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Resumen

La contraccién del masculo liso traqueal esta vinculada a la entrada de Ca?* al interior
celular y la deplecion de los depdsitos intracelulares. Simvastatina, relaja la arteria
basilar por disminucién de la concentracion intracelular de Ca®*. El objetivo del trabajo
fue conocer el efecto de la simvastatina sobre la contraccion de la musculatura lisa de
traquea aislada de rata, antes y después del estimulo con acetilcolina y agua fria. Se
emplearon 8 ratas anestesiadas con tiobarbital sédico 60 mg/Kg i.p, para extraer la
traquea, se cortaron los anillos, se estimularon con acetilcolina 10> M y agua fria 18 °C
con y sin simvastatina. Las mediciones se realizaron por ImageTool® V. 3.0
(UTHSCSA). Las medias aritméticas del diametro del musculo traqueal sin la incubacion
en simvastatina disminuyeron significativamente para el estimulo de acetilcolina y agua
fria (p = 0,000 y p = 0,046) respectivamente; al agregar simvastatina se encuentra
disminucion del diametro traqueal con el estimulo de agua fria la cual es
estadisticamente significativa (p = 0,002) para la acetilcolina no es estadisticamente
significativa (p = 0,084). Las medias de las velocidades de contraccion de la traquea al
incubar acetilcolina/simvastatina y agua fria/simvastatina, no fueron significativos
estadisticamente (p=0,082797 y p = 0,797599). Se concluye que hay disminucion del
didmetro traqueal al estimular la trdquea con agua fria y acetilcolina. Al agregar
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simvastatina y agua fria, se produce el efecto constrictor y disminucion del diametro
traqueal ya que se utilizan otras vias de entrada de calcio que no dependen del
colesterol.

Palabras claves : Simvastatina, contraccion traqueal, agua fria, acetilcolina

Abstract:

The tracheal smooth muscle contraction is associated with a significant entry of
Ca?" into the cell and depletion of intracellular stores. Simvastatin, relaxes the
basilar artery by decreasing intracellular Ca® *. The objective was to study the
effect of simvastatin on smooth muscle contraction of isolated rat trachea before
and after being stimulated with acetylcholine and cold water. 8 rats were
anesthetized with sodium tiobarbital 60 mg/kg ip, to remove the windpipe and cut
the rings, were stimulated with 10° M acetylcholine and cold water 18 ° C with
and without simvastatin. The measurements were made by ImageTool ® V. 3.0
(UTHSCSA). The arithmetic mean diameter of the tracheal muscle incubation
without simvastatin significantly decreased for the stimulation of acetylcholine and
cold water (p = 0.000 and p = 0.046) respectively, by adding simvastatin is
tracheal diameter decreased with the stimulus of cold water which is statistically
significant (p = 0.002) while that for acetylcholine is not statistically significant (p =
0.084). The mean speeds of contraction of the trachea by incubating
acetylcholine/simvastatin and cold water/simvastatin, were not statistically
significant (p = 0.082797 p = 0.797599). We conclude that tracheal diameter is
reduced by stimulating the trachea with cold water and acetylcholine. Adding
simvastatin and cold water, the effect constrictor and decreased tracheal
diameter as using other calcium entry pathways that are independent of
cholesterol.
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INTRODUCCION:

El asma es una enfermedad croénica de
tipo inflamatoria, que se caracteriza por el
estrechamiento de las vias respiratorias,
debido a la inflamacion de la mucosa, la
gran secrecion de moco y la contraccion
del musculo de vias respiratorias. La
respuesta hiperactiva y el dafio de las
células epiteliales de vias aéreas, estan
asociados cominmente con asma [1].

En la crisis asmatica se produce un
broncoespasmo, es decir, una contraccion
del musculo liso de vias respiratorias.
Actualmente, se conoce muy bien Ia
mayor parte del proceso de la contracciéon
del musculo liso, en el cual los niveles de
calcio intracelular ([CaZ*];) son uno de los
elementos principales para la contraccién
y relajacion, ademas del papel que ejerce
la temperatura del aire inhalado y su
relacion con la mayor entrada de Ca2* al
musculo liso [2].

