K™ externo. Este efecto
es por interacciéon con los canales de calcio de la
membrana celular como se mostré por los expe-
rimentos en células aisladas descritos en parrafos
anteriores.

Ejemplo 2

En el segundo tipo de experiencias en cilin-

dros de arterias completas lo que se ha estudiado
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han sido los efectos de los antagonistas del cal-
cio (verapamil, 5-10 uM y nifedipina 2 M) sobre
las contracturas evocadas por NA y por 40K en
presencia o ausencia de hipoxia y agentes reduc-
tores. La metodologia utilizada fue la indicada
anteriormente y los agentes se anadieron a la so-
lucién externa.

En condiciones normoxicas tanto el verapamil
como la nifedipina redujeron de forma marcada
las contracciones producidas por alto KT extra-
celular a menos del 30% del valor inicial en los dos
tipos de arterias utilizadas (ver valores en la expe-
riencia anterior). Este efecto fue marcadamente
potenciado por la hipoxia y con POs inferiores a
50 mmHg las contracciones se abolieron casi com-
pletamente. Un efecto similar a la hipoxia tuvie-
ron los agentes reductores. Los antagonistas del
calcio (verapamil y nifedipina) tuvieron sin em-
bargo un efecto menos potente sobre las contrac-
ciones producidas por NA, con una disminucién
a valores entre el 70-80% de los medidos en si-
tuacién control. En estas condiciones la hipoxia
o los agentes reductores tuvieron un efecto aditivo
al de los antagonistas del calcio disminuyendo las
contracciones evocadas por NA hasta valores por
debajo del 50% del valor inicial.

En conclusién, una composicién farmacolégica
con agentes reductores y captadores de oxigeno o
la hipoxia son potenciadores de la accién relajante
de los bloqueantes de canales de calcio de la mem-
brana celular. El efecto combinado de estos dos
tipos de agentes (reductores y antagonistas del
calcio) es muy eficaz en las contracturas produci-
das por alto K, debidas a la despolarizacién de
la membrana y a la apertura de canales de cal-
cio. Aunque cualitativamente similar, el efecto
combinado de estos agentes es menos potente en
el caso de las contracciones producidas por NA
donde ademéds de la entrada de calcio del exte-
rior, existe un componente (no influenciado por
la hipoxia) de liberacién de calcio de almacenes
intracelulares.

Desarrollo inmediato y campo de apli-
cacién de la invencion

Tras la observacion a nivel celular y de arteria
completa descritas en la presente Memoria es ne-
cesaria una fase de investigacién y desarrollo que
determine la composicién definitiva de la férmula
a utilizar como posible medicamento o farmaco.
Ademas de por disolucién de un gas inerte como
el nitréogeno que desplace al oxigeno, un estado
hipdxico puede obtenerse quimicamente por el uso
de los llamados captadores de oxigeno (“oxygen
scavengers” ), compuestos que, como el ditiotio-
nito, se unen al O2 y disminuyen su concentracién
efectiva en el liquido extracelular. Como agentes
reductores quimicos se pueden utilizar el acido
ascorbico ya citado, el glutatién reducido, ditio-
treitol, acetil cisteina u otros. Proponemos el uso
de estos agentes junto a antagonistas de canales
de calcio (diltiazem, dihidropiridinas, verapamil)
que ya se usan en la clinica. Con esta asociaciéon
se conseguira reducir la dosis de antagonistas de
calcio y, manteniendo el mismo poder terapéutico,
evitar en gran medida los efectos secundarios. Los
agentes reductores podrian mezclarse a los anta-
gonistas del calcio en cipsulas o comprimidos, sin
embargo una posibilidad en principio muy atrac-
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tiva es unir quimicamente ambos tipos de efec-
tos. Se proponen como posibilidades, no tunicas,
bien el desarrollo de moléculas dihidropiridinicas
que tengan un grupo quimico reducido o el de
moléculas compuestas por un grupo activo anta-
gonista del calcio (por ejemplo dihidropiridinas)
ligado quimicamente a otro reductor. En cual-
quiera de estos dos casos el dominio “antagonista
del calcio” u otra molécula que no tiene necesaria-
mente que exhibir actividad antagonista del calcio
se unird con alta afinidad a los canales de calcio
y transportaria hasta ellos la molécula reductora
que entonces podria actuar localmente con mucha
mayor eficacia. Es decir, el grupo “antagonista
del calcio” o un ligando especifico de canales de
calcio sin accién terapéutica vehiculiza y dirige al
grupo “reductor o captador de O3”
Descripcién de los dibujos

Figura 1:

A) Inhibicién de los canales de calcio depen-
dientes de potencial por la disminucién de la
PO., A. Corrientes de calcio macroscépicas
registradas en un miocito disperso de la ar-
teria celiaca durante despolarizaciones de 15
ms desde -80 mV hasta +10 mV. El cambio
de solucién externa normoxica con una POq
de 150 mm Hg (trazado 1) a otra hipéxica
equilibrada con una PO2 de 20 mmHg (tra-
zados 2 y 3) produce una disminucién de la
amplitud de la corriente. La reversibilidad
al volver a la solucién norméxica se ilustra
por el trazado 4.

B) Paralelismo en el curso temporal de los cam-
bios de POy en la camara de registro y la
disminucion en la amplitud de la corriente.
Los tiempos a los que se obtuvieron los tra-
zados de la parte A de la figura se indican
con el nimero correspondiente. La ampli-
tud de la corriente se midié inmediatamente
antes de la terminacion del pulso de poten-
cial. Las soluciones de registro contenian
(en mM):

= Externa: 140 ClNa, 2.7 CIK, 10 Cl;Ba,
10 Hepes, pH 7.4.

