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ABREVIATURAS

AA: Acido araquidénico.

ADP: Difosfato de adenosina.

AMPc: 3.5 Fosfato ciclico de adenosina.
ATP: Trifosfato de adenosina.

Bmax: Unién maxima.

BSA: Albumina bovina sérica.

[ Ca*];: Concentracion de calcio citosolico.
CMC: Carboximetilcelulosa.

DAG: Diacilglicerol.

1,4-DHPs: 1,4-Dihidropiridinas.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

ED,,: Dosis efectiva 50%.

ED,,: Dosis efectiva 80%.

EDTA: Acido etilendiamino tetraacético.
EGTA: Acido etilenglicol-bis-(3-aminometitéter) N,N,N N -tetraacético.
EPF: Factor temprano del embarazo.
E.S: Error standard.

fMLP: N-formil-metionil-leucil-fenilalanina.
GMPc: Monofosfato ciclico de guanidina.
GP: sn-Glicero-3-fosfato.

GPC: sn-Glicero-3-fosfocolina.

GTP: Guanosina 5-trifostato.

HMTC: Valor hematocrito.



HEPES: Acido N-2-hidroxietilpiperacina-N-2-etanosulfénico.
IC,,: Concentracion que provoca una inhibicion 50%.
IgE: Inmunoglobulina E.

IL-1: nterleuquina 1.

IL-6: Interleuquina 6.

1P,: Inositol trifostato.

K,: Constante de disociacion,

K;: Constante de inhibicidn.

Liso-PAF: 1-O-hexadecil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina
LPS: Lipopolisacarido de E. Cofi.

LTB,: Leucotrieno B,.

LTC,: Leucotrieno C,.

LTD,: Leucotrieno D,.

LTE,: Leucotrienc E,.

0,1 Anidn superdxido.

PAF: Factor activador de plaquetas. 1-O-hexadecil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina
PC: Fosfatidilcolina

PEG: Polietilenglicol.

PGE,: Prostaglandina E,.

PGs: Prostaglandinas.

PHA: Fitohemagiutinina.

Pls: Fosfoinositidos.

PKC: Proteina kinasa C.

PLA,: Fosfolipasa A,.

PLC: Fosfolipasa C.

PMNSs: Leucocitos polimorfonucieares.

P.P.P.: Plasma pobre en plaguetas.



P.R.P.: Plasma rico en plaquetas.
TNF: Factor de necrosis tumoral a.

TXA,: Tromboxano A,.
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RESUMEN

El factor activador de plaquetas (PAF) es un mediador fosfolipidico implicado en muchos
procesos fisiolégicos y patolégicos, entre los que se pueden mencionar el asma, la anafilaxia,
alteraciones cardiovasculares y el shock séptico. El PAF actia sobre las células a través de
receptores especificos en la membrana celular.

Desde hace varios afios la sintesis y el desarrollo de compuestos antagonistas del
receptor del PAF ha supuesto para la investigacién farmacobiologica un interesante tema de
estudio. El objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar la actividad de una molécula de nueva
sintesis con estructura 1,4 dihidropiridinica. El PCA-4248 es un derivado del nucleo de 1,4-
DHPs, carente de la actividad sobre el sistema cardiovascutar que generalmente se asocia
a este tipo de moléculas, pero que posee actividad antagonista dei receptor del PAF.

Los resultados presentados en esta tesis demostraron que el PCA-4248 es capaz de
antagonizar los efectos del PAF en células aisladas y en modelos animales que trataban de
reproducir algunas de las situaciones patolégicas en que parece estarimplicado este mediador.
Se demostré que la actividad del PCA-4248 era debida a la capacidad del compuesto para
unirse de manera especifica, competitiva y reversible al receptor del PAF de distintos tipos
de ceélulas procedentes de especies animales diferentes.

Por ultimo, la relacion que existe entre el PAF y otros mediadores, fundamentalmente
citoquinas y metabolitos de acido araquiddnico, en distintas situaciones patolégicas, nos llevé
a profundizar en el estudio de la actividad dei compuesto sobre estas interacciones "in vitro"
e "in vivo". Los resultados obtenidos mostraron que el PCA-4248 resulté activo en los modelos
dependientes de la cooperacién de PAF-citoquinas, presentando ademas de su actividad
antagonista del receptor del PAF, capacidad para antagonizar algunos efectos del factor de

necrosis tumoral.
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1 EL FACTOR ACTIVADOR DE LAS PLAQUETAS ES UN AUTACOIDE

DE NATURALEZA FOSFOLIPIDICA.

La existencia de un factor activador de plaquetas como mediador de fase fluida de las
reacciones anafilacticas, se propuso por primera vez en la segunda mitad de los afos 60,
cuando se observo que la adicion de antigeno a células sensibilizadas de conejo provocaba
la activacion de los leucocitos'?, y la liberacion posterior de histamina de las plaquetas.
En 1972 se descubrio que el leucocito implicado era el basdfilo, la clase de anticuerpo
responsable de la sensibilizacion fa Igk, y se propuso el nombre de factor activador de las
plaguetas para el mediador soluble®, cuyo acrénimo sobre las iniciales en inglés es PAF. En
1979, tres grupos independientes de investigadores propusieron la estructura del PAF como:
1-0-alquil-2-acetil-sn-gliceril-3-fosfocolina®®’, y en 1980 se confirmé esta estructura por
espectrometria de masas del PAF obtenido de basdfilos de conejo® (Fig.1).

En la actualidad, existe aun controversia sobre la composicién de la cadena unida al
carbono en posicién 1 del glicerol. Asi, mientras algunos autores describieron la existencia
exclusiva de 1-O-hexadecil-PAF, otros describen también la existencia de especies moleculares
16:0, 17:0, 18:0, 18:1, 15:0 y 22:2°.

El PAF no es un autacoide que se acumule en las células, sino que se produce en
respuesta a la estimulacion. Entre las células capaces de producirlo se deben mencionar:

macrofagos, células endoteliales, polimorfonucleares, monocitos y plaquetas,
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CH O (CH ,) nCH 4

CH ,C00 ——CH
o CH 4

CH 0P (CH ,) 2§+_CH3
H3

Donde n=16,17,18...

FIGURA 1. Estructura def PAF.

A partir de la definicion de ia estructura del PAF se propusieron vias de sintesis y
catabolismo. Una clave importante para el estudio del metaboilismo del PAF fue la identificacion
de liso-PAF en los tejidos, compuesto con propiedades estructurales uUnicas para ser
considerado precursor y producto del catabelismo, y carente de actividad bioldgica.

La diversidad de efectos ejercidos por el PAF sobre una gran variedad de células diana,
sugirieron la existencia de vias metabdlicas de cuya regulacion depende la concentraciéon de
PAF en los tejidos. Estas vias son:

1 El denominado cicio de activacion - inactivacion.

2 Biosintesis de novo.

3 Otras rutas metabdlicas.
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11 PRODUCCION DEL FACTOR ACTIVADOR DE LAS PLAQUETAS: CICLO

DE ACTIVACION - INACTIVACION.

La idea que el liso-PAF es precursor y producto del catabolismo del PAF se basa en

dos hechos experimentales:

- La demostracion en un gran numero de tipos celulares de una acetiltransferasa
especifica para PAF, cuya activacion coincide con la estimulacion celular y la
produccion de PAF,

- La observacion de que la inhibicién de la actividad PLA, reduce la formacion
de liso-PAF y de PAF™.

La actividad de la PLA, se modula por varios factores: los niveles de Ca®, una proteina

de la familia de las lipocortinas'', la cantidad de &cidos grasos disponibles y la presencia
de metabolitos de cicloxigenasa y lipoxigenasa. Por otro lado, la actividad de la acetiltransfe-

I'2, Por dltimo, reacciones de

rasa es controlada por los niveles de iones calcio en el citoso
fosforilacion/defosforilacion modulan la actividad de las lipocortinas y de la acetiltransferasa

Paralelamente a la formacién de PAF, se produce la inactivacién por una actividad
acetilhidrolasa citosélica y extracelular, especialmente abundante en ef plasma'®. La actividad
acetilhidrolasa se diferencia de la PLA, en varios aspectos: es independiente de calcio, es
especifica para cadenas cortas de acido graso en la posicion sn-2 y se localiza fundamental-
mente en ef citosol ™. Esta reaccién da lugar a [a formacion de liso-PAF. El liso-PAF formado
se metaboliza por la transtferencia de un radical de dcido graso de cadena iarga en posicion

sn-2 por la accion de una aciltransferasa. Los 1-O-alquil-2-O-acil-GPC resultantes se reincor-

poran a la membrana completando el ciclo®(Fig.2).
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INACTIVACION

Acil-S-CoA Acetato
|
e
ACTLTRANSFERASA \ ACETILHIDROLASA
Y CH O (CH ;) nCH ,
Alquilacil-GPC ROCE 4 CH 4 PAF
(R=Ac. graso) éH ZOﬁ (CH ;) JN*-CH, (R=CH ,CO)
l Hi
\ LISC-PAF
\ﬁ@mm A;z/, (R=H) CETILTRANSFERASA
M ‘
Acido graso Acetil-CoA
ACTIVACION

FIGURA 2. Ciclo de activacidén - inactivacidn del PAF

En estudios realizados en distintos tipos de células, se observé que el AA es uno de

los 4cidos grasos que se incorpora mayoritariamente en el ciclo. Esto hecho implica que 1-O-

alquil-2-O-araquidonil-GPC seria el precursor de PAF y AA'®, Esto representaria un importante

punto de contacto entre dos familias de mediadores lipidicos. Sin embargo, publicaciones mas

recientes'’ indican la existencia de una transacilasa CoA independiente con actividad de

fosfolipasa y acetiltranstferasa. Esta enzima intercambiaria araquidonato entre los fosfoglicéridos

de etanolamina y colina y éste seria el mecanismo que iniciaria la produccién de PAF. Estos

experimentos indicarian que la generacion de ambos tipos de mediadores no estarian

regulados por un paso limitante comin que es la activacion de ia PLA,'™, al menos en
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polimorfonucieares humanos.

1.2 BIOSINTESIS DE NOVO.

Ademas de el ciclo de activacion-inactivacién anteriormente descrito, se ha demostrado
una via de biosintesis de PAF por la transferencia de fosfocolina a los 1-O-alquil-2(R)-
cetilgliceroles'®(Fig.3). Esta via empez6 a recibir atencién cuando se produjeron las siguientes
observaciones:

- E! hexadecanol marcado puede incorporarse a la via biosintética del alquilgli-

cerol®™.

- La transformacion de alquil-liso-GP en alquilacetil-GP por la accién de una

acetilCoA acetiltransferasa.

- El alquilacetil-GP se defosforila para generar un alquilacetil-G*'.

En el caso en que la acilacién ocurriera por una aciltransferasa especifica de
araguidonato se obtendria 1-O-alquil-2-araquidonil-GPC. Este mecanismo puede constituir una

fuente alternativa de lipidos de membrana y seria ! nexou entre ambas vias de biosintesis.

1.3 OTRAS RUTAS METABOLICAS.

Aparte de la acetilhidrolasa descrita en el ciclo de activacion-inactivacién, el PAF no
se degrada directamente por ninguna de las rutas catabélicas comunes a los éteres lipidicos.
El liso-PAF, sin embargo, es substrato de una monoxigenasa tetrahidropterina alquil-GPC
dependiente, responsable de la rotura de las uniones éter de los C-alquil-éteres. El resuitado
de esta reaccion enzimatica seria la eliminacién del liso-PAF del medio y la obtencion de al-

dehidos grasos de cadena larga y GPC.
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ALQUIL-LISO-GP

Acetil-S-Col ALQUIL-LISO-GP
ACETILTRANSFERASA

AIQUIL-ACETIL-GP

ALQUIL-ACETIL-GP PO 3-
FOSFOHIDROLASA 4

ALQUIL-ACETIL-G

CDP-Ceolina COLINFPOSFO - "

PAF

FIGURA 3, Biosintesis de novo.
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2 ACTIVIDADES FISIOLOGICAS Y FARMACOLOGICAS DEL PAF.

En la actualidad, se considera a este autacoide como un mediador en la comunicacion

celular, que exhibe un amplio rango de actividades biolégicas en distintos tipos de células y

érganos (Fig.4), y parece estar implicado en una serie de situaciones fisiopatolégicas.

MONOCITOS, MACROFAGOS

MOVILIZACION DE CALCIO
QUIMICTAXIS
AGREGACION
PRODUCCION DE

PRODUCCION DE PGs Y TXs

SUPERCXIDO

CELULAS MESANGIALES \ /

PRODUCCION DE SUPEROXIDO

SINTESIS DE PGs

PLAQUETAS

SECRECICN

AGREGACION
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FIGURA 4. Efectos del PAF sobre distinias célules diana.
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La definicion del perfil de acciones bioldgicas de este mediador ha precisado estudios

en distintas preparaciones:

1 Células aisladas.
2 Organos en perfusion.
3 Modelos experimentales de distintas patologias.

2.1 CELULAS DIANA.

Entre las distintas células diana destacan: plaquetas, leucocitos, macréfagos, etc.

2.1.1 PLAQUETAS.

La observacion de que el PAF se liberaba de las plaquetas cuando se estimutaban
con ionoforo A23187, trombina, colageno o con el propio PAF, sugirié que éste mediador podia
participar en lo que se ha denominado la tercera via de activacién plaguetaria®. Pero en
condiciones fisiologicas 10 usual es que las plaquetas reaccionen frente ai PAF procedente
de otras células de su entorno, especialmente leucocitos.

El PAF induce sobre las plaguetas agregacion, cambio de forma, degranutacion,
desensibilizacién, aumento de la concentracion de Ca** intracelular, fosforilacién de proteinas,
estimulacion del metabolismo de Pls y AA, formacién de metabolitos de acido araquidonico
y aumento de los niveles de AMPc.

La capacidad de respuesta de las plaquetas frente al PAF varia entre las diferentes
especies animales. Induce agregaciéon de plaquetas de humanos, conejos, perros, gatos,
caballos y cobayas a unas concentraciones en el rango nanomolar. Sin embargo, las plaquetas
de ratén o rata no responden al PAF®. Esta incapacidad de las plaquetas de rata y ratén

para responder a PAF, se debe a la ausencia de receptores de alta afinidad para PAF en estas
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especies™.

El grado de estimulacion de las plaguetas por PAF es dependiente de la dosis. A bajas
concentraciones (0.2-10 nM) provoca una agregacion monofasica y reversibie de las plaguetas
humanas. Mientras que a concentraciones mayores (10-100 nM) induce una primera fase de
agregacion, que va seguida de una segunda onda que se acompafa de la liberacion del
contenido de sus granuios.

El primer fenémeno fisiolégico que se puede apreciar en respuesta al PAF es el cambio
de forma y éste parece ser independiente de la presencia de cationes divalentes y del
metabolismo de AA®. En plaquetas de conejo, el PAF aumenta la entrada de Ca®" extracelular
en forma dependiente dei tiempo, la temperatura y la concentracion. Esta actividad es indepen-
diente de ADP y de la produccién de metabolitos de la cicloxigenasa®. Sin embargo, aunqgue
no se conocen bien los mecanismos que regulan la agregacion y la secrecion, ambos
mecanismos son dependientes del flujo de Ca** 7.

El papel del Ca® en la transduccién de la sefial iniciada por PAF, esta intimamente
relacionado con las primeras fases de la activacion plaquetaria. El PAF provoca una desapari-
cion rapida de Pls causada por la activacion de la PLC en plaquetas humanas, de conegjo y
de cabalio. Ello da lugar a la aparicidn simultdnea de DAG y acido fostatidico, que se comporta
como un ionéforo de! Ca®*. El aumento de la concentracion de acido fosfatidico es la causa
de la movilizacién de Ca* unido a membrana. Por otro lado, el incremento en los niveles de
DAG permite ia activacion de la PKC, que se encarga de la fosforilacién de proteinas y
especialménte de la cadena ligera de miosina plaquetaria que, como resultado final, causa
la liberacién de serotonina en las plaquetas activadas®.

Aungue el mecanismo subyacente entre la estimulacién inicial y la respuesta final no
se conoce bien, se sabe que hay dos vias de activacion en plaquetas claramente identificadas:

- Formacion de endoperdxidos de PGs y TXA,, ambos metabolitos de AA por

la via de |a cicloxigenasa.
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- Secrecion de ADP, acumulado en los granulos densos, que se regula mediante
un mecanismo de "feed-back”.0

Se ha comprobado que el PAF es capaz de activar las plaquetas y en presencia de
inhibidores de la cicloxigenasa (aspirina o indometacina) y también de enzimas que secuestran
el ADP (apirasa). Por esta razén, se ha propuesto que el PAF puede ser el mediador de la
Hamada tercera via de activacion®. Esta teoria ha sido ampliamente discutida por 1a existencia
de resultados contradictorios, que indicaban que la activacién por PAF parecia estar mediada
por la cicloxigenasa y ADP. Sin embargo, se comprobd que sélo a concentraciones bajas de
PAF existe un sinergismo positivo con otros agonistas.

La interaccién de PAF con su receptor plaquetario lleva a la activacion de distintas
rutas metabdlicas. Estas rutas incluyen la activacion de una GTPasa que inhibe la adenilato
ciclasa produciendo una disminucién de AMPc y por tanto un aumento del Ca®* intracelular.
En segundo lugar, activa las fosfolipasas de membrana, dando como resultados ia formacion
de metabolitos de acido araquidénico y un aumento de DAG e |P,. El aumento de P, daré
lugar al aumento de Ca®* intracelular y el DAG activara la PKC. En ultimo caso, la PKC a través
de la fosforilacion de distintas proteinas, sera la causante de la activacién plaquetaria. El PAF
induce, ademas, la apertura de un canal de Ca® no dependiente de voltaje. Es importante
destacar, que al parecer, la respuesta del PAF requiere ia activacién de las diversas rutas

mencionadas y que una sola de ellas no ilevaria a ia activacion de ias plaquetas™.