Aunado a ello, existe una relacién directa
entre el colesterol y el incremento de los
depdsitos de calcio intracelular [3], ya que
en los microdominios de membrana existe
un alto porcentaje de colesterol, y es en
estos sitios donde se encuentran ubicados
los canales de calcio asi como otras
proteinas involucradas en procesos de
sefializacion  celular que  inducen
contraccion [4,5]. Por esta razon, la
disminucion de colesterol a nivel celular
limita la disponibilidad de Ca2* porque se
disminuye la entrada de este i6n al
interior de la célula, esta reduccion en los
niveles de Ca?* disminuye la contraccion
del musculo liso en las arterias [3].
Simvastatina es un inhibidor de la 3-
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-
CoA) reductasa, enzima responsable de la
conversion de la HMG-CoA a mevalonato,
que es un metabolito clave en Ila

biosintesis del colesterol por lo que al
inhibir esta enzima, se podria lograr una
disminucién de la concentracién de
colesterol lo que reduciria la contraccién
del musculo liso, por la menor entrada de
Ca2+ a la célula, evento este que pudiera
ser de interés en los pacientes asmaticos
[6].

De ahi que se decidi6 estudiar un farmaco
habitualmente utilizado para disminuir la
ateroesclerosis y enfermedades arteriales,
para mejorar el asma, cuyo proceso
fisiopatologico tiene una caracteristica
comun, la accién de la musculatura lisa
sobre el calibre del vaso en una y sobre la
musculatura traqueal en la otra.

METODOLOGIA

Muestra.

La muestra estuvo constituida por 8 ratas
BALB-C macho adultas, provenientes del
Bioterio de la FCS, alimentadas at libitum
en un régimen de luz: oscuridad de 12:12
horas.

Procedimiento de extraccion del anillo
traqueal.

Ocho ratas macho con peso promedio de
450 gramos fueron anestesiadas con
tiobarbital s6dico 60 mg.Kg1 i.p, luego de
verificar la  ausencia de reflejos
nociceptivos y realizando los
procedimientos procurando ocasionar el
minimo sufrimiento del animal, se les
extrajeron de 9 a 10 mm de traquea y se
corto, con ayuda de una tijera quirurgica,
un anillo del segmento cervical traqueal,
la cual fue lavada y sumergida en una
solucién de Krebbs Ringer Bicarbonato. La
preparacion de la traquea se equilibr6 por
30 minutos y el bafio del tejido se
reemplaz6é continuamente con solucion
fresca temperada a 37° C. Las traqueas
fueron aireadas continuamente a través
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de una bomba de salida continua. El anillo
traqueal se colocéd en una camara con un
soporte central de acrilico; disefiada para
estos fines, la cual permitia la perfusion
continua del tejido durante el
experimento.

Obtencién de las imagenes en video.
Todo el protocolo experimental empleado
para evaluar el fenémeno de Ila
contraccion se filmé con una camara
digital de Video Sony DCR HC 30. Las
imagenes se digitalizaron en una
computadora con capturadora de Video,
con una resolucion de 256 MB. El
procesamiento de las imagenes se realiz6
mediante un software analizador de
imagenes, Image Tool, ® V. 3.0
(UTHSCSA). La calibracioén se realizé a 1.8
mm usando como referencia el grosor de
la aguja insertada en la camara. Se realiz6
la medicién del diametro de la traquea por
su cara interna, de cada traquea se
obtuvieron 6 anillos y se les realizé ocho
mediciones. La simvastatina se prepardé a
una concentracion de 3 x 10-°M [7].

Efecto de la acetilcolina, agua fria y
simvastatina en la contraccion
bronquial.