= Interna (solucién en el interior de la pi-
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peta de registro y en la célula): 100 ClCs,
25 FCs, 2 CloMg, 10 HEPES, 10 EGTA, 5
BAPTA, 4 MgATP, pH 7.3).

Figura 2:

A) Medida simultédnea de la concentracién de
O; en la cdmara de registro (tensién de Oz y
de los cambios en la concentracién de Ca2?*
citosélico en un miocito de la arteria celiaca
cargado con Fura-2. Nétese que las oscila-
ciones de calcio disminuyen en frecuencia y
amplitud conforme se alcanzan tensiones de
05 bajas.

B) Aumento reversible en la frecuencia de las
oscilaciones de Ca?t en respuesta a la des-
polarizacién de la célula con una solucién
external con 60 mM KT.

C y D) Supresién de las oscilaciones al re-
tirar el calcio extracelular o quelarlo con
EGTA (C) y tras bloquear los canales de
calcio dependientes de potencial con nifedi-
pina (D). La aplicacién de las diferentes so-
luciones se indica por las barras horizonta-
les. La solucion externa de registro contenia
(en mM): 140 CINa, 2.7 CIK, 2.5 Cl;Ca, 1
Cl;Mg, 10 HEPES, pH 7.35-7.40. La so-
lucién con 60 K+ contenia 82.7 mM CINa
y 60 mM CIK. La nifedipina (0.5 uM) se
anadi6 a la solucién externa. La solucién
con 0 Ca?* y EGTA contenia 4 mM ClyMg
v 0.5 mM EGTA.

Figura 3:

A) Experimento similar al que se ilustra en la
Fig. 2A en un miocito de la arteria pulmo-
nar (tronco principal) que tenia una concen-
tracion basal de calcio relativamente alta.
El periodo de administracién de la hipoxia
se indica por el drea sombreada.

B) Experimento similar realizado en otro mio-
cito durante la aplicacién de un agente re-
ductor como el dcido ascérbico (1 mM).
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de agentes con efecto reduc-
tor o inductor de hipoxia para la elaboracién de
composiciones farmacolégicas de accién relajante
sobre la fibra muscular lisa, caracterizada por-
que dichos agentes tienen la capacidad de dismi-
nuir la concentracién tisular de oxigeno, lo que se
traduce en una inhibicién de la actividad de los
canales del calcio en musculo liso.

2. Utilizaciéon de agentes con efecto reductor
o inductor de hipoxia, segin reivindicacién 1, ca-
racterizada porque la inhibicién de los canales
del calcio estd mediada por agentes reductores.

3. Utilizaciéon de agentes con efecto reductor
o inductor de hipoxia, segtin reivindicacién 1, ca-
racterizada porque la inhibicién de los canales
del calcio estd mediada por agentes quimicos cap-
tadores de oxigeno.

4. Utilizacién de agentes con efecto reduc-
tor o inductor de hipoxia, segun reivindicaciéon
1, caracterizada porque la inhibicién de los ca-
nales del calcio se encuentra potenciada por la
asociacién de agentes reductores y/o captadores
de oxigeno con otras sustancias que inhiben la
entrada del calcio al interior de la célula, espe-
cialmente antagonistas del calcio.

5. Utilizaciéon de agentes con efecto reductor
o inductor de hipoxia, segtin reivindicacién 4, ca-
racterizada porque la asociacién es por diseno
de una molécula antagonista del calcio a la que
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se modifica un grupo funcional en estado quimico
reducido.

6. Utilizaciéon de agentes con efecto reductor
o inductor de hipoxia, segin reivindicacién 4, ca-
racterizada porque la asociacién es por diseno
de una molécula antagonista del calcio ligada por
cualquier método quimico a una molécula reduc-
tora y/o a un captador de oxigeno.

7. Utilizaciéon de agentes con efecto reductor
o inductor de hipoxia, segin reivindicacién 4, ca-
racterizada porque la asociacién se produce con
un compuesto que es un ligando de canales del
calcio con alta afinidad sin accién farmacolégica
pero que sirve para vehiculizar y dirigir hasta su
diana al agente reductor y/o captador de oxigeno.

8. Utilizaciéon de agentes con efecto reductor
o inductor de hipoxia, segin reivindicaciones 2
a 7, caracterizada porque el agente reductor es
uno de los siguientes compuestos: acido ascérbico,
ditiotreitol, glutation reducido, acetil cisteina.

9. Utilizaciéon de agentes con efecto reductor
o inductor de hipoxia, segun reivindicaciones 3 a
7, caracterizada porque el agente captador de
oxigeno es ditiotionito.

10. Utilizacién de agentes con efecto reductor
o inductor de hipoxia, segin reivindicaciones 4 a
7, caracterizada porque el antagonista del calcio
estd seleccionado del grupo compuesto por: dil-
tiazem, verapamil, nifedipina, nimodipina, nisol-
dipina, furnidipina y/o derivados de los mismos.
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Figura 2

Ui |

J
o

eurdipajiu Wil G0

U |

K

V193 WW S0 '+z800

o O 9o 9
S & & ©
T N & -

(Wu) 001j9s01ID [+zBD]

-
W

(Wu) 021j0s0Ud [4+28D]

O
N
o~

0S€E

OID|ED 9P SBUOIJE|ISO

J

uw |

uw

|

(¢0d)
ouabIx0 3p UuolIsud)

\

ST 09

o

001

(=
o
o

o
7o)

(@]
LN
BH ww  (u) 0910S0MD [4z8D]

o0
N
Lf)N

0SlL

(Wu) 02119s01D [+ge0]

o

<



200

150

100

[Caz+], nM

50

250

200

150

[CaZ2+], nM

100

50

ES 2 119 614 B1

Figura 3
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