2.1.2 LEUCOCITOS.

Se sabe gue ios PMNs humanos y de diversas especies animales pueden liberar PAF
o liso-PAF cuando se estimulan adecuadamente®*?, Monocitos™, macréfagos' y eosinéfi-
los* también lo liberan cuando se activan con iondforo de Ca®* (A 23187), particulas de

zimosan ¢ IgE.
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Polimorfonucleares.

El PAF produce en los polimorfonucleares varias respuestas como degranulacion,
agregacion, quimiotaxis, quimioquinesis, aumento de la explosion oxidativa, aumento de la
adherencia celular y estimulacién del metabolismo de AA%.

El proceso de degranulacion de ios neutréfilos por PAF depende de la temperatura,
de la generacion de energia por glicolisis y de la disponibilidad de grupos sulthidrilo. La
presencia de Ca®" extracelular y citocalasina B aumenta el proceso de degranulacion, mientras
que antagonistas de calmodulina inhiben el proceso de forma dosis dependiente®. Esta agrega-
cién requiere la presencia de Ca® y Mg® extracelular, y es independiente de los metabolitos
de la cicloxigenas; sin embargo, metabolitos de la lipoxigenasa como LTB, podrian aumentar
la respuesta®’.

La gquimioquinesis inducida por PAF se produce con bajas concentraciones, mientras
la quimiotaxis requiere concentraciones mas altas, los metabolitos de cicloxigenasa no influyen
en el proceso, mientras que los productos de la lipoxigenasa son inhibidores™.

Por ultimo, el PAF provoca la produccion de anion superoxido en neutrdfilos pretratados
con citocalasina B. La respuesta no depende de la concentracion®. No se ha observado que
exista sinergismo con el LTB,, ni desensibilizacion de las células para responder a LTB, o
fMLP, después de una primera exposicion a PAF. Por tanto, este mediador parece ser un
estimulo especifico para la produccion de anién superéxido®.

Los eosinéfilos son células sensibles a la estimulacién por PAF. El PAF produce el
movimiento al azar y dirigido, y la respuesta es dependiente de la dosis y de mayor intensidad
que ia observada con otros factores, como LTB,, fMLP, histamina o factores quimiotacticos
de eosindfilos®’. Se ha demostrado que el PAF esta relacionado con la acumulacién de

eosindfilos en los lugares de inflamacion. Asi, inyecciones peritoneales de PAF al cobaya
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producen la acumulacion de eosindfilos en las vias respiratorias®’.

Los eosindfiios pulmonares de los casos de neumonia eosinofilica poseen nucleos
hipersegmentados y son de baja densidad. Tradicionalmente, se habia aceptado que e! factor
quimiotactico de eosindfilos y ciertas linfoquinas, eran las que daban lugar a caracteristicas
de este tipo, pero recientemente se ha comprobado que los quimioatrayentes, histamina y PAF

inducen también hipersegmentacion y baja densidad nuciear*.

Macréfagos y monocitos.

El PAF desencadena la combustion oxidativa en macréfagos, con la consiguiente sin-
tesis de prostanoides (PGE y TXB,), aumento de consumo de glucosa y agregacién en
monocitos.

El PAF desencadena la agregacion de monocitos circulantes en forma dosis-
dependiente. En humanos, este proceso requiere cationes divalentes y glicolisis®. A pesar
de que la explosion oxidativa se inicia directamente por el PAF, la respuesta esta modulada
por los metabolitos del AA, siendo ios metabolitos de la lipoxigenasa activadores y los de la
cicloxigenasa inhibidores**. Al igual que en las plaquetas, el PAF induce la entrada de Ca**

extracelular y la movilizacion del intracelular®.

Linfocitos

Hasta hace poco tiempo, se pensaba que los linfocitos no eran capaces de sintetizar
PAF, pero hallazgos recientes indican que esto podria no ser cierto. En primer lugar, los
linfocitos son capaces de producir liso-PAF cuando se estimulan con iondforo de calcio
A23187*. En segundo lugar, secretan grandes cantidades de PAF cuando se estimula el

receptor Fc*’, y por dltimo, céiulas leucémicas de tipo Ty B liberan PAF cuando se estimulan
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con PHA, A23187 y acetil CoA™.

Sobre el papel funcional del PAF en los linfocitos, se supone que controla la
proliferacion de las céiulas T, ya que en células estimuladas inicialmente con LPS vy,
posteriormente con una concentracion baja de PAF se induce un aumento en la sintesis de
IL-1%°. Ademas, se ha observado que el PAF causa un incremento en la [Ca®"], que podria

influir en la proliferacion dependiente de calcio.

2.1.3 EFECTO SOBRE OTROS TIPOS CELULARES.

Las células endoteliales son también capaces de sintetizar PAF, pero en este caso
no se libera, sino que permanece asociado a las células y solo un pequefa parte sale al
exterior. El PAF asociado a las células sirve como sefial para que otras células, sobre todo
PMNs, se unan al endotelio. Por otro iado, el PAF es capaz de producir en células endoteliales
un aumento transitorio de la concentracion del calcio citosolico *°. Ef PAF sirve también como
sefial celular en la comunicacion entre células hepaticas sinusoidales y del parénguima. En
cultivos primarios de células mesangiales, el PAF induce la liberacion de tromboxanos y
prostaglandinas. Este efecto esta asociado con el cambio de forma y ia produccion de especies

reactivas de oxigeno.

22 EFECTOS SOBRE ORGANOS AISLADOS.

2.21 APARATO RESPIRATORIO

Se ha observado que inyecciones de PAF a conejos a la dosis de ug/kg causan una

aiteracion aguda de los sistemas cardiovascular y pulmonar. Asi, se desarrolia hipertensién

pulmonar, aumento de la resistencia y disminucién de Ja complianza®. Ademas estas
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alteraciones ocurren con aparicion de hroncoconstriccion, que se desarrolla asociada a la
liberacion de histamina, TXA, y prostaglandinas. Otra caracteristica comun en todos estos
procesos es la acumulacién de macréfagos en los espacios alveolares, cambios degenerativos
en el epitelio alveolar y en las células endoteliales, y acumulacion de plaquetas y PMNs en
la juz de los capilares alveolares™.

Por otro lado, los pulmones aislados de cobayas sensibilizadas liberan PAF cuando
se perfunden con antigenc por las vias repiratorias™. De los hechos descritos se deduce
que ei pulmén es un organo diana del PAF. Puesto que este mediador se libera también por
las células que infiltran el pulmdn, se puede inferir que juega un pape! importante en los

procesos inflamatorios puimonares.

2.2.2 SISTEMA CARDIOVASCULAR.

El PAF induce alteraciones cardiacas similares a las observadas en la anafilaxia
cardiaca. Los efectos sobre el corazon aislado son depresivos y dependientes de la dosis,
pero con caracteristicas bifasicas. En algun caso los metabolitos de la cicloxigenasa juegan
un papel en la mediacion de estas respuestas™.

Por otro lado, el PAF induce vasodilatacion arterial en el sistema circulatorio periférico,

que es la responsable del efecto hipotensor observado *in vivo"®.

2.2.3 APARATO DIGESTIVO.

El PAF es uno de los agentes ulcerogénicos mas potentes en la rata. Este efecto no
esta mediado por plaquetas o productos de la via de la cicloxigenasa, ni tampoco por los
receptores de histamina o adrenérgicos®®. Sin embargo, va acompanado de una reduccion

del numero de PMNs circulantes y un aumento de la adherencia de éstos al endotelio™.
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Por otra parte, el PAF a concentraciones nanomolares, induce una contraccion lenta
y persistente del ileo de cobaya, mientras que a concentraciones mayores provoca una
contraccion rapida que va seguida de una relajaciéon. También en otras regiones del intestino,
como duodeno, yeyuno y colon produce contracciones en forma dosis-dependiente. El hecho
de que exista una desensibilizacion en todas las regiones del intestino para una segunda
estimulacion por PAF, pero no por otros agentes, parece indicar que la contraccién muscuiar
inducida por el PAF es a través de un receptor propio™.

Resultados similares se han obtenido utilizando el PAF para reproducir ios procesos
de enterocolitis necrosante causados por la administracion de LPS o TNF™, Esta respuesta
parece estar mediada por metabolitos de la lipoxigenasa, puesto que inhibidores de esta
actividad enzimatica, alivian la situacidn, mientras que inhibidores de la cicloxigenasa la
agravan. En este modelo, el PAF también podria contribuir al desarrolio de las lesiones por

sus acciones sobre el metabolismo de iipidos y carbohidratos.

224 OTROS TEJIDOS.

E! PAF estimula el metabolismo de fosfoinositidos y la disminucién de los niveles de

AMPc en el higado. También altera la glicogenolisis hepatica®, puesto que estos efectos no

se inhiben por la accion de antagonistas a o 3 adrenérgicos. La accién del PAF sobre estos

procesos parece ser distinta a la de agentes como la angiotensina o vasopresina®'. Sin

embargo, podria estar relacionada con productos de la cicloxigenasa, ya que los inhibidores
son capaces de suprimir los efectos inducidos por este mediador®.

La estimulacion de tejido renal con iondforo de calcio produce la liberacion de PAF,

el cual ejerce acciones directas sobre las funciones renales, como son la reduccion del flujo

sanguineo renal, de la filtracion glomerular y de la excrecién urinaria de sodio®. También

se ha podido determinar en este tejido que la administracidén de PAF da lugar a la produccién
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de prostaglandinas.

SISTEMA GASTROINTESTINAL SISTEMA CARDIOVASCULAR
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FIGURA 5. Efectos deil PAF "in vivo*.

2.3 EFECTOS FARMACOLOGICOS DEL PAF SOBRE EL ANIMAL DE EXPERI-
MENTACION: ANALOGIAS CON MODELOS PATOLOGICOS EXPERIMENTA-

LES.

2.3.1 PAPEL DEL PAF EN REACCIONES INFLAMATORIAS.

Son numerosas las razones que inducen a considerar al PAF como un importante

mediador de las reacciones inflamatorias:
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- En primer lugar, distintos tipos de céluias inflamatorias producen PAF.

- En segundo lugar, la administracion de este mediador reproduce muchos de
los efectos observados en las reacciones inflamatorias, especialmente, de las
reacciones inflamatorias agudas, porgue induce la agregacion de plaquetas,
aumenta la permeabilidad vascular*, induce la formacion de edema y juega
un papel importante en la acumulacion de células inflamatorias en el sitio de
la inflamacion®*.

Por el contrario, existen pocas evidencias que lo impliquen en las reacciones

inflamatorias cronicas, puesto que éstas se caracterizan por la infiltracién de células mononu-
cleares y por la proliferacién de fibroblastos, células del musculo liso y células de ia pared

vascular.

2.3.2 ASMA Y ANAFILAXIA SISTEMICA.

La implicacién del PAF en el asma se basa en su capacidad para inducir; broncocons-
triccion, inflamaciéon pulmonar e hipersensibilidad y en las analogias existentes entre sus
efectos y los inducidos por el antigeno. Otros posibles mediadores de la inflamacién como
son la histamina o los metabolitos del acido araquiddnico, son capaces de inducir broncocons-
triccién e inflamacion pulmonar, pero no hiperreactividad bronguial®.

No existe un modelo perfecto para estudiar el asma; sin embargo, el modelo de shock
anafilactico en cobayas ha sido usado ampliamente. La inyeccion del antigeno a cobayas
activamente sensibilizados, reproduce algunas de las caracteristicas cfinicas del asma. En
estos modelos, tiene lugar un aumento de la resistencia pulmonar y un descenso del umbral
para la respuesta, que van acompanadas por alteraciones hematologicas, como descenso del
recuento de plaquetas y leucocitos circulantes. Las semejanzas que existen entre estas

alteraciones inducidas por PAF y las que ocurren durante el shock anafilactico sistémico,
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sugieren que este mediador puede participar en la patogenia del asma.

Lainyeccion intravenosa de ng de PAF desencadena una marcada broncoconstriccion
asociada a hipotension sistémica. A pesar de que esta broncoconstriccion depende de la
presencia de plaquetas circulantes, no parece que en ella estén implicados ios productos de
la cicloxigenasa ya que ni la aspirina, ni la indometacina, modifican el proceso®. Por el
contrario, la administracion de PAF en aerosol provoca una broncoconstriccion independiente
de plaquetas y de la liberacion de histamina que requiere la produccién de derivados de la
cicloxigenasa, ya que es inhibida por aspirina®. Esto indica que dependiendo de la ruta de
administracion utilizada, el fosfolipido estimula diferentes tipos celulares y la produccion de
segundos mensajeros para dar lugar a los efectos broncopulmonares ya mencionados.

Oftra posible implicaciéon del PAF en el asma, se relaciona con su capacidad de
potenciar la broncoconstriccion inducida por otros agentes. En el asma se produce hiperreactivi-
dad bronquiai no especifica relacionada con la inflamacién del pulmén. Cuando el PAF se
administra bien por via sistémica o por inhalacion, se produce un aumento de ia reactividad
respiratoria que suele durar hasta siete dias®. La magnitud y la duracién del fenémeno son
muy parecidas a los que presentan los pacientes asméticos frente al antigeno®. El
mecanismo de accidén no esta muy claro, pues compuestos de muy diferentes caracteristicas
como ketotifen, hidrocortisona o teofilina son capaces de anular los efectos. Se ha postulado
que el mecanismo podria ser el resultado de un efecto no espasmogénico del PAF que

implique la formacidn de edema, la infiltracién de plaquetas, eosindfilos y el dafio del epitelio.

2.3.3 EL PAF EN LAS ALTERACIONES CARDIOVASCULARES.

E! PAF produce diversos efectos farmacologicos sobre distintos componentes de

sistema cardiovascular, lo que exige hacer una descripcion diferenciada sobre corazon,

circulacion sistémica, circulacion pulmonar y microcirculacion.
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En corazon es destacable la vasoconstriccion coronaria y el efecto inotrépico negativo
producide por PAF. Ademas, a concentraciones mayores de 1pM, produce una disminucion
del flujo coronario, arritmias ventriculares y un bloqueo auriculo-ventricular. En experimentos
llevados a cabo en corazon aislado, se analizé el liquido de perfusion y se midieron en él
cantidades significativas de LTC4, LTD4 y LTE4. Estos hechos sugieren que al menos parte
de los efectos observados son consecuencia de la capacidad det PAF para dar lugar a la for-
macién de peptidoleucotrienos. Por otro lado, el PAF que se sintetiza rapidamente por los
granulocitos frente a un estimulo hipdxico, parece ser también un importante mediador de
algunos fenémenos que se producen en la isquemia miocardica™.

Sobre la circulacion sistémica, el PAF es el causante de la hipotension arterial y de
una disminucién de las resistencias periféricas. Este efecto es dependiente de la dosis y es
irreversible con dosis altas. Estos hechos han sido observados en ratas, conejos y cerdos,
pero existen discrepancias para explicar su mecanismo. El PAF no es capaz de producir fa
relajacion de arterias aisladas, por esto se piensa que en este fendmeno, estan implicados
factores de relajacion del endotelio. Algunos estudios han explicado el estado de shock como
una consecuencia de la hipertension pulmonar y de un fallo en el ventriculo derecho del
corazon, {0 que provoca que el ventriculo izquierdo no pueda llenarse bien y, en consecuencia,
ia aparicidén de una disminucién del rendimiento cardiaco y el colapso circulatorio”.

Los efectos mas importantes a nivel de la circuiacion pulmonar son: el aumento de la
presion pulmonar, la acumulacién de proteinas plasmaticas y la hemoconcentraciéon. Estos
efectos no son bloqueados por inhibidores de cicloxigenasa, por bloqueantes de canales de
calcio, ni por antihistaminicos, lo que hace pensar que son efectos directos del PAF™. El
efecto del PAF sobre la microcirculacion, esta intimamente relacionado con su papel en los
procesos de inflamacién aguda, a la que anteriormente nos hemos referido.

Recientemente se ha implicado al PAF en la aterogénesis y se ha descrito aumento

de la actividad PAF-acetithidrolasa en el plasma de pacientes con hipertensién™.
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2.3.4 EL PAF EN EL SHOCK ENDOTOXICO.

El shock séptico es la respuesta del organismo frente a bacterias Gram-negativas. Se
caracteriza por la aparicion de: hipotensién sistémica, hipertension pulmonar, aumento de la
permeabilidad vascular, broncoconstriccion y ulceracidn gastrointestinal. Todos estos sintomas
se reproducen por la inyeccion intravenosa de lipopolisacarido bacteriano (LPS). El tiempo
de retraso observado entre la administracion de LPS y la aparicidon de los sintomas sugitio
la posibilidad de que ¢! LPS produjera la liberacién de mediadores endégenos. En un principio
se pensé en los metabolitos del acido araquiddnico, pero estudios realizados con inhibidores
de 5-lipoxigenasa demostraron que éstos influyen ligeramente en la evolucién del proceso™,
y en consecuencia se penso en otros mediadores.

En Ia actualidad, el se considera el shock endotoxico como un proceso complejo en
el que participan diversos mediadores humorales y celulares con efectos sinérgicos o aditivos
entre los que se incluyen: aminas vasoactivas, péptidos generados durante la activacién del
complemento, eicosancides, citoquinas como la IL-1 y el TNF, y lipidos bioactivos como el
PAF.

La posible participacién del PAF en e shock se basa en varios hechos:

- L.a administracion de PAF a los animales de experimentacion mimetiza el estado

de shock®.

- Se han detectado niveles elevados de PAF en el plasma y en tejidos de

animales tratados con LPS™,

- La utilizacién de antagonistas de PAF parece mostrar un efecto protector sobre

los animales en estado de shock’®.

También el TNF mimetiza algunos de los efectos que producen las inyecciones de LPS,

y se ha observado aumento de su concentracién en plasma’ en el shock endotéxico.
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Aparentemente, y como hipétesis de trabajo se puede aceptar que los efectos bioldgicos del
LPS dependen de la produccion de TNF y de PAF; y ademds son notables las relaciones entre
ambos mediadores. Resultados obtenidos recientemente™, indican que la estimulacién de
diversos tipos celulares bien por PAF o TNF puede inducir la liberacion del otro mediador de
forma reciproca.