Bajo la camara de video, la preparacién
traqueal se incub6 con una solucion de
Acetilcolina a una concentraciéon de 10-3
M. Se lavo la preparacion y se le colocod
agua fria a 18°C, tal como recomiendan
Gonzdlez y Santacana (2000) [8], de
nuevo se lava el tejido con solucién salina
0,9% a 37 °C hasta atemperar. Se coloca
simvastatina a 3 x 10® M hasta que la
camara alcanza igual concentracion, se
incubd por 20 min., se lavé con solucion
fisioldgica a 37°C y se coloco Acetilcolina a
103M y se estabilizé. Finalmente se
perfundio6 con agua fria al8 °C. Se analiz6
y midi6 el didmetro traqueal.

Velocidad de contraccion traqueal.
Empleando las imagenes capturadas
durante la grabacién del video, se calculd
la velocidad de contraccion del anillo
traqueal de la rata, a los estimulos
térmicos y a la acetilcolina, antes y
después de la incubacién con simvastatina
midiendo el didmetro antes de la
contracciéon haciendo correr el video y al
transcurrir 40 segundos que es el tiempo
reportado por otros autores para que se
produzca y complete el periodo contractil
en el musculo liso de traquea [9].

RESULTADOS

Se realiz6 la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para conocer si la distribucion de
los valores del didmetro traqueal se hacia
de forma normal, encontrandose para
todos una significacion asintética bilateral
mayor de 0,687 por lo que al ser mayor de
un 5%, se encontré que todos los valores
se distribuyen de manera normal, por lo
que se aplicaron pruebas estadisticas
paramétricas.

TABLA No. 1 MEDIAS DE LAS MEDICIONES
EXPERIMENTALES DEL DIAMETRO DE TRAQUEA DE
RATA AISLADA BAJO EL EFECTO DE LA
ACETILCOLINA Y AGUA FRIiA SIN SIMVASTATINA.

Medicion Minimo Maximo

Diametro (mm) (mm)
Traqueal
n=38
Sin 2,97 3,39 3,20 | 0,11
Simvastatina
con Ach 2,78 3,20 294 | 0,14
con Agua
Fria 2,71 3,31 3,06 | 0,19

En la tabla No. 1 se observan las medias
de los didmetros traqueales sin
simvastatina, podemos observar que la
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media del didmetro basal es de 3,20mm.,
la cual al ser estimulada con acetilcolina
alcanza el valor promedio de 2,94mm, lo
que permite apreciar una disminucién del
diametro traqueal, frente a este estimulo
al colocarse el agua fria la media
aritmética alcanzada fue de 3,06mm
apreciandose también que se produce una
contraccion, éstas disminuciones fueron
estadisticamente significativas; p = 0,000
en el primer caso y p =0,046 en el
segundo.

TABLA No. 2. MEDIAS DE LAS MEDICIONES
EXPERIMENTALES DEL DIAMETRO DE TRAQUEA DE
RATA AISLADA BAJO EL EFECTO DE LA
ACETILCOLINA Y AGUA FRIA CON SIMVASTATINA.

Medicién Minimo Maximo Media DS
Diametro (mm) (mm) (mm) ()
Traqueal
n=38
Simvastatina 2,96 3,45 3,25 | 0,16
Simvastatina 2,71 3,41 3,11 0,21
y Ach
Simvastatina 2,32 3,14 2,78 | 0,32
y Agua Fria

La tabla No.2 presenta los valores de las
medias aritméticas del diametro traqueal
incubada con simvastatina al ser
estimulado con acetilcolina y agua fria. El
diametro basal promedio fue de 3,25mm.,
al agregarle el estimulo de acetilcolina se
obtiene una media de 3,11mm. y con el
agua fria 2,78mm. Se observdé una
disminucion de la media aritmética por el
estimulo de la acetilcolina unido a la
simvastatina pero esta disminucién no es
estadisticamente significativa (p= 0,084),
mientras que el didmetro traqueal
disminuye por el estimulo del agua fria en
la trdquea incubada con simvastatina,

estas diferencias si fueron
estadisticamente significativas (p =
0,002).

En la figura No. 1 se presentan las
imagenes de la traquea sometida a los
diferentes estimulos obtenidos en la
investigacion.

TABLA No.3 MEDIA ARITMETICA DE LAS
VELOCIDADES DE CONTRACCION (mm/seg) Y
PRUEBA DE KENDALL A LOS ESTIMULOS DE
ACETILCOLINA SIN Y CON INCUBACION DE
SIMVASTATINA

Medicion

n=8
Velocidad de
Contraccion al
estimulo de Ach

(mm/seg)

0,001767 | 0,001617

Velocidad de
Contraccion al
estimulo de Ach
con
Simvastatina

(mm/seg)

0,000248 | 0,000061 | 0,082797

TABLA No.4 MEDIA ARITMETICA DE LAS
VELOCIDADES DE CONTRACCION (mm/seg) Y
PRUEBA DE KENDALL A LOS ESTIMULOS DE AGUA
FRIA SIN Y CON INCUBACION DE SIMVASTATINA

Medicion Media DS p
n=38 (E3)
Velocidad de

Contraccion al
estimulo de
Agua Fria
(mm/seg)

0,000397 | 0,000350

Velocidad de
Contraccion al
estimulo de
Agua. Fria con
Simvastatina

(mm/seg)

0,000513 | 0,000424 | 0,797599

Las medias de las velocidades de
contraccion de la trdquea sin la
incubacién con simvastatina se presentan
en las Tablas No. 3 y 4. La media
aritmética de la velocidad de contraccion
para la acetilcolina fue de 0,001767
mm/seg, cuando se incubdé con
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simvastatina y se le agreg6 este estimulo
fue de 0,000248 mm/seg la velocidad, a
estos valores se le aplic6 una prueba
Kendall y los resultados no fueron
significativos estadisticamente
(p=0,082797). Para la velocidad de
contraccion del anillo traqueal cuando se
estimul6 con agua fria sin la presencia de
simvastatina, la media fue de 0,000397
mm/seg, mientras que la velocidad de la
contraccion de la traquea incubada con
simvastatina al agregarse el estimulo del
agua fria fue de 0,000513mm/seg.
Igualmente se realizé una prueba Kendall
y los resultados no fueron
estadisticamente significativos
(p=0,797599).

Figura No, 1 imagenes de la traquea a) Normal
b) Estimulada con Ach c) Estimulada con
Agua Fria. d) Con Simvastatina e) Estimulada
con Ach y f) estimulada con Agua Fria.

DISCUSION

Para la contracciéon del musculo liso se
requiere la presencia de Ca*? procedente
de reservorios intracelulares, pero
también se sabe que estos iones
provienen desde el exterior de la célula a
través de la membrana de la misma [10].
Estos canales de calcio estan ubicados en
sitios especificos de la membrana que son
ricos en colesterol y se ha demostrado en
musculo liso vascular que la simvastatina
inhibe la formacién del colesterol

endégeno y afectan la “Rafts” lipidica,
comprometiendo de esta manera las
proteinas que conforman los canales de
Ca2* de la membrana celular y los
procesos de sefalizaciébn que permiten
tardiamente la apertura de canales de
Ca2+ en el sarcolema [11].

Se conoce que la acetilcolina es un
neurotransmisor que actua a nivel celular
del musculo liso bronquial sobre
receptores de membrana tipo muscarinico
y que su efecto es la broncoconstriccion,
pero este efecto se produce reclutando
células musculares produciendo una
frecuencia cada vez mayor de ondas de
calcio, llegandose a producir incrementos
en forma de picos de calcio
desencadenando el mismo efecto de
forma sucesiva en células vecinas. Este
efecto, aun si se bloqueara los canales de
voltaje de Ca?* tipo L, lograria solo una
inhibicion parcial del mismo, pero la
contraccion tendria lugar [12,13]. Estos
resultados fueron obtenidos en esta
investigacién, ya que la acetilcolina
produjo una contraccién de la traquea
aislada de rata, datos estos que se
asemejan a los reportados por otros
estudios donde el efecto contractil de la
acetilcolina es significativo tanto para
anillos traqueales integros como sin
epitelio [14].