Aligual que el TNF y el PAF, la IL-1 se libera por los macréfagos estimulados por LPS
y, a su vez, ia produccion de eicosanocides también es modulada por IL-1, TNF y PAF.

Esta liberacién reciproca de PAF y citoquinas ha llevado a proponer la existencia de
ciclos positivos de "feed-back”, en los que el el PAF y el TNF tendrian un papel esencial en
las fases iniciales que van a desencadenar la liberacién de otras citoquinas y factores de
crecimiento que, a su vez, entraran a formar parne en otras fases del ciclo™. Sobre estas
bases, la estrategia de tratamiento del shock séptico debe ser multifactorial e incluir la
utilizacion de anticuerpos monoclonales anti-TNF e IL-1, inhibidores de 5-lipoxigenasa y an-

tagonistas del PAF®.

2.3.5 EL PAF EN OTROS ESTADOS PATOLOGICOS.

Otras situaciones patoldgicas en las que el PAF podria estar implicado son las

siguientes:

- Rechazo de dérganos transplantados.
- Alteraciones del sistema nerviosoc central.

- Las primeras etapas del embarazo.
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Rechazo de organos transplantados.

La primera indicacion de que el PAF podia estar implicado en el rechazo de drganos
es su implicacion en las reacciones hiperagudas de rechazo. Estas son reacciones causadas
por anticuerpos preformados, en las que estan implicadas {a activacién dei complemento y
la agregacion intravascular de plaquetas. Sin embargo, este tipo de reaccion no es la que
ocurre en los pacientes que presentan rechazo. L.a mayoria de estos pacientes presentan un
proceso que no es de tipo humoral sino mediado por células. En este caso, se observa
infiltracidn de linfocitos y monocitos, siendo poco conocido el papel que juegan las plaguetas,
que se acumulan en ia zona del transplante. El rechazo implica acumulacién de linfocitos y
proliferacion de linfocitos. Para que ocurra la proliferacién, los linfocitos deben recibir dos
senales de los macrofagos: la presentacion del antigeno y la produccion de IL-1. Por esta
razén, se penso que el PAF podria estar implicado en la proliferacidn de linfocitos, pues los
macrofagos son sensibles al PAF y en su presencia aumenta la produccion de IL-1%°. Por tanto,
IL-1 y PAF podrian estar relacionados con la amplificaciéon de la respuesta. Ademas, se sabe
que los macréfagos liberan PAF y éste aumenta la concentracién de Ca® intracelular en
distintos tipos de células, por 1o tanto podria activar la proliferacién de linfocitos por una via
dependiente de fos niveles de Ca®'. Experimentaimente, se ha observado que la utilizacion
de antagonistas del PAF en combinacion con ciclosporina produce un aumenio en ia supervi-

vencia de los transplantes.

Alteraciones del sistema nervioso central.

Algunos estudios han demostrado que el PAF induce diferenciacidén neuronal en lineas
celulares como la NG 108-15. Este efecto depende del tiempo de incubacién y de la

concentracion. Cuando ia concentracion utilizada era menor que la que causaba la diferencia-
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cién maxima el autacoide era citotoxico. Este hallazgo hizo pensar que el PAF podria ser uno
de los factores que participan en los procesos de degeneracion neuronal irreversible asociada
con dafos de la médula espinal. Los mecanismos bioguimicos responsables de este efecto
No se conocen, pero se piensa que quizas esten relacionados con el aumento de la concentra-
cién de Ca* intracelular®’, pues se ha demostrado en hipocampo de rata que el PAF es capaz
de movilizar el Ca® intracelular®. Estos estudios han alcanzado recientemente un nuevo
impulso tras el aislamiento del mRNA dei receptor del PAF en el encéfaio, cuya localizacion

preferente incluye hipotalamo, corteza cerebral y bulbo raquidec®.

El PAF en | mpranas del embarazo.

Se ha visto que el PAF y las enzimas implicadas en su metabolismo® estan presentes
en el liguido amnidtico humano. De hecho, el embrién de mamiferos sintetiza PAF en las seis
primeras horas de fertilizacidn, y ello que provoca la activacion intravascular de las plaquetas.
En ratones, algunos primates y en humanos este hecho da lugar a trombocitopenia®.
Ademas, en embriones en cultivo, su capacidad para producir PAF disminuye con el paso del
tiempo, y se piensa que este hecho esta relacionado con la incapacidad para el desarrollo
de los embriones en cultivo. En mamiferos, el éxito de una implantacion requiere la activacion
rapida de blastocitos, y de esta forma es posible que el PAF liberado cause la activacién de
las plaguetas que a su vez liberan factores capaces de activar de los blastocitos y favorecer
la implantacion.

Se ha relacionado el PAF con el EPF {factor temprano de embarazo). El PAF sintético
es capaz de inducir en una hora, aproximadamente, la expresion del EPF en ratones hembra
en cualquier estado de su ciclo del extro, excepto en el metaextro. Se ha identificado el PAF
con lo que en un principio se llamé "factor de évulo”, que esta considerado como ia primera

sustancia que se libera por el 6vulo fertilizado.
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3 RECEPTORES DEL PAF

La existencia de receptores para el PAF ha sido demostrada por varios hechos:

- En primer lugar, solo el estereoisémero (R) del PAF es activo y estimuia la

agregacion y la degranulacién de plaquetas y neutrdfilos®.

- En segundo lugar, el PAF es capaz de desencadenar sus efectos biolégicos

a concentraciones muy bajas (del orden de 0.1 nM). Ademas, se ha observado
gue ocurre una desensibilizacion en los tejidos cuando se exponen por segunda
vez al PAF.

- Por ditimo, compuestos considerados como antagonistas del PAF son capaces

de inhibir sus efectos.

La presencia de receptores para el PAF se mostré por primera vez con experimentos
de unién de [PHIPAF® . Se encontraron receptores de alta afinidad en plagquetas de conejo,
caninas y humanas, en monocitos, en PMNs de humanos y en membranas plasmaticas de
células de distintos tejidos. La afinidad y el nimero de receptores varia con el tejido y es
especifico para las distintas especies animales. El perfil de receptores se correlaciona bastante
bien con los efectos que ejerce el PAF sobre distintos tejidos y distintas especies. Asi, se
observa que las plaquetas de conejo son mucho mas sensibles al PAF que las plaquetas
humanas y se ha observado que estas ultimas tienen un nimero menor de sitios de unidn
por célula. También se ha observado que las plaguetas de rata son totaimente refractarias
a la accién del PAF y esto coincide con su ausencia de receptores®.

Los primeros intentos de aislar el receptor del PAF en membranas de plaquetas

revelaron que era una proteina de aproximadamente 160 KDa y con un punto isoeléctrico de
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8.0. Estudios mas recientes han permitido la clonacion del receptor del PAF y el analisis de
la secuencia de nucleétidos y aminoacidos ha mostrado que pertenece a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G, aungque su estructura tridimensional aun no ha sido
determinada®. La obtencién del cDNA del receptor del PAF de leucocitos humanos ha
mostrado un 83% de homologia de secuencia con el receptor de pulmén de cobaya®. Estos
abordajes moleculares han permitido la realizacidon de estudios funcionales en células COS-7
transfectadas que expresan el receptor delPAF, que han mostrado la formacion de 1P, al afadir
el ligando vy la implicacién de una proteina G*'.

La unién de [°H]PAF a membranas de plaquetas de conejo esta regulada por cationes
monovalentes, divalentes y GTP. La unién [*H]PAF se inhibe de manera especifica por la
presencia de iones Na” y también en menor extensién por Li*, sin embargo, se potencia por
la presencia de K*, Cs' y Rb* y de cationes divalentes como Mg®, Ca®* y Mn**. Por otro lado,
la presencia de GTP causa también inhibicién de la unién del PAF a su receptor®. Estas
observaciones sugieren que e! receptor esta asociado al sistema de la adenilato ciclasa a

traves de una proteina inhibitoria que regula los nucledtidos de guanina.

31 AGONISTAS DEL PAF-ACETER.

Después de la determinacién de la estructura del PAF se empezaron a sintetizar
analogos de este fostolipido con varios objetivos:
- Saber cuales eran los requerimientos estructurales que daban cuenta de la
actividad biologica del PAF.
- Comprobar si se podian obtener agonistas del PAF que mantuvieran los efectos
favorabies, pero no los potenciaimente nocivos.
- Descubrir antagonistas especificos del receptor del PAF para el tratamiento de

los procesos patolégicos en los que estaba implicado.
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Modificacicnes en Cl

Modificaciones en C3

FIGURA 6. Modificaciones en ef esqueisto glicérido.

esqueleto glicérido (Fig.6).

MODIFICACIONES EN LOS SUSTITUYENTES.

Se llevd a cabo la sintesis de distintos agonistas variando los sustituyentes del

Modificaciones en el C-1: Se observé que la uhidn éter que une la cadena

siguientes resultados:

alifatica a la estructura glicérida del PAF es un requerimiento absoluto, ya que la
sustitucién de éste por un grupo éster o un atomo de azufre hace desaparecer casi
totalmente la actividad. Modificaciones en la longitud de la cadena alifatica (y por tanto

en la lipofilia), su grado de saturacion e inclusién de sustituyentes mostraron los

Sdlo las cadenas con 16 y 18 carbonos tienen una actividad parecida a la del

PAF®.
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- La existencia de uno o dos dobles enlaces refuerza la actividad del agonista®™.
- La insercidn de sustituyentes como grupos fenilos o derivados clorados o fluo-
rados se traduce en una disminucion de la actividad del agonista®.
Estos resultados sugieren que el papel principal de la cadena en posicion sn-1
era aportar la hidrofobicidad necesaria para la actividad de los agonistas.
* Modificaciones en el C2: El interés de realizar cambios en C2 partié del hecho
de que la enzima que hidroliza el grupo acetilo transforma el PAF en liso-PAF que es
un metabolito inactivo®™. Por otro lado, es un hecho comprobado que la quiralidad
de este carbono es fundamental, pues los isomeros (S) carecen de actividad. Por
ultimo, estudios realizados sobre la longitud de ia cadena y su volumen demuestran
que ambos factores son definitivos y que sélo presentan actividad maxima cuando los
sustituyentes poseen un radio de Van der Waals de unos 6-7 A”%.
* Modificaciones en C3: Han llevado a la conclusion que es critica la distancia
entre el grupo fostorilo y la cabeza polar positiva, pues al aumentar la distancia entre
ambos desaparece la actividad. Ademas, |a presencia del grupo fosfato es fundamental,

por su capacidad para soportar una carga negativa™.

3.1.2 ISOMEROS DE POSICION.

Se ha investigado la actividad de los distintos isémeros de posicién (C1/C2 y C2/C3)

y sus enantiomeros. Cabria esperar que la posicién o distribucién de los tres sustituyentes

enelP

AF fuera fundamental para su actividad. Sin embargo, existe muy poca diferencia en

actividad entre los distintos isémeros de posicion, y parece que solo la quiralidad del carbono

dos es

fundamental para la actividad del PAF.
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3.1.3 CAMBIOS EN EL ESQUELETO DE GLICERINA.

Los cambios realizados sobre el propio esqueleto glicérido demostraron que la longitud

del esqueleto era también fundamental para la actividad'®.

3.2 ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL PAF.

Existen muchos compuestos que son antagonistas de alguna de ias acciones biclogicas
del PAF, pero no lo hacen de un manera especifica. Entre ellos podriamos citar algunos como:
cromoglicato, MK-771, naxolona, ticlopidina o atropina. También muchos inhibidores de la
fosfolipasa A,, de tromboxano y de los leucotrienos. Peroc nos vamos a referir soto a aguellos
antagonistas especificos del receptor del PAF. Para hacer un breve resumen de los
compuestos existentes en la actualidad, los clasificaremos inicialmente en: naturales y

sintéticos.

3.2.1 ANTAGONISTAS DE ORIGEN NATURAL.

Lignanos o terpenos obtenidos de plantas y algunos compuestos procedentes de
hongos o bacterias son los que componen este grupo (Fig.7).

Los ginkdlidos BN-52020, BN-52021, BN-52023 y BN-52024 son una familia de terpenos
hexaciclicos obtenidos del extracto de las hojas del arbol Ginko biloba que demostraron una
actividad significativa como antagonistas de PAF'"". Estudios realizados en pacientes (fase
1) han demostrado que BN-52021 es efectivo en el tratamiento del shock séptico'®.

La kadsurenona, un neolignano aislado de la planta Piper futokasura parece ser un

inhibidor especifico del PAF'®. Estructuras derivadas de éste como las kadsurinas han
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demaostrado tener una actividad menor.
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FIGURA 7. Antagonistas de origen natural.

El titimo grupo de derivados naturales lo constituyen el FR-49175, aistado del Penicifium

terlikowskii, y FR-900452 aislado del Streptomyces phaeofaciens'™.

3.2.2 ANTAGONISTAS SINTETICOS.

Inicialmente, la mayoria de estos compuestos eran de estructura semejante a la del
PAF pero existen en la actualidad muchos antagonistas sintéticos cuya estructura no esta

relaciocnada con la del autacoide.
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Analogos de PAF.

El primero que se describié fue el compuesto CV-3988 de Takeda'®. Es un producto

capaz de inhibir la agregacion plaquetaria inducida por PAF a concentraciones micromolares,

CH OCONHC ;H 3, CH OCONHC ; H 37
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FIGURA 8. Antagonistas relacionados sstructuraimente con el PAF.

mientras que no presenta efecto alguno sobre la agrgacion inducida por AA y ADP. También
se ha mostrado su actividad "in vive" en la hipotension inducida por PAF. Por lo general, estos
compuestos son activos "in vitro" e "in vivo" cuando se administran por via intravenosa, pero
no por via oral. El CV-3988 sirvié de base para la sintesis de analogos del PAF, como la serie

de Sandoz que incluye al SRi 63-119 y al SRI 63-072'% (Fig.8).
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La ciclacién de partes de la estructura del PAF condujo a la segunda familia de
compuestos. Entre ellos se pueden citar SRi 63-073 (Sandoz) o algunos de los compuestos
de Hoffmann-La Roche. Estos compuestos presentan menor actividad que los lineales'”

(Fig.8).
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FIGURA 9. Antagonistas no reiacionados estructuraimente con ol PAF.

Antagonistas no relacionados estructuralmente.

El primero de los desarroilados por Rhone-Poulenc Santé fue el RP-48740 (Fig.9).

Pertenece a una serie de pirrolo[1,2-cltiazol-7-carboxamidas entre las que cabria destacar
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también al RP-59227 y al RP-66681'%.

Otro grupo de antagonistas lo constituyen los derivados de benzodiazepina desarrolia-
dos después de observarse que algunas triazolobenzodiazepinas psicotropicas eran ligera-
mente inhibidoras del PAF. La posibilidad de separar la actividad sobre el sistema nervioso
central de su capacidad antagonista frente a PAF dio lugar a un importante grupo de an-
tagonistas del PAF. Los compuestos mas importantes de esta clase son: WEB-2086 Y WEB-

2170'” (Fig.9). Ambos han demostrado una potente actividad antagonista "in vitro" e "in vivo".

3.3 MODELO DEL RECEPTOR DEL PAF.

De los datos obtenidos de los experimentos realizados con agonistas y antagonistas
se han propuestos diversos modelos de la posible conformacion de los sitios de union para
el PAF en membranas'®.

Se ha comprobado que la actividad disminuye cuando disminuye ia longitud de la
cadena de acido graso, mientras que la introduccidn de un grupo polar en la estructura de
los antagonistas disminuye su actividad. Por tanto, la existencia de un grupo apolar lipofilico
parece esencial para la actividad agonista y antagonista. Esto significa que la cadena de acido
graso del PAF entra en la membrana en una zona hidrofébica. La entrada de la cadena y
ia posicion relativa que pasa a ocupar la funcién etoxido en comparacién con el entorno
hidrofébico donde se encuentra va a suponer un cambio de fluidez en la membrana y en su
metabolismo. Por tanto, la activacion de la membrana puede ocurrir a raiz de una transferencia
electrénica entre los dobletes del oxigeno de la funcién éter y un lugar desconocido en la
membrana que llamaremos "diana” y que sera una region deficiente en electrones. Por esta
razon, la sustitucion de la funcidn éter por un ticéter u otras, aunque mantengan la longitud
de la cadena, impiden la transferencia electronica e imposibilita la activacion de la membrana.

La longitud y el volumen del sustituyente en paosicion sn-2 son los factores mas
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importantes. La eficacia obtenida para agonistas con cadenas cortas podria deberse a que
esta cadena participa en el anclaje de! PAF a la membrana. La disposicion de la cadena polar
con respecto a los fosfolipidos de la membrana mejoraria. Esta interpretacion se confirmaria
porque solo el isémero (R) del PAF posee actividad.

La influencia de la presencia de grupos cuaternarios y la longitud de |la cadena del C3
demuestran la importancia de la cabeza polar en la union del PAF.

A partir de estas informaciones se ha propuesto el siguiente modelo de interaccion en
el receptor del PAF (Fig.10). La union del PAF influiria sobre la conformacion del lugar "diana”
de la membrana bien por una transferencia de carga, bien por una modificacion de la fluidez
en la vecindad o destruyendo las interacciones externas entre proteinas y la cabeza polar de
los fosfolipidos'*°.

La activacion del lugar "diana" desencadenaria dos sucesos:

- Hidrolisis de GTP y activacion de la PLC, activando por tanto el metabolismo
de fosfoinositidos. El IP3 y DAG actuarian como segundos mensajeros: |IP3
provocaria la movilizacion de calcio y el DAG la activacion de la PKC.

- La internalizacién del complejo PAF-receptor por un mecanismo desconocido
que podria ser activo o pasivo. El PAF entonces seria desactivado por la
acetilhidrolasa citosdlica, tranformandose en liso-PAF. La eliminacion del liso-
PAF de la célula se realizaria a través de la aciitransferasa que llevara a cabo
la acilacion del grupo hidroxilo de la posicion 2-R para dar lugar a aiquil-acil-
gliceril-fosfocolina que entraria de nuevo a formar parte de ia membrana como
un fosfolipido estructural.

Estudios posteriores realizados en funcion de los mapas electrostaticos tridimensionales

de varios potentes antagonistas de PAF demostraron en todos ellos la existencia de dos nubes
electrostaticas de potencial negativo llamadas por los autores "cache-oreilles''"’. Estas dos

paredes de potencial negativo estan situadas a 180° una de otra y localizadas a una distancia
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maxima entre 10-12 A. Las moléculas presentan también un fragmento hidrofébico. El modelo
propone que estas nubes electrénicas podrian ser el factor mas importante en la interaccion

de estas moléculas con el receptor del PAF y que el fragmento hidrofobico seria el tercer punto

Exterior hidrofilico de [a membrana
1 Aceptor electrdnico en

E=16 kcal mof’
Me 0O- + la membrana

i O\\ /
P !

Me :
: > e N > Respuesta
. .t celular

sitio de anclaje
de C-2 estéricamente
limitado

E=2-5 kcal mol']

"bolsilio hidrofébico™

E=10-12 keal mol™}

FIGURA 10. Modeio del receptor del PAF.

de anciaje de las moléculas a la membrana. En contra de lo postulado anteriormente, el par
de electrones del oxigeno no parecian tener un efecto significativo en el sitioc de unién. El

receptor seria, por tanto, un cilindro polarizado con un diametro de 10-12 A. Pero este modelo
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choca con la estructura del propio PAF y con la caracteristica heterogeneidad mostrada por
el receptor en distintos tipos de células.

Investigaciones recientes de relacion estructura-actividad han modificado atgo el modelo
anterior. Las modificaciones consisten en la existencia de dos bolsillos hidrofébicos situados
en jugares opuestos. Sdlo una de estas regiones es la responsable del efecto agonista. Por
otro lado, las zonas de potencial negativo constituirian una regién unica flexible a lo largo de
todo el cilindro. Este modelo no estaria en conflicto con la idea de heterogeneidad del receptor

ni con el concepto de fexibilidad de un receptor de membrana'',
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4 ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

E! grupo de investigacion de laboratorios ALTER S.A. ha estado interesado en la
modulacion del anillo de las dihidropiridinas y en el estudio de la actividad asociada a este
nucleo a lo largo de los ultimos afios. Las 1,4 dihidropiridinas han sido consideradas tradicional-
mente como drogas activas en el sistema cardiovascular. Sin embargo, a partir de la sintesis
de diversos derivados de esta estructura, se ha observado que algunos poseen actividad como
antitromboticos y que carecen de efecto cardiovascular'®. Estos compuestos no presentan
ninguna de las propiedades farmacoldgicas tradicionalmente asociadas a su estructura como
son;

- Propiedades antagonistas frente a canales de calcio operados por voltaje.

- Inhibicién no selectiva de la activacion plaquetaria.

- Efectos vasodilatadores.

- Actividad cardiaca.

Sin embargo, inhibian la activacién plaguetaria inducida por PAF y otros agonistas "in
vitro”, bloqueaban la unién del PAF a su receptor en plaquetas y eran activas frente a aigunas
de fas acciones del PAF "in vivo", aunque a dosis relativamente altas.

Durante el "screening” de una nueva serie de molécuias se observé que fas 4-aiquil-1,4-
dihidropiridinas con una funcion tioéter unida a través de un puente alquilénico al grupo
carboxilato de la posicion C3 del anillo, presentaban actividad como antagonistas especificos
del PAF. Entre ellas las mas activas parecian ser las gue tenfan un resto alquilico pequefio
{cadena con uno o dos carbonos) unido al carboxilato de la posicién C5 y un sustituyente

aromatico unido al atomo de S del tioéter.
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El objetivo de este trabajo es el estudio de una nueva estructura de 1,4 dihidropiridina,
seleccionada entre las anteriores, que muestra una actividad antagonista selectiva frente a
PAF, carece de actividad sobre canales de calcio, y de los efectos cardiovasculares caracteristi-
cos de los antagonistas de calcio.

Aungue existen otras moléculas activas, el estudio se centrara en la molécula de clave
PCA-4248, que es uno de los compuestos de la serie que muestra con actividad potencialmen-
te mas favorable para su desarrollo farmacolégico. Se estudiara la capacidad del PCA-4248
{5-metoxicarbonil-2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridina-3-carboxilato de 2-(teniltic)etiia)] para bloquear

las acciones tanto de PAF exdgeno como de PAF enddgeno en modelos "in vitro" e “in vivo".

1. En los experimentos "in vitro", estudiaremos la capacidad de! PCA-4248 para
inhibir:

- La respuesta de diversas células estimuladas por PAF.

- La unién del PAF a su receptor en los mismos tipos celulares mencionados
anteriormente.

2. En modelos "in vivo" comprobaremos:

- El efecto del antagonista para suprimir ¢ aliviar ciertos efectos producidos por
PAF en diversos modelos animales.

3. Se centrara también el estudio en ia efectividad de este ahtagonista en modelos
dependientes de la generacién de PAF enddgeno por LPS y TNF.

4, Por ultimo, se intentara definir el mecanismo de accion del PCA-4248 como

antagonista del PAF.

Tal vez sea aun temprano para predecir con seguridad el futuro impacto de los
antagonistas de PAF en medicina, va que su utilidad terapéutica debera ser evaluada en

numerosas situaciones clinicas. Sin embargo, la evidencia obtenida de estudios en animales
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de experimentacion y de un limitado niimero de ensayos clinicos, apoya la hipdtesis de que
el PAF desempena un pape! importante en la mediacion de algunas reacciones inflamatorias
agudas, en el asma, en ¢l shock séptico y en reacciones anafilacticas.

Por tanto, el desarrolio de antagonistas cada vez mas especificos, potentes y con mayor
duracion de accion representan un atractivo e interesante tema de investigacion de la farmaco-

logia y la biologia celular para fa industria farmacéutica.
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1

TAMPONES Y SOLUCIONES

SOLUCION ANTICOAGULANTE (ACD)
Citrato trisadico
Acido citrico

Glucosa

SOLUCION SALINA TAMPONADA CON FOSFATO (PBS)
CINa

Na,HPO,

KH,PO,

CIK

pH = 7.4, ajustada con Na,HPO, 6 KH,PO,

TAMPON FOSFATO SALINO / LIDOCAINA
CINa

Na,HPO,

KH,PO,

CIK

Lidocaina clorhidrato

pH = 7.4, ajustado con NaOH.

80mM

65mM

111 mM

121 mM

g8 mM

1.5 mM

2.7 mM

113 mM

g8 mM

1.5 mM

2.7 mM

10 mM
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TAMPON HEPES / BICARBONATO
HEPES

pH = 7.4, ajustado con NaMCO, al 7.5%

TAMPON HEPES/CINH,
HEPES
CINH,

pH =74

MEDIO TAMPONADO CON HEPES PARA PMNs
CiNa

CIK

HEPES

Gilucosa

BSA

pH = 7.4, ajustado con NaOH.

MEDIO PARA EL LAVADO DE PLAQUETAS
Acido citrico

CIK

CiNa

Cl,Mg

Cl,Ca

pH = 6.5, ajustado con NaOH.

5 mM

10mM

150mM

150 mM
2.7 mM
2 mM
0.1%

0.25%

18 mM
5 mM
103 mM
1 mM

2 mM
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TAMPON NOMINAL LIBRE DE Ca*

HEPES
CINa
CIK
Ci,Mg
Glucosa

pH = 7.4, ajustado con KOH.

SOLUCION DE TYRODE SIN Ca™
CINa

CIK

NaHCO,

Cl,Mg

NaH,PO,

pH = 7.25, ajustada con NaHCO,.

SOLUCION DE TYRODE CON Ca®
CINa

CIK

NaHCO,

Ci,Mg

ClCa

NaH,PO,

pH = 6.8.

10 mM

145 mM

5 mM

10 mM

139.7 mM

2.7 mM

12 mM

0.5 mM

1.8 mM

137 mM

2.7 mM

12 mM

0.5 mM

2.7 mM

1.8 mM
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SOLUCION DE TYRODE TAMPONADA CON HEPES (con Ca®)
CINa

CIK

NaHCO,

ClL,Mg

ClLCa

NaH, PO,

HEPES

pH = 7.4, ajustada con NaOH.

137 mM

2.7 mM

12 mM

1 mM

2 mM

0.4 mM

0.5 mM
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2

REACTIVOS

SIGMA CHEMICAL CORPORATION, St. Louis, U.S.A.

- Albumina de suero bovino, fraccién V (BSA).
- Acido araquidonico.
- Apirasa.
- ATP.
Azida sddica.
- Azul de Trypan.
- Colorante de Wright.
- N - formil - MET - LEU - PHE (fMLP).
- HEPES.
- indo-1-AM
- Lipopolisacarido de E. coli 0111B4 (LPS).
- Sistema Luciferasa-luciferina.
- Luminol.
- L - a - O - Hexadecil - § - acetil - y - fosfatidilcolina {L-PAF).
- Peroxidasa (de rabano picante, tipo VI).
- PGE,.

- Triton X-100.
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CALBIOCHEM CORPORATION, La Jolla, U.S.A.

- Factor de necrosis tumoral -a (TNF ).

- lonomicina de Streptomices conglobatus.

PHARMACIA-LKB BIOTECNOLOGY AB, Uppsala, Sweden.

Dextrano T-500.

- Ficoll - Paque.

- Sepharosa 2B

DUPONT, N.E.N., Boston, U.S.A.

Hexadecil-2-acetil-sn-gliceril-3-fosforilcolina, 1-O-[ Hexadecil-1-,2-3H(N)] ({*H]

PAF).

KYOTO DAIICHI KAGAKU CO. LTD., Kyoto, Japan.

- ADP.

- Colageno (de tenddn bovino).

- Epinefrina.
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CULTEK S.L., Madrid, Spain.

- Medio de cultivo RPMI 1640, con 2g/l de NaHCO, y sin glutamina.

E. MERCK, Darmstadt, Germany.

- Todos los reactivos utilizados para los tampones y soluciones descritas en el

apartado anterior.
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3

DESCRIPCION QUIMICA DEL PCA-4248.

3.1

ESTRUCTURA QUIMICA.

H CH,
H -C00C \W)Q/ﬂ/coo {(CH ,) ﬁ@
|

H,C~" N7 CH,

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

H

PCA-4248

FORMULA ESTRUCTURAL.

C,gH,NO,S

PESO MOLECULAR.

361.46

NOMBRE QUIMICO.
5-metoxicarbonil-2,4,6-Trimetil-1,4-dihidropiridina-3-carboxilato de 2-(feniltio)etilo.
CLAVE DE LABORATORIO.

PCA-4248

ASPECTO.

Polvo amarillo claro.

PUNTO DE FUSION.

72 - 74 °C (medido en un aparato Biichi 510, con un incremento de temperatura

de 12C/minuto).
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3.8

3.9

3.10

SOLUBILIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE.

En etanol > 0.5%
En CHCI, > 5%
En DMSO > 5%
EnH,O < 0.05%
ESTABILIDAD.

El PCA-4248 ha demostrado ser estable sin sufrir ningdn cambio en estado
solido durante tres meses a una temperatura ambiente de 31°C, y con una
humedad relativa del 70%'"*

SINTESIS.

El PCA-4248 se prepard usando una modificacion de la sintesis de Hantzsch,

segun la descripcion de Fax y col'™

, segun el esquema (Fig.11). En primer
lugar, el aducto de dicetena-acetona (l) se rompe a 100°C para dar acetilace-
tona (ll). Este compuesto es inestable y reacciona inmediatamente con el
alcohol (l1l) para dar lugar a un B-cetoéster (IV). La reaccidn de este ditimo con
el 3-aminocrotonato correspondiente (V) en presencia de formaldehido da lugar

finalmente a la ciclacion de la molécula, con lo que resulta ia 1,4-dihidropiri-

dina(V1).
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FIGURA 11. Esquema general de sintesis de 1,4 - dihidropiridinas.
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4 ESTUDIOS EN CELULAS AISLADAS

4.1 ENSAYOS SOBRE PLAQUETAS.

4.1.1 OBTENCION DE LAS CELULAS.

Se realizaron experimentos en diversos tipos de preparaciones de plaguetas obtenidas

como se describe a continuacién.

Preparacion de plasma rico en plaguetas (PRF).

El plasma rico en plaguetas se obtuvo de sangre de conejos y en aigunos casos de
voluntarios sanos. La sangre se anticoagulé con solucion de ACD (concentracion final 1/10,
v/v) y se centrifugd dos veces a 172g durante 10 minutos a temperatura ambiente, para separar
el plasma rico en plaquetas (PRP). El PRP se centrifugd de nuevo a 2000g, 4°C y 20 minutos
para la obtencion del plasma pobre en plaquetas (PPP). El nimero de plaguetas en el PRP
se contd en un contador de células Coulter modelo ZM, y se ajustd, con PPP, a 300.000 ptaqg/ul

para humanos y 350.000 plag/ul para conejos.

Preparacion de plaguetas filtradas.

Se prepard PRP para aislar las plaquetas segun el método de Kioprogge y col."'®.

El PRP aplicé en una columna de sepharosa 2B mantenida en tampodn fosfato saiino (PBS),
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y equilibrada previamente a su utilizacién en tampén Tyrode/Hepes (sin calcio) desgasificado,
con glucosa (5SmM) y BSA (0.035%). Las plaguetas se eluyeron en este tampén y su numero
se ajusté a 200.000 plag/ul. Después, la columna se lavé varias veces con tampdn fosfato

salino (PBS).

Obtencién de plaguetas |lavadas de conejo.

Se prepararon las suspensiones de plaguetas de conejo de acuerdo con el método
de Vargas y col.'” ligeramente modificado. La sangre anticoagulada con ACD (1/6 final,
v/v) se centrifugd para la obtencién del PRP. Las plaquetas se sedimentaron por centrifugacién
a 2000g, 4°C durante 20 minutos. Se lavaron tres veces en tampén de lavado de plaquetas
con glucosa (1mg/ml), BSA (3.5mg/ml), apirasa (25ug/ml) y PGE, (10ng/ml). Por dltimo, se
sedimentaron y se diluyeron en tampdn Tyrode/Hepes (con calcio) suplementado con glucosa

(1mg/ml} y BSA {3.5mg/ml). La solucion de plaquetas se ajusté a la concentracion de 350.000

plag/ul.

41.2. AGREGOMETRIA Y LIBERACION DE ATP.

La agregacion plaquetaria se midid en un lumiagregdémetro Cronolog modelo 400,
termostatizado a 37°C y con agitacion constante de 1000 rpm, acoplado a un registrador de
doble canal. Se utiliz6 ta técnica de Born y col.’”® modificada por Caen y Legrand'™.

Los pardmetros elegidos para medir el etecto inhibidor del farmaco fueron:

- Tiempo de latencia.

- Transmitancia (densidad optica de la preparacién).

- Reversibilidad e irreversibilidad de la agregacion.

- Velocidad de agregacion.
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El tiempo de latencia se define como el intervalo transcurrido entre la adicion del
agonista y el comienzo de ia de liberacién de ATP.

El cambio maximo en la densidad ¢ptica del plasma control se considerd como 100%
de agregacion.

La velocidad de agregacién se calcula en unidades arbitrarias y es la pendiente maxima
de la curva de agregacion

Paralelamente, se midio la liberacién de ATP como respuesta a la activacion por los
agonistas. La determinacion se realizé en la misma muestra que la agregacion segun el método

de Feinman y col.”®

. La secrecidon se cuantifico mediante el registro de luminiscencia
resultante de la reaccién del ATP liberado, simultaneamente con otros componentes de los
granulos densos, con juciferasa de Photonius pyralis y iuciferina sintética [ acido 4,5-dihidro-2-
(6-hidroxi-2-benzotiazol)-4-tiazol-carboxiiico].

Para la medida de luminiscencia se afiadié a cada muestra 25mg/m! de una solucion

de luciferina/luciferasa en agua destilada. La calibracién de la repuesta se realizé por adicion

de una cantidad conocida de ATP (228 nM) a cada una de las muestras.

La suspension de plaquetas se preincubd con una solucion de PCA-4248 (en DMSO
al 0.2%) durante 15 minutos a 37°C antes de afadir el agonista. El PAF se afadid disuelto
en tampdn Hepes/bicarbonato con BSA al 0.25%. Las muestras control se incubaron en
idénticas condiciones con 2ul/ml de DMSO. Se midié la actividad de dosis del PCA-4248 desde
10uM a 0.1nM, frente a PAF 0.1, 0.5 y 1uM. También se estudié el efecto del farmaco sobre
la agregacion inducida por otros agentes agregantes. Estos agonistas fueron los siguientes:

ADP (2.5uM), acido araquidénico (1mM), colageno (1ug/mi) y epinefrina {Sug/mi).
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Agregacion inducida por PAF en plaquetas lavadas de conejo.

La suspension de plaquetas lavadas se preincubd durante 5 minutos a 37°C con PCA-
4248 en DMSO al 0.2%. Las muestras control se preincubaron con la misma concentracion
de DMSO. La agregacion se inicié por la adicién de PAF en tampon Hepes/bicarbonato con
BSA al 0.25%. Las concentraciones de PAF utilizadas fueron 0.2, 0.4 y 2nM, y las de PCA-

4248 desde 10uM a 0.1nM.

4.1.3. ESTUDIOS DE UNION AL RECEPTOR.

Los estudios de union al receptor del PAF en plaquetas, se llevaron a cabo en plaguetas

lavadas de conejo y en plaquetas filtradas humanas.

Estudios sobre plaguetas lavadas de conejo.