Ya hemos sefialado el efecto relajador que
tiene los inhibidores de la HGM-CoA
Reductasa sobre la musculatura lisa. Por
su parte, Bergdahl y col (2003) [15] han
sefialado que entre estos inhibidores la
lovastatina y la simvastina relajan la
arteria basilar de rata por disminucién de
la concentracion intracelular de Ca?* a
través de la inhibicién de los canales tipo
L de Ca?* cuando se utiliza un inhibidor de
este canal como la nifedipina, resultados
similares se encuentran cuando se
estimula el mudsculo traqueal con
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acetilcolina después de ser incubado con
simvastatina, ya que no se logra una
contraccion muscular significativa. Los
resultados obtenidos en esta investigacion
son semejantes a los obtenidos en
musculo liso vascular utilizando Ila
acetilcolina  como estimulo y la
simvastatina como inhibidor del mismo,
por lo que el mecanismo celular implicado
tanto en el musculo liso vascular como en
el de las vias aéreas es el mismo, esto
pudiera abrir una brecha en estudios que
permitan, utilizando marcadores
fluorescentes de calcio, confirmar la
disminuciéon intracelular del mismo vy
poder utilizar este medicamento para
obtener mejoras en los pacientes
asmaticos a través de su efecto inhibidor
de la contraccién por acetilcolina. Se ha
estudiado los efectos broncodilatadores
de un farmaco que se utiliza en el sistema
cardiovascular, la nifedipina para Ila
inhibicion de los canales de calcio [16] y
que tiene el mismo efecto sobre las células
musculares lisas bronquiales. Seria
entonces de utilidad probar este otro
farmaco para lograr efectos dilatadores en
bronquios.

Ya hemos sefialado que el estimulo a la
traquea con agua fria  produce
broncoconstricciéon [8]. De igual manera
los resultados de esta investigacion
demuestran cémo se produce una
contraccion del anillo traqueal al ser
estimulado con agua fria. Se ha sefialado
recientemente el papel de la proteina
quinasa C (PKC) sobre la contraccién de la
traquea a bajas temperaturas, y se ha
involucrado en los efectos de este
estimulo la activacion de la PKC [17,18],
ya que a bajas temperaturas se activa la
via de la lipooxigenasa, lo que trae como
resultado una respuesta fisioldgica de las
vias aéreas con la disminucion del
didmetro bronquial. Recientemente se ha

descubierto el papel de una bomba sodio-
calcio que pudiera tener participacién en
el efecto del frio sobre el musculo
bronquial [19].

Al incubar con simvastatina y estimular
con agua fria, se encontr6 en estos
resultados que este fArmaco no inhibe la
contraccion que se produce por agua fria.
Se puede afirmar que este efecto del agua
fria sobre la musculo liso bronquial, no
utiliza para su produccién los canales de
calcio relacionados con la “rafts lipidica”,
sino que utiliza fundamentalmente una
via ya mencionada de bomba de Sodio -
Calcio, la cual no funciona vinculada al
colesterol de la membrana, y por ello no
se inhibe con la simvastatina. Aunque
teorias anteriores han sefialado que los
cambios de la temperatura tiene una
influencia directa sobre las células
musculares lisas de vias respiratorias,
afectando el potencial de membrana, la
actividad Na*/K* ATPasa, y la respuesta
contractil de esas células a la Histamina, y
que esta contraccién es directamente
proporcional a la temperatura [20].
Ambos mecanismos productores de la
contraccion explicarian el hecho de que la
simvastatina no actde inhibiendo la
contraccién por agua fria.

De lo anterior se puede afirmar que la
simvastatina y la regulacion del colesterol,
influyen en los canales de calcio de la
membrana de las células musculares lisas
de las vias aéreas al ser estimuladas con
agua fria.