Las plaquetas se resuspendieron en solucién de Tyrode sin calcio, con glucosa 5mM
y BSA a1 0.2%, se anadieron a tubos de plastico y se incubaron con distintas concentracicnes
de [°H] PAF y PCA-4248 durante 30 minutos a temperatura ambiente, segun el método descrito
por Valone y col¥. En ios experimentos de desplazamiento del ligando, las células se
incubaron con [°H] PAF 0.2nM y distintas concentraciones de PCA-4248 (de 10uM a 0.1nM).
L.as plaquetas se aislaron por filtracion a vacio con filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C)
humedecidos previamente en solucion de Tyrode con calcio. El procedimiento de fiitracion,
incluyendo tres lavados con tampén a 42C, se completé en 15-30 segundos. Los valores de
radiactividad asociados a los filtros se cuantificaron por espectrofotometria de centelleo liquido.

La unién inespecifica del compuesto marcado se valord por la radioactividad incorporada en
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presencia de PAF no marcado 2uM. Los resuitados obtenidos se expresaron como % de unidn
especifica al receptor. Tanto para los experimentos de saturacion como para los estudios
cinéticos, los datos se analizaron de acuerdo con el método de Munson y Rodbard'?! modific-
ado por McPherson'®. Los valores de K, se calcularon utifizando la ecuacion de Cheng y

Prusoff'®.

K, = ICy, / {1+[°H] PAF]} x 1/K,,

donde IC,, es la concentracion de antagonista capaz de desplazar al 50% del PAF marcado,
{[°H] PAF} es la concentracién de PAF marcado afiadido al experimento {(en nuestro caso el

vator igual al de K;,) y K, es la constante de disociacion del PAF con su receptor.

Estudics sobre plaguetas filtradas humanas.

Para completar los experimentos llevados a cabo sobre el receptor de plaguetas de
conejo, se realizaron experimentos de union al receptor de plaguetas humanas. Se utilizaron
plaquetas filtradas en solucién de Tyrode suplementado con glucosa (0.1%) y albumina de
suero bovina (0.25%) y ajustadas a 200,000 plag/ul. Para los estudios de desplazamiento, las
plaquetas se incubaron con [*H] PAF 0.23nM, y distintas concentraciones de PCA-4248 (100uM
a 0.1nM) durante 45 minutos a temperatura ambiente. La unién inespecifica se determino
realizando las incubaciones en presencia de PAF no marcado 2uM. Las células se incubaron
en tubos Ependort a los que se afadio una solucion 1mM de Cl,Ca/Cl,Mg. La reaccién se pard
por adicion de tampoén a 4°C. Las plaquetas se lavaron tres veces por centrifugacion a 8000g

durante 30 segundos. Por dltimo, se afadié una solucion de Triton X-100 al 1%, en acido
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nitrico al 5%, para inducir la lisis de las células. El contenido de los tubos se traspasé a viales
con liquido de centelleo y la radioactividad se valoré por espectrofotometria de centelleo liquido.
El porcentaje de inhibicion presentado por el PCA-4248 para la unién de [°H] PAF a

las plaguetas se calculd segun la ecuacién:

Unién Total - Unién Total comp. x 100%
% Inhibicién =

Unién especifica

Donde la unién especifica era igual al valor de unidn total menos ia unién no especifica.

4.1.4. MEDIDA DE LA MOVILIZACION DE Ca*.

Las variaciones de la concentracion de Ca® intracelular se midieron en células en
suspension. Se utilizé el método de Grynkiewiz'*, basado en la medicion de la fluorescencia
emitida por un gueilante fluorescente de calcio, el Indo-1. Ei quelante entra en la célula en
forma de acetoximetil ester, sustancia no polar que difunde al interior de la célula donde es
hidrolizado por las esterasas intracelulares para dar lugar al &cido libre, de caracter polar, que
queda atrapado en el interior.

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un fluorimetro de doble emisién
Cairn termostatizado y con agitaciéon. Los experimentos se realizaron a 37°C en cubetas de
2ml. La longitud de onda de excitacion fue 360 nm, cuantificAndose la fluorescencia emitida
a 410 y 490 nm. La fluorescencia emifida por indo-1 a 430 nm disminuye al unirse a calcio

mientras que la sefal a 410 nm aumenta al formarse el complejo Indo-Ca.
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Los experimentos se realizaron en plaguetas de conejo filtradas. Las plaquetas se
incubaron con Indo-1/AM 8uM durante una hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo,
las plaquetas se sedimentaron por centrifugacion a 1400g a 4°C durante 15 minutos. Tras dos
lavados con medio nominal libre de Ca”* se resuspendieron en el mismo medio y se ajustaron
a 200.000 plag/ul. Segun el tipo de experimento se afiadié a este medio una solucién de calcio
1mM o de EGTA 200uM.

El PCA-4248, a concentraciones entre 0.1 y 1uM, y el correspondiente vehiculo, se
incubaron con cada muestra durante 1 a 5 minutos antes de la adicién de 0.1nM de PAF, y
se registraron las variaciones de la fluorescencia emitida a las dos longitudes de onda.

La concentracién de calcio intracelular se calculd segun el método de Grynkiewicz

y col.’®:

pCa® = pK, + log(R-Rmin/Rmax-R}

[Ca®'] = K, (R-Rmin/Rmax-R)

donde R es la relacién de fluorescencia a las dos longitudes de onda para un punte dado,
Rmax es la sefal de fluorescencia cuando todo el Indo esta unido a calcio, Rmin la obtenida
cuando todo el fluoréforo esta libre y K, es la constante de union del complejo Indo-Ca
(240nM). Por tanto, si se conocen los valores de K,, Rmax y Rmin podemos calcular la
concentraciéon de calcio.

Para la cuantificacion de la concentracion de calcio se hicieron calibraciones (medidas

de Fmax, Fmin y AutoF) en las siguientes condiciones: medidas de Fmax en presencia de
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1mM de calcio y con ionomicina 1uM, Fmin en ausencia de calcio y en presencia de EGTA
1imM y medidas de autofluorescencia en céiulas sin cargar con Indo. Todas las sefales
obtenidas en los experimentos se calibraron en presencia de la concentracion adecuada de

PCA-4248 dado que este compuesto altera el espectro de fluorescencia del indo.

42 ESTUDIOS EN LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES.

4.2.1 OBTENCION DE LAS CELULAS.

Preparacion de PMNs de conejo.

Los PMNs de conejo se obtuvieron siguiendo el método de Stewart'®. La sangre
extraida con ACD (1/6, v/v, final) se centrifugé en las condiciones descritas para la obtencion
de PRP. La porcion rica en hematies y leucocitos se afnadié sobre dextrano al 6% (en solucion
salina) y se dejo sedimentar durante una hora. La fase superior se separd y se centrifugé a
750g, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células sedimentadas se resuspendie-
ron en una solucion de suero fisiologico/PPP (4/1, v/v}). La suspension de células se ahadid
sobre la mitad de volumen de Ficoll-Paque y se centrifugd a 1000g durante 30 minutos. Los
PMNs se obtuvieron de la capa inferior y se lavaron dos veces con tampén Tyrode/Hepes sin
calcio por centrifugacion a 1000g, 10 minutos a temperatura ambiente. En caso necesario,
se sometieron a una lisis hipotonica con tampén Hepes/CINH,.

Los PMNs se contaron microscopicamente con una camara Neubauer y se resuspendie-
ron en tampdn Tyrode/Hepes en el que se utilizaron ajustados a 5.000 cél/ul. La viabilidad
de las células valorada mediante |la exclusion de Azul de Trypan fue del 85-90%. La poblacién
celular se examinod al microscopio con colorante de Wright, para valorar el porcentaje de PMNs,

el cual fue siempre superior al 95%.
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Obtencion de PMNs humanos.

Los PMNs humanos se aislaron de sangre obtenida de voluntarios sanos por sedimenta-
cion con dextrano T-500 seguida de centrifugacién sobre Ficoll-Paque, segln el método
modificado de Boyum y col.'®. La sangre extraida con EDTA (0.2M pH=7.4) se deja
sedimentar con dextrano T-500 al 6%, a la proporcién 1.3 volumenes de dextrano por 4.7
volimenes de sangre, durante 30-45 minutos a temperatura ambiente. El sedimento se elimina
y el sobrenadante se centrifuga a 400g durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Las céiulas se resuspendieron en tampon Tyrode/Hepes (con calcio) y se aplicaron
sobre dos volimenes de Ficoll-Pague. Tras centrifugar a 1000g durante 30 minutos, los PMNs
se obtuvieron de la capa inferior y en caso necesario se sometieron a un proceso de lisis
hipotonico, para eliminar los globulos rojos. Finalmente, las células se resuspendieron en

solucién de Tyrode con glucosa y BSA y se ajustaron a 3.000 cél/pul.

4.2.2 ENSAYOS DE UNION AL RECEPTOR.

Estudios de union al receptor en PMNs de conejo.

El desplazamiento de ia union de PAF a los receptores de PMNs de conejo se realizd
a temperatura ambiente. Los PMNs (5000/ul) se incubaron con 0.5nM de [*H] PAF en
Hepes/bicarbonato con BSA al 0.25% y con concentraciones variables de PCA-4248 (de 10uM
a 0.1nM) durante una hora. La union no especifica se valord por la adicion de ligando no
marcado a la concentracion 2uM.

La reaccion se par6 por enfriamiento de los tubos a 4°C, y las células se filtraron a

vacio con filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C. Los filtros se introdujeron en viales que
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contenian liquido de centellec y se conté la radioactividad incorporada en ellos. El método
de cdlculo fue idéntico al utilizado para los estudios de union al receptor de plaquetas de

conegjo.

Estudios de unién al receptor de PMNs humanos.

Los ensayos de union al receptor en PMNs humanos, se hicieron segun el método de
Sanchez-Crespo y col.*'. Los PMNs en solucion de Tyrode suplementada con glucosa y BSA
en presencia de Ci,Ca/Cl,Mg 1 mM, se ajustaron a 3.000 cél/ul. Los PMNs se incubaron
durante 30 minutos a 37°C con 0.96nM de [*H]PAF y distintas concentraciones de PCA-4248
(de 10uM a 0.1nM).

La union no especifica se determiné realizando las incubaciones en presencia de PAF
no marcado 2uM. La reaccién se detuvo por dilucién con medio a 4°C, seguida de tres lavados
por centrifugacion a 1000g durante 1 minuto. Por dltimo, se afiadié una solucién de Triton X-
100 (1%) en acido nitrico al 5% a la suspension celular y el lisado celular se afadié a viales
que contenian liquido de centelleo para el recuento de radioactividad.

El porcentaje de inhibicion de unién de PAF a PMNs producido por el antagonista se
calculé de acuerdo con la ecuacion descrita para los estudios de union al receptor de plaguetas

humanas.

4.3 ENSAYOS EN MACROFAGOS ALVEOLARES DE COBAYA.

4.3.1 OBTENCION DE LAS CELULAS.

Los macréfagos alveolares de cobaya se prepararon segun el método descrito por

Maridonneau-Parini y col.'”’. Los macréfagos se obtuvieron por lavados repetidos en pulmén
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de cobayas anestesiados con pentobarbital sédico (60mg/Kg) por via intraperitoneal). Se
hicieron cinco lavados con 10ml de tampén fosfato salino (PBS)/lidocaina, a través de una
canula introducida en la traquea del animal.

El liquido obtenido se centrifugé a 470g durante 10 minutos a temperatura ambiente,
y las células se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con Hepes
20mM, a la cocentracién de 3000cei/u! y se dejaron estabilizar en un bano a 37°C durante
dos horas. La viabilidad celular por ensayo de exclusion de Azul de Trypan, fue superior al

95% y la proporcién de macréfagos del 85-90% de las células totales.

4.3.2. ESTUDIOS DE UNION AL RECEPTOR.

* Pre-incubacion con LPS.

Las células se incubaron durante cuatro horas a 37°C en presencia de 100ng/ml de
endotoxina bacteriana de E.coli 0111B4 en suero fisioldgico (LPS) o el vehiculo apropiado.

* Pre-incubacidn con TNF.

Las células se mantuvieron a 37°C durante cuatro horas y la citoquina, a la concentra-
cion de 10U/ml en PBS con BSA al 0.1%, se anadio a la suspension celuiar 15 minutos antes
de finalizar este periodo. Posteriormente, las células se incubaron durante una hora mas a
temperatura ambiente con las concentraciones de [°H] PAF adecuadas a cada caso:

- 0.5nM PAF + vehiculo.

- 1.2nM PAF + LPS.

- 1.2nM PAF + TNF.
junto con concentraciones variables de PCA-4248 10uM a 0.1nM, en DMSO al 0.2%.

Para el calculo de union no especifica se anadié PAF no marcado 2uM.

Al igual que en PMNs y plagquetas de conejo la reaccion se detuve por inmersion de

los tubos en bafio de hielo y filtracion en vacio. Los resultados obtenidos se valoraron de la
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misma manera que en los estudios de unidén de PAF al receptor de plaquetas de conejo.

4.3.3. ESTUDIOS DE PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO.

La produccion de anion O, se determind en alicuotas de 0.5ml de suspension de
macrotfagos. La medida de la luminiscencia se valor6 en un lumiagregémetro Cronolog modelo
400 termostatizado a 37°C. La produccion de anion superdxido se determind por quimiolumi-
niscencia, utilizando el método dependiente de luminol de Descamps-Latscha y col.™. La
suspension de células se incubd a 37°C con agitacion constante con una solucién de luminol
101M, en presencia de azida sddica 100uM y de 10U/ml de peroxidasa de rabano picante.
La luminiscencia emitida en cada muestra se valoré frente a un standard interno de 294 pmol
de H.O,. Previamente a la realizacion del ensayo, las células se dejaron estabilizar durante
dos horas a 37°C. En algunos casos se hizo una pre-estimulacién con LPS (2ug/ml), TNF
(10U/ml) o PAF(2nM) durante el tiempo de estabilizacion a 37°C. Posteriormente las células
se pasaron a la cubeta del lumiagregdmetro y se estimularon con el agonista correspondiente:
TNF, PAF, LPS y fMLP. Las células se preincubaron durante 1 minuto con 100ng/ml de PCA-
4248, o vehiculo, antes de la adicién del agonista. Las concentraciones utilizadas de los distin-
tos agonistas fueron las siguientes:

- TNF 10U/ml en PBS con BSA al 0.1%.

- LPS 2ug/mt en suero fisiologico.

- fMLP 1nM en PBS.

- PAF 2nM en Hepes/bicarbonato con BSA al 0.25%.
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5 ESTUDIOS "IN VIVO".

Se desarroliaron dos tipos de experimentos:
* Modelos dependientes directamente de PAF:

- Muerte e hipotension inducida por PAF.

Modelos en los que estimula la produccion de PAF enddgeno por estimulacion
de diversos tipos de células:

- Shock endotéxico.

- Hipotension inducida por LPS

5.1 AGREGACION "EX VIVO" EN PRP DE CONEJO.

Se utilizaron conejos albinos Nueva Zefanda, machos de 3 -3.5 Kg de peso. Los
animales recibieron por via oral una dosis unica de 10mg/Kg de PCA-4248 en 10ml/Kg de
carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5%. Los animales control recibieron un volumen igual del
mismo vehiculo. Inmediatamente antes de la administracion del compuesto, se implanté un
catéter en la arteria media de la oreja para proceder a la extraccion de muestras de sangre.
El catéter se llend con solucion salina isotdnica heparinizada y se mantuvo a lo largo de todo
el experimento. Las muestras de sangre se obtuvieron inmediatamente antes y 15, 30, 60 y
120 minutos después de la administracion del compuesto en jeringas de plastico conteniendo
0.1 volimenes de citrato al 3.8%. A partir de esta sangre se prepard el PRP en la forma
habitual, ajustandose el numero de plaguetas a 350000/ul con PPP autélogo. La agregacion
se indujo en cada muestra con PAF 3,10 y 30 nM, calculandose el porcentaje de inhibicion

con respecto a la respuesta de la muestra predosis.
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La significacion estadistica de la diferencia de respuesta entre las plaquetas de animales

tratados y no tratados se calculé aplicande el test de t de Student para datos no apareados.

5.2 MODELOS DE HIPOTENSION EN RATA ANESTESIADA.

5.2.1 HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley, machos de 250 gramos de peso. El protocolo de

hipotensién inducida por PAF fue basicamente el descrito por Terashita'

, con ligeras
modificaciones. Las ratas se anestesiaron por via intraperitoneal con pentobarbital sodico
(60mg/Kg), y se cateterizé la vena femoral izquierda para la administracién de PAF (1ml/kg
en tampon Hepes/Bicarbonato con BSA al 0.25%) y PCA-4248 (0.2ml/Kg en PEG 400/suero
fisiologico 1/1). El valor de {a media integrada de la presién arterial se determiné con un
poligrafo Letica modelo 2000, conectado a un transductor de presién mediante un catéter de
polietileno que se introdujo en la arteria carétida derecha del animal. Se realizaron cuatro series
diferentes de experimentos:
1 0.3 ng/Kg de PAF se inyectaron 5 minutos después de la administracion
intravenosa de PCA-4248 (0.3mg/Kg). Los animales se observaron durante 15
minutos para ver el efecto protector del PCA-4248 frente a la hipotension

inducida por PAF.

2 0.3 ug/Kg de PAF se inyectaron por via intravenosa y cuando la caida de
presion del animal alcanzé su maximo (a los 2 minutos), se administraron
0.3mg/kg de PCA-4248 por via intravenosa, procediéndose a registrar los
cambios de la presidn arterial durante los siguientes 15 minutos. En esta serie

de experimentos se tratd de caracterizar e! efecto del PCA-4248 sobre la
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reversibilidad de la hipotension inducida por el PAF.

3 0.66 ng/Kg de PAF y PCA-4248 (1mg/kg) inyectados simultdneamente. Pasados
cinco minutos se extrajo sangre del animal a traves de un catéter insertado en
la arteria femoral derecha del animal. La sangre obtenida se centrifugo para
la obtencién del valor hematocrito lo que nos permitié valorar el efecto del

farmaco sobre la extravasacion de plasma.

4 PCA-4248, 30mg/Kg, administrado como una suspensién estable en carboxime-
tilcelulosa (CMC} al 0.5%, por via oral (10ml/Kg), una hora antes de inyectar
PAF (0.3ng/Kg). Se registraron las variaciones de presion arterial durante treinta
minutos tras la inyeccion de PAF. En estos experimentos caracterizamos la
biodisponibilidad y el efecto del PCA-4248 sobre la hipotensién inducida por

PAF cuando el farmaco se administra por via oral.

La significacién estadistica de las diferencias de respuesta entre animales control y

tratados se evaluaron utilizando el test de t de Student, para datos no apareados.

5.22 HIPOTENSION INDUCIDA POR ENDOTOXINA BACTERIANA EN

RATA.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 200-250 gramos de peso que se anestesiaron
por via intraperitoneal con pentobarbital sédico (60mg/Kg). En estos experimentos se trato
de definir la capacidad del antagonista para suprimir los efectos producidos por la liberacion
enddgena de PAF. Se siguié el método modificado de Terashita y col™®, tratando de reproducir

en los animales parte de las alteraciones que ocurren durante el shock endotéxico. Se
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midieron:

Hipotensién inducida por endotoxina bacteriana.
Leucopenia.

Trombocitopenia.

Se realizaron tres tipos de experimentos:

PCA-4248 (2mg/Kg) en PGE400/suero fisiologico 1/1, v/v (0.2ml/Kg), inyectado
cinco minutos antes de la administracion intravenosa de 7.5mg/Kg de LPS
(endotoxina bacteriana de E. coli 0111B4) en suero fisiologico 0.2ml/Kg. Se
registraron los cambios en la presion arterial y las variaciones del numero de
plaguetas y leucocitos circulantes durante un hora. El recuento de leucocitos
y plaguetas se realizé en muestras de sangre obtenidas a través de un catéter
insertado en la arteria femoral derecha. Las muestras se extrajeron inmediata-

mente antes y 15, 30, 45 y 60 minutos después de la inyeccion de LPS.

En otra serie de experimentos, se inyectd 1mg/Kg de PCA-4248 20 minutos
después de LPS (7.5mg/Kg), es decir, cuando la caida de presion arterial
inducida por la inyeccion de endotoxina se habia estabilizado. Después de la

administracion se observé la respuesta de los animales durante una hora.

PCA-4248 (20mg/Kg) se administrd por via oral una hora antes de la endotoxina
bacteriana endovenosa (7.5mg/Kg). Los cambios en la presién arterial se

registraron durante una hora a partir de la inyeccion de LPS.

La significacion estadistica de las diferencias obtenidas entre los animales tratados

y no tratados se calculd a por medio del test de t de Student, para datos apareados.
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5.3 MODELOS DE SHOCK EN RATON.

5.3.1 MORTALIDAD INDUCIDA POR PAF.

Se valor6 la duracién del efecto del compuesto administrado por via oral y la relacion
dosis-respuesta, en ratones RMNI, machos de 30 grs de peso. El PCA-4248 (10 y 30 mg/Kg)
se administré por via oral como suspensién en CMC al 0.5%, (10ml/Kg) a diversos tiempos
comprendidos entre los 5 minutos y las 5 horas antes de la inyeccién intravenosa de 80pg/Kg
de PAF (1mi/Kg). Se determiné la supervivencia de los ratones tratados con el PCA-4248 o
vehiculo durante una hora después de la inyeccion de PAF.

La significaciéon estadistica de las diferencias entre el grupo control y el grupo de
animales administrados con el PCA-4248, se calcul¢d aplicando el test de XZ, con fa correccién

de Yates.

5.3.2 MORTALIDAD INDUCIDA POR ENDOTOXINA BACTERIANA.

Ratones RMNI de idénticas caracteristicas a los utilizados anteriormente recibieron por
via oral distintas dosis del PCA-4248 en suspensién en CMC al 0.5%. Cada raton recibié dos
dosis de vehiculo o PCA-4248 (3,10 o 30 mg/Kg) cinco horas antes y una hora después de
la inyeccion intravenosa de 7.5mg/Kg de endotoxina { E.coli 011184 1ml/kg). La mortalidad
se contabilizé durante 24, 48, 72 y 96 horas de acuerdo con el método descrito por
Handley'®. La significacién estadistica de las diferencias en la mortalidad entre los animales

tratados y no tratados se calculd de la misma manera que en el apartado anterior.
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5.4  ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresaron como valores medios + E.S. Para la comparacion entre
los grupos se utilizé el andlisis de la varianza (ANOVA). Se aplicd, para varianzas homogéneas,
el test de t de Student para datos apareados y no apareados, de acuerdo con el numero de
experimentos. En todos los casos, se considerd gue las diferencias eran significativas cuando
un valor de P < 0.05. Para los estudios de supervivencia se aplico el test de X con la

correccion de Yates.



Il RESULTADOS
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1 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA ACTIVIDAD DE PAF EXOGENO

IN VITRO.

En este aparntado se valoré ia actividad del PCA-4248 sobre distintas respuestas
celulares:

Agregacién y liberacién de ATP inducida por PAF sobre plaguetas de conejo
y sobre plasma rico en plaquetas (P.R.P.} de voluntarios sanos.
Agregacion inducida por otros agentes agregantes: ADP, AA, colageno y
epinefrina, en plasma rico en plaguetas (P.R.P.) de voluntarios sanos.

- Movilizacién de Ca®* inducida por PAF en plaquetas de conejo.
Produccion de anion superoxido inducida por PAF en macrofagos alveolares

de cobaya.

1.1 AGREGACION Y SECRECION DE ATP EN PLAQUETAS DE CONEJO

INDUCIDA POR PAF.

Los experimentos iniciales se realizaron en plaquetas de conejo lavadas con ef fin de
analizar el efecto de distintas concentraciones del PCA-4248 sobre la activacion plaquetaria
inducida por PAF. En la figura 1 se puede observar como la agregacién inducida por PAF es
dependiente de la concentracion del agonista hasta la dosis de 1.9nM, por lo que se escogié
esta concentracion para estudiar el efecto del PCA-4248. Como se puede apreciar en la Fig.1,
la dosis efectiva de PAF que provoca el 50% de respuesta, ED,,, calculada a partir de 9

experimentos independientes fue de 0.2 + 0.02nM.
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FIGURA 1. Curva dosis-respuesta de PAF frente s ia activacidn de piaquetas iavadas de conejo. La suspension de plaquetas
(350 000 plag/ul) se pre-incubd durante 5 minutos a 37°C tras o que se afiadid PAF. Los resultados son fa media = £.5. de @

experimentos.

El PCA-4248 se preincubd 5 minutos a 37°C en la suspension de plaquetas, 350000
plag/ul, y el PAF se utilizé a la concentracién de 1.9nM. El PCA-4248 inhibid la agregacién
plaquetaria de forma dependiente de la concentracion, con un vaior de iC,, = 0.3 £ 0.02uM,
calculado a partir de los valores mostrados en la figura 2. También inhibid la liberacién de ATP

de forma dosis-dependiente, con un valor de IC,, = 0.01 + 0.006uM. Estos datos indican que
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el PCA-4248 es, aproximadamente, diez veces mas activo sobre la liberacion de ATP que

sobre la agregacion plaquetaria.

RESPUESTA PLAQUETARIA

(% DEL CONTROLY

100

75

304

iCqp = 0.3 t p.D2

257

ICgp = D.01 £ 0,006 uM

-~ LOG [PCA-4248B] W

® Agregacion
© Liberacion
de ATP

FIGURA 2. Efecto deol PCA-4248 sobre la agregacidn y Ia liberacidn de ATP inducida por PAF. Las plaquetas lavadas de conejo

se preincubaren durante 5 minutos con PCA-4248, pasagos 1os cuales, se estimularon con PAF 1.9nM. Los valores son la media

+ E.§.0e 3 experimentos por duplicado.

Con el fin de identificar el tipo de antagonizacion producida por el PCA-4248 sobre el

efecto del PAF, se representaron los resultados de los experimentos de inhibicién de la

respuesta frente a tres concentraciones de PAF. La figura 3 es la representacion de dobles

inversas (1/inhibicién de la agregacion frente a 1/[PCA-4248)) para las tres concentraciones

de PAF. Los resultados dieron lugar a tres rectas que se cortan, aproximadamente, en el

mismo punto del eje de ordenadas, lo que sugiere que el PCA-4248 se comporta como un
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antagonista competitivo del PAF.

A5 T

10

1/ INHIBICION

® PAF 2nM
A PAF D.4nM
E ; ; s i 4 } ¢ - @ PAF 0.2nM
-.05% 0 .05 10 15 .20
1/[PCA-4248] nM™ "7

FIGURA 3. Representacion de dobles inversas para Ia agregacion de piaquetas lsvadas de conejo. Las plaquetas {350.000/u1)
se preincubaron con PCA-4248 durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se adiciond el PAF 0.2, 0.4 y 2 nM. Cada recta representa
una curva-dosis rapuesta del PCA-4248 para una concentracion de PAF. Los valores son 1a media + E.5.dg tras expermeantos

por duplicado.

1.2 AGREGACION Y LIBERACION DE ATP INDUCIDAS POR PAF EN PRP

HUMANO.

La concentracidon de PAF necesaria para obtener una respuesta de las plaquetas en
plasma es mayor que la requerida en plaquetas lavadas debido, probablemente, a la presencia

de albumina que se une al PAF con alta afinidad. La figura 4 representa la curva dosis-
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respuesta de agregacion inducida por PAF. El valor de ED,, fue 4.9 + 0.04nM y la menor

concentracion de PAF que induce respuesta méxima 0.1uM.
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FIGURA 4. Curva dogis-respuesta de PAF en P.R.P. humano.Los plasmas humanos contenian 300.000 plag/i. Se pre-incubaron

durante 15 minutos a 379C y luego se estimularon por PAF. Los resultados son la media + £.5. de 9 expsrimentos.

Para PAF = 0.1uM, el PCA-4248 se incubé durante 15 minutos a 372C con 300.000
plag/ul (figura 5). El PCA-4248 fue capaz de inhibir tanto la agregacién como la liberacion de
ATP de manera dependiente de la dosis, con valores de IC,, de 2.95 + 0.03uM y 5.65 +

0.01uM, respectivamente.



Rasultados 5

1004
<
@
< M
[t - u
w o 75
= x
o =
« z
-1 a
o [ s0-

1Cyp = 3.8 & 0,02 uM 1Cup = 2.8 % 0,01 uM
< —
- i
2] =]
[1¥]
= R _
a w 25
0
w
o ® Agregaclion
o C Liberaclon

— T . T de ATP

- LOG [PCA-4248] M

FIGURA 5. Efecto de PCA-4248 sobre la agregacion y la liberacién de ATP en PRP humang. £l plasma rico en piaquelas,300.000
plag/ul, se preincubaron durante 15 minytos en presencia de distintas concentraciones del PCA-4248, tras Io que se anadit PAF

0.1uM . Los valores son la media + E.S. de 6 axperimentos.

Por dltimo, para caracterizar el efecto del farmaco sobre la agregacién inducida pot
PAF en plasma rico en plagquetas se realizaron experimentos frente a tres concentraciones
de PAF. La representacion de dobles inversas para PAF 0.1, 0.5 y 1uM, mostrd, al igual que
en plaquetas de conejo, una familia de rectas que se cortan en el mismo punto del eje de

ordenadas (Fig. 6).
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FIGLURA 6. Representacion de dobles inversas spbre Is agregacion en PRP humana. Los plasmas ricos en plaquetas (PRF) ajustados a 300.000 plag/ul,
se pre-incubaron con PCA-4248 dyrante 15 minutas a 37°C. Después se estirnilaron por PAF 0.1, 0.5 y 1uM. Cada recta representa un curva dosis-respuesta

de PCA-4248 parg una Concemtracion oe PAF,

1.3 AGREGACION INDUCIDA POR OTROS AGENTES AGREGANTES SOBRE

PRP HUMANO.

Con el fin de aclarar si el efecto det PCA-4248 sobre la agregacién inducida por PAF
es especifico, o si por el contrario, se trata de una accion generalizada sobre la agregacion
plaquetaria, se realizaron estudios con otros agonistas plaquetarios a concentraciones capaces

de provocar una respuesta maxima: ADP (2.5uM), AA (1mM), epinefrina Sug/ml y colageno
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(1pg/mi). Enla tabla 1 se puede apreciar que a la concentracion 10pM, el compuesto no mostré

ningun efecto sobre la agregacion inducida por otros agonistas.

% Agregacion glaguetaria

Colageno (1pg/ml) 83+5
Epinefrina (Spg/ml) 935
ADP {(2.5uM) 89+6
AA (1Mm) 96+ 3

TABLA 1. Efecto del PCA-4248 sobre la agregacidn plaquetaria inducida por diversos agentes agregantes. FCA-4248, 10uM,
55 pre-incubd durante 15 minutos & 37°C con 300.000 plagy! antas de la aclivacidn con los diversas aganistas. Los dalos son

ja media + E.S. de 3 experimenios.

1.4  EFECTO DE PCA-4248 SOBRE LA MOVILIZACION DE Ca* EN PLAQUETAS

INDUCIDA POR PAF.

Aunque no se conocen por completo los mecanismos que regulan la agregacion y la
secrecion en plaguetas, se sabe que ambos procesos estan regulados por la concentracion
citoplasmatica del ion Ca®". Por otra parte el Ca®* juega un papel importante en ia transduccion
de la sefial iniciada por PAF. Con el fin de aclarar la posible influencia del PCA-4248 sobre
estos mecanismos, se hicieron experimentos en plaquetas filtradas de conejo para:

- Caracterizar si el aumento de la [Ca®] citosdlico inducido por PAF en plaguetas

era debido al aumento de entrada de Ca®* extracelutar o a ia salida al citosol
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del Ca® de los depositos.

Estudiar si el aumento de la concentracién de [Ca®*] citosdlico es dependiente
de la dosis de PAF.

Determinar el efecto de distintas concentraciones de PCA-4248 sobre la entrada

de Ca** extracelular.

La curva dosis-respuesta de PAF se llevé a cabo en dos condiciones distintas: en

presencia de Ca® extracelular 1mM y en plaquetas suspendidas en tampén nominalmente

libre de Ca® al que se ahadid EGTA 0.2mM. La figura 7 muestra los resultados obtenidos.

nM

INCREMENTO [Ca2+],

1000+

500

EDsg = 0.1 ¢t 0.07 nW

L
® Ca2 1mm

T T T O EGTA 0.2mM
B g 10 11 12

- LOG [PAF] M

FIGURA 7. Movilizacion de C&™ induclda por PAF en plaquetas de conejo. Las plaquelas filtradas de conejo, 200.000/4, se

incubaron a 379C en presencia de Ca’" extracelular {circulos negros} y de EGTA 0.2mM (circulos blancos}, y se estimularon con

distintas concentraciones d¢ PAF. Los datos son la media + £.S. de 8 experimentos.

Se observa que el aumento de la concentracién de [Ca®'] citosdlico es dependiente de la dosis,
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y es maximo con una concentracion de PAF 1nM. También se pudc atribuir un origen
extracelular al Ca®* acumulado, ya que el incremento del {Ca®] citosélico se produjo cuando
la estimulacion de las plaquetas se realizé en un medio con Ca** 1mM, pero cuando el agonista
se anadio en presencia de EGTA 200uM, el incremento en la concentracion de [Ca®') fue casi

inapreciable. El valor ED,, sobre la entrada de entrada de Ca” extracelular fue de 0.1 &

0.07nM.
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FIGURA 8. Efecto del PCA-4248 sobre el pico de Ca™ inducido por PAF. Las plaquetas se pre-incubaron con PCA-4248 0.1
y 1M durante 1 .a 5 minulos 4 3750 antes oe g estimulacion per PAF. La figura mussira los resultados obtenidos para w minuto

de pre-incubacion vel PCA-4248 (un experimento representalivo).
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El PCA-4248 a las concentraciones 1uM y 100nM se incub6 durante distintos tiempos
previamente a la estimulacién por PAF 0.1nM en presencia de Ca®* extracelular 1mM. La figura
8 muestra que una incubacién de un minuto a 37°C, es suficiente para que el PCA-4248 supri-
ma el pico de Ca®* extracelular casi totaimente (91 + 7% de inhibicion, a la concentracion 1uM)
o lo reduzca significativamente (71 + 7%, con PCA-4248 100nM). La figura 9 nos muestra la
curva dosis-efecto del PCA-4248 frente a la entrada de Ca®* extracelular inducida por PAF

0.1nM. El valor de IC,, para el PCA-4248 en presencia de Ca® extracelular era 0.5 + 0.06nM.
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Figura 9. Curva dosis-respuests para PCA-4248 frente a la entrada de C&™ sxtraceiuiar inducide por PAF en piaquetas.
El PCA-4248 se incubd 5 minutos a 37°C previos & la estimulacion por PAF (. 1nM. Los datos representan Ja media + E.S. de 6

axperimentos.
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1.5 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXI-
DO EN MACROFAGOS ALVEOLARES DE COBAYA ESTIMULADOS POR

PAF.

Cuando se estimulan los macréfagos alveolares de cobaya con diversos agonistas,
entre elios el PAF, se desencadena la explosién oxidativa con 1a consiguiente produccion de
anion superoxido. La produccion de anion superéxido es dependiente de la concentracion de
PAF. En estos experimentos se realizaron curvas dosis-respuesta, pero debido a la variabilidad
de los resultados no se pudo hacer un analisis estadistico de ios datos. Se observo que con
PAF 0.2nM la produccién de anién superdxido era maxima, sin que se observara aumento
de la sefal con concentraciones superiores. La respuesta frente a PAF fue rapida y transitoria.
Se ensayd la actividad del PCA-4248 100nM frente a esta concentracién de PAF, tratando
de minimizar las variaciones propias de cada muestra, utilizando una concentracién elevada
de PAF. La tabla 2 muestra ios resultados obtenidos, pudiéndose observar que el PCA-4248

suprime casi totalmente ta produccion de anidn superdxido.