El calculo de la velocidad de contraccién y
la relajacion del musculo se reporta
principalmente en musculo aislado,
sefialandose la velocidad como el cambio
de longitud en segundos [21,22], no
encontrandose referencias de velocidades
de contraccion para el anillo traqueal de
manera integra. Los musculos usados por
los diferentes autores son de animales
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cuyo volumen celular es mayor al de la
rata [23,24]. Sin embargo, otros estudios
han reportado velocidades de contraccion
para la tradquea de ovinos neonatos de
45,1 pm/seg., mientras que para los
ovinos adultos las velocidades de
contraccion que han hallado son de 25,1
um/seg [25]. Parece ser importante la
presencia de cartilago en la velocidad de
contraccion de la trdquea, y se ha referido
que en ausencia de cartilago en traquea
aislada de perro, se hace mas rapida la
velocidad de contracciéon del musculo
bronquial [26]. Las velocidades
encontradas en la presente investigacion,
son mas lentas que las presentadas por
los autores antes descritos, esto es debido
a que se utilizo traquea de rata aislada y
se sabe que hay diferencias de respuestas
de las células musculares dependiendo de
las  propiedades biomecanicas del
musculo liso de la via aérea basado en las
diferentes estructuras celulares de los
animales, diferentes edades y el tipo de
animales de experimentacion; es decir, es
imposible comparar la traquea de rata con
la de otros animales de experimentacion.

Al analizar las velocidades de contraccién
sin simvastatina y en las traqueas
incubadas durante 20 minutos con este
inhibidor de la HMG-CoA reductasa, no se
encontraron diferencias estadisticamente
significativas, por lo que pudiera parecer
que la simvastatina no tuviera efecto
sobre la velocidad de contraccion de la
traquea, sin embargo se ha demostrado al
menos en musculo liso vascular; que a
largo plazo el uso de la simvastina mejora
la caracteristica contractil de la arteria
carotida en pacientes de mas de un afio de
tratamiento [27,28]. Las diferencias no
significativas  encontradas en esta
investigacion pueden deberse a que como
se dijo anteriormente, la velocidad de
contraccion depende de la presencia en la

traquea del cartilago que reduce la
velocidad contractil del musculo, porque
el musculo traqueal se fija en los dos
extremos de cada anillo en forma de
herradura, por lo que al contraerse el
musculo afronta y une los extremos del
cartilago y esto ejerce una resistencia
adicional que pudiera explicar el por qué
no se observa una modificaciéon de las
velocidades en presencia de simvastatina,
porque aunque se produce la contraccion,
ésta es mas lenta que si estuviera el
musculo aislado. La presencia del anillo
traqueal no permite apreciar la velocidad
de contraccion con plenitud con la
simvastatina y sin ella; es decir, la
velocidad de contraccion no es un
elemento importante para demostrar el
efecto de la simvastatina sobre la
contraccion del musculo liso traqueal
como lo es la reducciéon del didmetro del
mismo, que si permiti6 apreciar la
actividad contractil

CONCLUSION.

La trdquea produce una contracciéon con
disminucién de su diametro cuando se
estimula con agua fria y acetilcolina. La
longitud del musculo no es un buen
indicador de los cambios a los estimulos
por lo impreciso de su demarcacién en la
traquea. Al agregar simvastatina y agua
fria, se produce un efecto constrictor
apreciandose una disminuciéon del
didmetro traqueal, este efecto de no
inhibir la respuesta contractil puede
deberse a que este estimulo utiliza otras
vias de entrada de calcio al interior de la
célula muscular lisa, que no dependen del
colesterol. En presencia de simvastatina la
acetilcolina no contrae la traquea, lo que
se explica porque se bloquean los canales
de calcio dependientes del colesterol por
el efecto de este farmaco. Las velocidades
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de contraccién no presentaron diferencias
con o sin simvastatina para ninguno de los
dos estimulos, esto se debe a la presencia
de cartilago en la traquea que retarda el
efecto constrictor del musculo por lo que
no es una medicion util para estos fines.

Al no haberse estudiado con anterioridad
el efecto de la simvastatina en musculo
liso de vias aéreas, y al encontrase
resultados prometedores en su efecto de
relajacion del musculo liso traqueal, éstos
resultados podrian ser contrastados con
otras técnicas, para asi poder introducir
este farmaco en el arsenal terapéutico del
médico en el tratamiento de las
enfermedades bronquiales obstructivas.
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