Macréfagos + vehiculo 00
Macrofagos + PAF + vehiculo 238+ 75
Macrotagos + PAF + PCA-4248 2+06

TABLA 2. Efecto del PCA-4248 sobre Is produccidn de O;inducida por PAF an macrdfagos alveolares de cobaya. Los
macrdfagos (3.000cel ) se pre-incubaron duranie 1 minuto & 379%C con PCA-4248 100nM, despuds se afladio PAF 2nM. Los dalcs

son fa media + £.5. de & expenimentos.
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2 ESTUDIOS DE UNION DEL PCA-4248 AL RECEPTOR DEL PAF EN

DISTINTAS CELULAS.

En los experimentos descritos hasta ahora se ha demostrado que el PCA-4248 es un
inhibidor especifico y competitivo de los efectos del PAF sobre distintos tipos de céluias. En
este apartado pretendemos analizar, ademas, si el PCA-4248 se comporta como un antagonista
especifico y competitivo de la unién def PAF a su receptor en distintos tipos de células, puesto
que los compuestos que inhiben la agregacion plaquetaria y la liberacién de ATP inducida por
PAF muestran una buena correlacion entre su capacidad como agentes antiagregantes y el

valor de K, que muestran para desplazar el PAF de su receptor en plagquetas.

21 INTERACCION DEL PCA-4248 CON EL RECEPTOR DE PAF EN PLAQUE-

TAS DE CONEJO.

Se llevaron a cabo estudios de:

- Saturacion para la unién de [*H] PAF en presencia de! PCA-4248.

- Estudios cinéticos de asociacion y disociacion.

- Experimentos de desplazamiento de [*H] PAF por el PCA-4248 y la Nitrendipina.

Se realizaron experimentos de saturacion de la union de [°H] PAF en presencia del
vehicuio y del PCA-4248 0.5nM, 3.7nM y 1uM. Se calcularon los valores de K, y de unién
maxima (Bmax} para las distintas condiciones. La figura 10 muestra ios resultados obtenidos.
La representacion de Scatchard para las concentraciones menores del antagonista 0.5y 3.7nM

dio lugar a una familia de rectas que se cortan en un solo punto del eje de ordenadas, lo que
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demuestra antagonismo competitivo, mientras que para la concentracién 1uM la recta se corntd
en otro punto. Los valores de unién maxima y K, no variaban apreciablemente K, = 0.2 £
0.01nM, 0.3 +£0.02nM, 0.3 + 0.01nM y fos valores de Bmax: 156,157 y 154 fmol/10° plaq, para
vehiculo, PCA-4248 0.5nM y 3.7nM, respectivamente. Sin embargo, a la concentracién de
PCA-4248 1M, éste se comportdé de manera no competitiva, ya que presentaba una

disminucién en el valor de unién méaxima (Bmax = 120 fmol/10° piaq).
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FIGURA 10. Rapresentacion de Scichard para disintas concertraciones de PCA-4248 on piaquatas isvades de conejo. Las
plaguetas ajustadas se incubaron a 200.000/ul durants 30 minutos a tempsratura ambiente junto con vehiculo o PCA-4248 0.5nM,

3.7nM y 1uM y distintas conceniraciones de ['H] PAF. Los valores reprasentan ia media = £.5. de 3 experimentos por triplicado.

La figura 11 muestra los resultados obtenidos en los experimentos de asociacion y

disociacion de [°H] PAF en presencia de: DMSO (vehiculo), PAF no marcado 3nMy PCA-4248
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30nM y 1uM. La presencia del PCA-4248 en ei medio provocd la disociacion de [*H] PAF de

su receptor de manera dependiente del tiempo y de la concentracion. Ademas, la curva de

disociacién de [°H] PAF en presencia de PCA-4248 fue muy similar en forma a {a que se

detectaba en presencia de PAF sin marcar, pero completamente distinta a lo que ocurria en

presencia del vehiculo.

[H3] PAF UNIDO (% UNION MAXIMAD

1004

e}
504
® Vahicuiof DMS0Q)
25 O PCA-4248 30nM
0 PCA-4248 1uM
B PAF 3InM
04 T T “T T T T
D 15 it} 45 50 75 90

TIEMPO (minutos)

FIGURA 11. Curvas de asociacion y disociacion de ["H] PAF an presencia de PCA~J248 y PAF no marcada en plaquetas
de conejo. Las plaquetas, 200.000/ul, se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente con dislinlas concentraciones
{3H] PAF. Cuando la saturacion se hubo alcanzade, las plaquetas se incubaron durante el mismo tiempo pero en presancia de PAF

no marcado vehiculo, 3nM y PCA-4248 30nM y TuM. Los datos son la media + E.S. de 3 experimentos por tripiicado.

Los estudios de unién de [°H] PAF a plaquetas lavadas de conejo se realizaron con

una concentracion de [°H] PAF 0.2nM, valor préximo a la K, ¥ distintas concentraciones de
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PCA-4248. Los resultados obtenidos demostraban que el PCA-4248 era capaz de desplazar
al PAF de su receptor de una manera dependiente de la concentracién. La figura 12 muestra
la curva de desplazamiento de [*H] PAF por PCA-4248. El valor de IC,, y de K, eran respecti-

vamente 30 + 4nM y 14 + 0.4nM, lo que hace pensar en un antagonismo sobre el receptor.
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FIGURA 12. Curva de desplazamiento de ['H] PAF por el PCA-4248 en pisquetas de consjo. El PCA-4248 y PH] PAF se
afiadieron simultdneamente a la suspensién de plaquetas, 200.000/ui, y se incubaron durante 30 minutos a lemperatura ambiente.

L.os datos representan la media z E.S. da 8 experimentos.

Por dltimo, se realizaron experimentos de desplazamiento de [*H] PAF por la

Nitrendipina. Esta dihidropiridina fue incapaz de desplazar al PAF de su receptor a con-
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centraciones menores de 10uM (Fig.13). Los valores de K, y de IC, fueron, respectivamente,
4.2 + 0.9uM y 24 + 5uM. Los resultados obtenidos muestran el diferente comportamiento de

ambos compuestos, aungue en la estructura de ambas drogas exista un nucleo de 1,4-

dihidropiridina.
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FIGURA 13. Comparacion de los efectos de Nitrendipina y PCA-4248 sobre o receptor del PAF en plaquetas de conejo.

Las condiciones de los experimantos fueron igdénticas a los de desplazarniento por el PCA-4248 ( para nitrendipina n = 6).

2.2 INTERACCION DEL PCA-4248 SOBRE EL RECEPTOR DE PAF EN

PLAQUETAS HUMANAS.

Los estudios en plaquetas humanas incluyeron:
- Experimentos de saturacién de la union de [*H] PAF, para el calculo de K.

- Curvas de desplazamiento de [°*H] PAF por PCA-4248.
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Para los experimentos de saturacion se obtuvo un valor de K, iguai al de plaquetas
de conejo, K, = 0.23nM. La curva de desplazamiento de [°H] PAF se llevé a cabo a una

concentracion proxima a la K. La figura 14 muestra la curva de desplazamiento
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FIGURA 14. Curva de desplazamiento de ['H] PAF de su receptor en plaquetas humanas por el PCA-4248. E| PCA-4248 se
afadic junic a [PH] PAF a la suspension de plaquelas, 200.000/4, se incubd 45 minutos a 375C. Los valores sor la media + E.S.

de 6 expenmentos.

obtenida para [°H] PAF cuando se incuba en presencia de distintas concentraciones del PCA-
4248. Como era de esperar, el compuesto fue capaz de desplazar al ["H] PAF de su receptor

conun valorde IC,, =24 £ InMyde K =12 £ 1nM.
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2.3  INTERACCION DEL PCA-4248 CON EL RECEPTOR DEL PAF EN PMNs DE

CONEJO.

L.os estudios de unién al receptor en PMNs de conejo se realizaron en condiciones
parecidas a los de plaquetas de conejo. En primer lugar se hicieron estudios de saturacion,

para el calcuio de la K;, y en segundo lugar se realizaron las curvas de desplazamiento
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FIGURA 15. Curva de desplazamiento da ["H] PAF del receptor an PMNg de conejo por 8l PCA-4248, £! PCA-~4248 afiadido
al lempo que ['H} PAF sobre la suspensidn e cdiufas, 500.000/, se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, Los

valores represertan la media + E.S. de 3 experimentos.

de [*H]j PAF por el PCA-4248. La concentracion de [°H] PAF utilizado en este caso fue 0.5nM,

ya que el valor de K, calculado en nuestras condiciones fue 0.66nM. En estas condiciones
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se llevaron a cabo las curvas de desplazamiento de [°H] PAF para distintas concentraciones
del PCA-4248. La figura 15, muestra la curva de desplazamiento de [*H] PAF por el PCA-4248.

Los valores de K, e IC,, fueron, respectivamente, 155 + 1nM y 58 £ 2nM.

2.4 INTERACCION DEL PCA-4248 SOBRE EL RECEPTOR DE PAF EN PMNs

HUMANOS,

En ef caso de PMNs humanos la concentracién de [*H] PAF utilizada fue 0.96nM, valor

de la K, en nuestras condiciones experimentales. La concentracion de PAF marcado necesaria

1034
= i
9 ~ 75
.
=
. )
=2 [
'—
j1n
< g 50+
o O
ToOow
m S
L 25"
D_

¥ T T I M T
S 6 7 B
- LOG [PCA-4248B] M

U7

FIGURA 16. Curva de desplazamiento de¢ ['H] PAF an PMNg humanos por ol PCA-4248. Las células ajustadas a 3.000/4, se
incubaron durante 45 minutos a 37°C, an presencia de 0.96nM de °H] PAF y distintas concentraciones del PCA-4248. Los valores

son ja media + E.5. da 4 exparimentos.
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para llegar a la saturacion fue mucho mayor en PMNs que en las plaquetas, pues los PMNs
necesitan concentraciones mucho mayores de PAF que las plaguetas para responder a la
estimulacion. La curva de desplazamiento del [°H} PAF de su receptor por el PCA-4248 se

muestra en la figura 16. Los valores obtenidos de K, e IC,, fueron respectivamente: 61 + 4nM

y 30 £ 3nM.
.
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FIGURA 17. Curva de desplazamiento de ['H] PAF por el PCA-4248 en macrdfagos alveoiares de cobaya, L.os macrofagos,
3.000/4i, se incubaron durante 1 hora con 0.42nM da [*H] PAF y distintas concentracionss del PCA-4248. Los datos representados

sorn la media + £.5. deg 3 expenmeantas por triplicado.
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2.5 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE EL RECEPTOR DE PAF EN MACROFA-

GOS ALVEOLARES DE COBAYA.

Se calculé el valor de la K, para [*H] PAF en el receptor de macréfagos alveolares de
cobaya mediante experimentos de saturacion. Los experimentos de desplazamiento de [*H]
PAF por el PCA-4248 se disefnaron de acuerdo con los valores obtenidos. La concentracién
de PAF marcado utifizada en este caso fue 0.4nM, valor proximo at de K, calculada en nuestras
condiciones: K, = 0.42 £ 0.1nM. La figura 17 muestra la curva de desplazamiento obtenida.

Los valores de K, e IC,, fueron 32 + 10nM y 100 + 3nM.
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3 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA ACTIVIDAD DE PAF EXOGENO

IN VIVO.

Con el fin de establecer si la capacidad del PCA-4248 para antagonizar los efectos
del PAF "in vitro" se producia también “in vivo"; se estudio el efecto del compuesto sobre la
activacién de las plaquetas de animales a {os que se habia administrado PCA-4248, y se
hicieron experimentos para observar la accién del PCA-4248 sobre los efectos farmacoldgicos
que provoca el PAF en el sistema cardiovascular. Los modelos que se utilizaron para probar
la actividad del antagonista “in vivo" fueron los siguientes:

- Agregacion "ex vivo" de plaguetas de conejo.

- Hipotension y hemoconcentracion inducida por inyecciones intravenosas de PAF

en rata anestesiada.

- Muerte inducida por PAF en raton.

3.1 AGREGACION "EX VIVO" DE PLAQUETAS DE CONEJOS TRATADOS CON

PCA-4248.

Una manera de valorar la eficacia "in vivo" de un antagonista consiste en medir la
respuesta de plaquetas obtenidas de la sangre de conejos que previamente hayan recibido
una dosis del compuesto en estudio. Este tipo de experimentos se denomina estudio de la
agregacion "ex vivo". El PCA-4248 se administré por via oral y se extrajeron muestras de
sangre a distintos tiempos para la preparacion de las plaguetas filtradas. La figura 18 muestra

los resultados obtenidos con una concentracion de PAF 3nM. A los 15 minutos de la
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administracion del farmaco, las plaguetas mostraban una pequefa inhibicidn, con respecto
a la agregacion inducida por la misma concentracion de PAF antes de la administracién. Esta
diferencia no resulté estadisticamente significativa. El efecto del compuesto es mas intenso
media hora después, y alcanza el maximo efecto una hora después de la administracién. A
partir de este momento, se mantuvo estable hasta 2 horas después y desaparecié 4 horas
mas tarde, por |0 que se puede afirmar que el PCA-4248 muestra una absorcién rapida tras

la administracion por via oral y una apreciable duracion de efecto.
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FIGURA 18. Agregacion "ex vivo" de PRP de conejo inducida por PAF. El PCA-4248 10mg/Kg, se adminstrd por via oral &
los conejos. Se extrajeron las plaquetas y se agregaron a distintos empos despuds de la administracion con PAF 3nM. los dalos

son la media + £.5. de 4 experimentos. La significacion estadfstica: ** P(t) < 0.01y *** P} < 0.001.
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3.2 EFECTO SOBRE LA HIPOTENSION Y LA HEMOCONCENTRACION

INDUCIDA POR PAF EN RATA ANESTESIADA.

Los estudios iievados a cabo fueron:
- Curva dosis-respuesta de PAF frente a la hipotension sistémica.
- Se valord el efecto protector del PCA-4248 y su capacidad para revertir la

hipotensién y la hemoconcentracion inducida por PAF.
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FIGURA 19. Curva dosis-respuesta de hipotensitn inducida por PAF en rata. PAF se adminstrd por via infravenosa a las dosis

indicadas en la grafica. Los valores representados eon la media + E.5. de 4 expernimentos.

La figura 19 muestra la hipotensién producida por dosis de PAF de 0.2, 0.33, 0.66 y

1ug/Kg. A la vista de estos resultados se escogi6 la dosis de 0.33ug/kg para los siguientes
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experimentos, puesto que esta concentracion provoca una caida inicial de la tensidn arterial
précticamente idéntica a la obtenida con concentraciones superiores, que ademas es reversible.

La figura 20 muestra el efecto protector del PCA-4248 sobre la hipotension inducida
por 0.33ug/Kg de PAF. El PCA-4248 0.3mg/Kg se administrd por via intravenosa, cinco minutos
antes de la inyeccion de PAF. En todos los casos se observé proteccion por el farmaco, con
una menor caida de tensién y una recuperacion de los valores iniciales a los 5 minutos,
mientras gue 10s animales tratados con el vehiculo presentaban todavia una reduccion del

50% sobre el valor basal.
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FIGURA 20. Proteccidn del PCA-4248 sobre Ia hipotensidn sn rata inducids por PAF. EI PCA-4248, 0.3mg/Kg, se agministra
por via intravenosa 5 minulos anles de la agministracion intrevenosa de PAF 0.33ug/Kg. Los dalos representados son la media

+ E.S.para & experimentos. La significacidn estadistica : * indica P(t)< 0.05 y ** Pft)< 0.01.
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Con objeto de ver si el PCA-4248 era capaz de revertir la hipotension inducida por el
PAF, el PCA-4248 se administré por via intravenosa cuando la hipotension inducida por el
PAF era maxima, lo que ocurre 1-2 minutos despues de la inyeccién. En la figura 21 se aprecia
la diferencia entre los animales control y los que recibieron el compuesto. Se observd que en
los animailes tratados con PCA-4248, ia caida de la tension se habia reducido al 50% del valor
de partida a los 2 minutos de la inyeccidn, mientras que las ratas que recibieron el vehicuio

seguian presentando una reduccién del 80%
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FIGURA 21. Efecto del PCA-4248 sobre ia reversibilidad da ia hipctensitn inducide por PAF en rate. Ei PCA-4248, 0.3mg/Xg,
s& agministrd por vig iMravenosa 2 minutos después de la inyectidn intravenosa de PAF 0.33ug/Kg. Los dalos son la media =

E.S. de 8 exparimentos. La siginificacion estadistica se expresa como: * para P(l)< 0.05, ** P(t}< 0.01 y *** Pit)< 0.001.

En la figura 22 se representan los resultados obtenidos cuando el PCA-4248 se

administrd por via oral a la dosis de 30mg/kg, una hora antes de la administracién intravenosa
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de PAF 0.5pg/Kg. Se observa que el PCA-4248 inhibe parcialmente el efecto hipotensor del
PAF. El maximo de efecto se observé a los 2 minutos de la inyeccion del agonista, cuando
ocurre la caida méaxima de presion, siendo de un 35% del valor basal para PCA-4248 y de

un 80% para el control.
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FIGURA 22. Efecto del PCA-4248, por via oral, sobre lp hipotensitn inducide por PAF en rata. PCA-4248, 30mg/Kg, se
adrministrd por via orai una hora antes de la administracion intravenosa de PAF(0.5pg/Kg). Los valoras son Ja madia = E.5. de

5 expenmentos. Paran =5, * P(li< 0.05 y ** P(i}< 0.01.

El PAF se administré a la dosis de 0.66ug/Kg para estudiar el efecto del PCA-4248
sobre la hemoconcentracién inducida por PAF. EI PCA-4248 se administrd por via intravenosa
a la dosis de 1mg/kg, simultdneamente con el PAF. A ios 5 minutos, del comienzo de la

infusion de PAF, se recogieron muestras de sangre en las que se midi6 el valor HMTC. En
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la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos. Los animales tratados con el compuesto
presentaron un valor de HMTC normal, mientras que en los controles, que recibieron solamente

el vehiculo, se aprecié un aumento significativo de este valor.

Valores de HMTC

No tratados 48+ 3 %
PAF + Vehicuio 5B+ 6 % (+)
PAF + PCA-4248 49+3% (M

TABLA 3. Medida del sumento de /os valores de hematocrite inducide por PAF en ratas, n = 40 para animales no tratados
y tratados con PAF y n = 6 para arimales tratados con 8 PCA-4248. La significacion estadistica de los rasultacos oblenidos para
fas anitmalas (ratados con PAF con respecto a los administrados con vehiculo se serfala come {+) significa P()< 0.05 ¥ * para los

animales tratados con PAF y vehicuio con respecto a amimates administrados con PCA-4248, para P(1)<0.05.

3.3 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA MORTALIDAD EN RATON INDUCIDA

POR PAF.

Se realizaron los siguientes estudios:
- Curva dosis-respuesta de mortalidad en ratén inducida por PAF.
- Efecto de distintas dosis de PCA-4248 sobre ta mortalidad inducida por PAF

en raton.
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Como se muestra en la Tabla 4, la dosis de 80ug/Kg provoca la muerte del 80% de

los animales (EDg,).

% Mortalidad (1 hora después).

Control 0
PAF 50 ug/Kg 43
PAF 60 ug/Kg 68
PAF 80 ug/Kg 77
PAF 90 ug/Kg 85
PAF 100 ug/Kg 100

TABLA 4. Curva dosis-repuesia de mortalidad en ratén inducids por PAF. PAF a las dosis indicadas en ia tabla se inyects

por via intravenosa. La mortalidad se registrd una hora después e la administracidn tde PAF (n = 30).

Cuando se administré el PCA-4248 a las dosis de 10 y 30mg/Kg por via oral, distintos
tiempos antes de la administracion intravenosa de PAF, 80ug/Kg, se observé una proteccion
de la mortalidad que se representa en la figura 23. Con PCA-4248, 10mg/Kg, el efecto era
considerable a los 5 minutos y se mantenia durante una hora. Para la dosis de 30mg/Kg, el
efecto fue maximo a los 5 minutos de la administracidén. Sin embargo, una hora después el

efecto habia disminuido apreciablemente.
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FIGURA 23. Efecto del PCA-4248 sobre lg mortalidad inducida por PAF en ratdn.PCA-4248, 10 y 30 mg/Kg se agministraré, por via vral, a los tigmpos

indicados previos a la administracion intravenosa de PAF (n= 30). La significacion estadistica esta representada por * para P(X2}< 0.05.
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4 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA ACTIVIDAD DE PAF ENDOGENO

IN VITRO.

E! propésito de este apartado es investigar el efecto que ejercen TNF y LPS a través
de la produccion de PAF en macréfagos alveolares y la influencia que el PCA-4248 pueda
tener sobre las células pre-estimuladas con estas sustancias. Todos los experimentos se
llevaron a cabo en macréfagos alveolares de cobaya y la medida de la activacion consistié
en la cuantificacién de la produccion de anidon superdxido en las distintas condiciones:

Estimulacion por PAF, LPS, TNF y fMLP, en ausencia de cualquier pre-estimulo.

- Produccion de PAF tras la estimulacion por LPS y TNF.

Activacion de LPS y posterior estimulacion con TNF, PAF y fMLP.
Activaciéon TNF y posterior estimulacién por PAF y fMLP.
Activacion por PAF y posterior efecto sobre la estimulacién por TNF y fMLP.

- Estudios de union al receptor de PAF en macréfagos pre-estimulados por TNF

y LPS.

4.1 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO

INDUCIDA POR PAF, TNF, LPS Y fMLP.

Se observo que la produccion de anidn superéxido en respuesta a PAF y fMLP era
mucho mayor que cuando las células se activan con LPS y TNF. La produccion de anion
superéxido inducida por PAF (2nM) fue cinco veces superior a ia inducida por fMLP (1nM)

y cincuenta veces mayor que la inducida por LPS (2ug/mi} y TNF (10U/ml). Como se puede
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observar en la figura 24, la respuesta a PAF y fMLP era inmediata tras ia adicion del agonista,

mientras que con TNF y LPS el tiempo de respuesta variaba entre 30 y 60 minutos.
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FIGURA 24. Produccidn de O, por macrifagos alveolares de cobays estimulados por PAF, fMLP, LPS y TNF. Las cdiulas
58 estmularon con PAF 2nM, IMLF 1InM, LPS 2ug/Kg y TNF 10U/ en presencia de PCA-4248 100nM o el vehiculo adecuado.

El PCA-4248 mostrd diterencias significativas ~ para P(t)< 0.05. Los dalos son la media + E.5. do 4 experimentos por duplicado.
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E! PCA-4248, 100nM, suprimio la produccion de O, inducida por PAF y anuld casi
totalmente la inducida por LPS, mientras que solo fue capaz de reducir en un 50% la

produccion de O, en respuesta a TNF y no madifico la produccion inducida por fMLP (Fig.24).

4.2 PRODUCCION DE PAF INDUCIDA POR LPS Y TNF EN MACROFAGOS.

En algunos experimentos se midié [a produccién de PAF en las células estimuladas
por LPS y TNF. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 5. Se observo que la
produccion de PAF en células estimuladas por TNF era pequefa y que éste permanecia
asociado a las células. En el caso de LPS, la produccién de PAF era mas elevada. La mayor
parte del PAF sintetizado aparecia asociada a células, aunque pudieron medirse concentra-

ciones apreciables en los sobrenadantes.

PAF (pmol/1.5x10° células)

Células Sobrenadante
No tratadas < 0.02 < 0.02
LPS (2ug/ml) 0.53 £ 0.14 0.15 £ 0.02
TNF (10U/mi) 0.05 +0.02 < 0.02

TABLA 5. Sintesis de PAF en macrifagos aiveolares estimuiados por LPS y TNF. Las condiciones dal experimento son LPS
2ugKyg y TNF 10U/mi. Se realizé en un numero muy fimitado de expsrimentos por lo que no se encontrd difarencia estadisticarents

significative
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4.3 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXI-
DO INDUCIDA POR PAF,TNF Y fMLP EN MACROFAGOS ACTIVADOS POR

LPS.

Las concentraciones de fos agonistas fueron idénticas a fas del experimento anterior.

En estos experimentos las células se incubaron durante 30-45 minutos en presencia de LPS
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FIGURA 25. Efecto de! PCA-4248 sobre la produccidn de O,- en macrdfagos activados por LPS. Las células se pre-incubaron
duranta 30-45 minutos con LPS 2ug/Kg y despuds se astimularan com PAF 2nM, TNF 10Ut o (MLP tnid, en presencia dei PCA-
4248 100nM o del vehiculo adecuado. Los valores rapresenlados son la media + £.8. de 4 expsrimentos por duplicado. La
significacion estagistica esta representada por * Pil) < 0.05 para células en prasencia de PCA-4248 cornparadas con las células

control y + para Pfl)< 0.05 para las céluias control activadas con respeclo a células no activadas.
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a la dosis de 2ug/ml, posteriormente se estimularon con los otros agonistas. La figura 25,
muestra que cuando los macrofagos alveolares se pre-estimularon con LPS, aumentod la
produccion de O, en respuesta a fMLP y TNF. Mientras que ia produccion de anién superoéxido
disminuyé a la mitad cuando la activacién se llevo a cabo con PAF. El PCA-4248 suprimid
totalmente la produccion de O, por PAF y TNF, aunque en el caso del fMLP sélo fue capaz

de disminuirio hasta niveles equivalentes a los que presentaban las células sin activar.
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FIGURA 26, Efecto del PCA-4248 sobre Ia produccion de O, en macrdfagos activados por TNF. Las céiulas se incubaron
cort TNF 10Lmi durante 30 minutos y despues se estimularon con PAF 2nM o MLP 1nM, en presencia de PCA-4248 100nM o
Bl vehiculo adecuado. Los dalos son la media + E.5. de 4 experimentos por duplicado. La significacion estadistica esta representada
por " P(t)< 0.05 para células control con respecto a las tratadas con PCA-4248 y + P(t)< 0.05 para células activadas con respecto

a céiulas sin activar.
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44  EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXI-

DO POR PAF Y fMLP EN MACROFAGOS ACTIVADOS POR TNF.

Las células se incubaron durante 30-45 minutos con TNF 10U/ml, y posteriormente
se anadieron el PAF o el fMLP. Los experimentos se llevaron a cabo en presencia y ausencia
del PCA-4248. La figura 26 muestra los resultados obtenidos. Se observé que existia un
aumento moderado de ia produccién de O, en respuesta a PAF, mientras que con fMLP el
aumento era mucho mas prominente.

El PCA-4248 suprimio totalmente la produccion de O, en respuesta al PAF, mientras
que en el caso de fMLP, fo suprimia solamente hasta niveles aproximados a los que correspon-

dian a las células no pre-incubadas con TNF (Fig.26).

4.5 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXI-

DO POR LPS, TNF Y fMLP EN MACROFAGOS ACTIVADOS POR PAF.

Los experimentos fueron idénticos a los descritos anteriormente, pero en este caso
la pre-activacion de las células se realizé con PAF 2nM durante 30-45 minutos. En la figura
27 se aprecia también, que al pre-estimular las células con PAF existia un aumento moderado
de la produccion de O2- por LPS, TNF y fMLP. En los dos primeros casos, el PCA-4248
suprimié totalmente la produccion de O,’, mientras que cuando se utilizé fMLP sélo fue capaz
de suprimir la respuesta atribuible a la preincubacién con PAF.

Una consecuencia de estos experimentos fue que la preincubacion de los macréfagos
con PAF acorta de 45 a 5 minutos el tiempo necesario para que se produzca respuesta al TNF.

Los registros de un experimento tipico estan representados en la figura 28.
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FIGURA 27 Efecto do! PCA-4248 sobre la pre-estimulacion por PAF en macrofagos. PAF 20M 58 pre-incubd duranite 30 minuios
con las célufas, que luego se estimularon con LPS 2ugMg, TNF 10 WWml y fMLP 1nM, en ausencia o prasencia del PCA-4248.
Los resultados son la media = £.8. de 4 experimenios por duplicado. La significacion estadistica estd expresada como * para P(t)<

0.05 de células control frente @ PCA-4248, + para P{t)< 0.05 para células pre-estimuladas frente a no pre-estimuladas.

La figura 29 muestra el efecto del PCA-4248 sobre el acortamiento del tiempo de
respuesta de las células cuando se activan con PAF y, posteriormente, se estimulan con TNF.
El farmaco suprimié la produccién de O, en respuesta a PAF y TNF, mientras que un
antagonista tipico del receptor del PAF, el compuesto de clave WEB 2086, séio modifico el

efecto, debido a la pre-incubacién con PAF sin maodificar la respuesta del TNF.
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FIGURA 28, Cindtica de produccién de O, en macrdfsgos pre-estimulados por PAF. Los macrdfagos se estimularon

directamente con TNF 10U/mi {pane! de arriba) o se pre-incubaron por PAF 2nM antes de a activacidn por TNF (panel de abajo}.

La grafica corrasponde a un exparimentc representativo.
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46 EFECTO DE TNF Y LPS SOBRE LA UNION DE PAF A SU RECEPTOR EN

MACROFAGOS ALVEOLARES. EFECTO DEL PCA-4248

El papel que el TNF y LPS pueden jugar sobre la regulacion de ios niveles de PAF
y sobre su liberacion por las células, podria estar relacionado con la regulacion de su receptor.
Por esta razon se estudid el efecto que ambos juegan sobre la interaccidn PAF-receptor y la

accion gue el PCA-4248 puede gjercer sobre estas interacciones.

K, (nM) Bmax (fmol/1.5x10° cel)
PAF 0.5 100
PAF + LPS 1.2 167
PAF + TNF 1.3 155

TABLA 6. Efecto de la activacidn por LPS y TNF sobre la unicn del PAF a su receptor on macrdfagos alveolares de cobaya.

Se llevaron a cabo estudios de saturacién de la unién por [*H] PAF en macrédfagos no
estimulados y en células gue habian sido activadas con 10U/mt de TNF, o 100ng/ml de LPS,
antes de la adicién del [°H] PAF. Los valores de K, y Bmax obtenidos para los tres casos se
recogen en ia tabla 6.

L os resultados obtenidos de 10s experimentos de saturacién se muestran en la figura
30, donde se muestra que TNF y LPS disminuyen la afinidad de! [°*H] PAF por su receptor y

aumentan los valores de K, y de Bmax.



Rasultades 121

200-
A 1
] [H
o Iyt 1504
z ie]
= [aw]
% 100l
18 x
< " 100
< 0w
-
m s
T o ]
m (o]
L £ 50
Yuo
— A TNF
o —_— : ® LPS
0 500 1000
[ ®H] PAF TOTAL
200-
~
O a N
o U 150
=z w
o [mm]
b
L x -
p " 100
< v
i
™ et
I —
v (o 4
u E S0
Y
L
a
Y S PAF
0 500 1000

[ 2H] PAF TOTAL
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de ia adicidn de distintas concentraciones de ["H] PAF. Los resullados son ia media + E.S. de 3 experimentos por duplicado.




Resuftados 122

Posteriormente, se estudit el efecto del PCA-4248 sobre la unién de [°H]} PAF a su
receptor de macréfagos nativos y pre-incubados con TNF y LPS. Los resultados estan
reflejados en ia figura 31, donde se muestran las curvas de desplazamiento del PCA-4248.

Los valores de K obtenidos fueron 49 + 5nM para PAF + TNF, 40 + 10nM para PAF

+ LPS y 32 + 10nM para células nativas.
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FIGURA 31.Curvas de despiazamisnto de ["H] PAF por el PCA-4248 en macrifagos alveoiares de cobays. Las células se
pre-incubaron en presencia te vehiculo, TNF 10U/mi o LPS 100ng/mi durante 15 minutos para el segundo y 2 horas para el lercero,

tras lo cual se anadio 8l PCA-4248. Los resultados son la media + £.S. de 3 experimentos por dupiicado.




Rgsultados 123

5 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA ACTIVIDAD DEL PAF ENDOGE-

NO IN VIVO.

El objetivo de los experimentos descritos en este apartado es estudiar la capacidad
del PCA-4248 para atenuar o inhibir ios efectos causados por la endotoxina bacteriana "in
vivo".

Se estudid:

- E! efecto del PCA-4248 sobre la hipotension, la trombocitopenia y la leucopenia

inducida por endotoxina bacteriana (LPS) en rata.

- E! efecto sobre la muerte en ratén inducida por LPS.

5.1 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA HIPOTENSION EN RATA INDUCIDA

POR LPS.

Las inyecciones intravenosas de LPS provocan la caida de la presién arterial en rata,
pero a diferencia de la hipotensién inducida por PAF, esta caida es lenta y se mantiene durante
maés de una hora. En este modelo se llevaron a cabo los siguientes estudios:

- Curva dosis-respuesta de hipotension inducida por LPS en rata.

- Proteccidn ejercida por el PCA-4248 frente a la hipotensién inducida por LPS.

- Capacidad del PCA-4248 para revertir la hipotension instaurada por LPS.

Los resultados obtenidos al estudiar la hipotension inducida por endotoxina se represen-
tan en forma de curvas dosis-respuesta en la figura 32. Se probaron tres dosis de endotoxina:

5,7.5y 15 mg/Kg. Ei analisis de! perfil temporal de la caida de ia presion arterial muestra que
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es lenta, progresa a lo largo de una hora, y es irreversible. La dosis escogida para llevar a
cabo los restantes experimentos fue de 7.5mg/Kg, por ser la dosis que causa una caida

importante de la tension arterial, sin llegar a ser letal como ocurre con las dosis mayores.
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FIGURA 32. Curva dosis-respuesta de hipotensién inducida por LPS en rata. LPS de E. coli 011184 se administrd, por via

intravanosa, a Jos animales a tres dosis distinas 5, 7.5 y 15 mg/Kg. Los rasultados representan la media = E.5. de & sxperimentos.

El PCA-4248 administrado por via intravenosa a la dosis de 1mg/kg, cinco minutos
antes de la inyeccion intravenosa de 7.5 mg/Kg de LPS, previene parcialmente el efecto
hipotensor de la endotoxina, aunque las diferencias respecto a los grupos control no fueron
estadisticamente significativas. Sin embargo, cuando se administrd a la dosis de 2mg/Kg, las
diferencias si alcanzan significacién estadistica. El efecto maximo se observé a partir de 30

minutos después de la administracion intravenosa de LPS y se mantuvo hasta 60 minutos.
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Los resuitados se muestran en la figura 33.
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FIGURA 33. Efecto protactor del PCA-4248 sobre Ia hipotension inducida por LPS en rata. PCA-4248 2mg/Kg se adminisiré
por via intravennsa 5 minutos antes de la administracion intravenosa de LPS 7.5mg/Kp. Los datos son la media + E.5. de 8

experimentos. La significacion esladistica se expresa como: * para P(t)< 0.05.

Con objeto de estudiar la capacidad del PCA-4248 para revertir la hipotensién, EL pca-
4248 se inyecté a la dosis de 1mg/kg por via intravenosa en el momento en el que la caida
de tension fue maxima, es decir entre 15 y 30 minutos de la administracién. Se observé que
en los dos primeros minutos habia una recuperacion casi total de la tension, aunque posterio-

rmente se producia una ligera caida. Los resultados estan representados en la figura 34.
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FIGURA 34, Capacidad de! PCA-4248 para revertir a hipotension inducida por LPS en rata. LPS 7.5mg/Kg se¢ administr por

via infravenosa y a los 20 minutos, cuande la calda de [a tension era médxima, Se adrminisiro por via intravenosa el PCA-4248 1mg/Kg.

Los resulfados son la media x E.S. de 6 experimentos. La significacion aestadistica esta sefialada como: * para P(l)< 0.05 y **

para Pit)< 0.04

Para estudiar la eficacia del compuesto administrado por via oral, se administraron

20mg/Kg del PCA-4248 una hora antes de la inyeccion intravenosa de 7.5mg/kg de LPS.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 35. Se observo que el PCA-4248 previene

la caida de la tensién inducida por LPS, y que las diferencias son estadisticamente significati-

vas a los 15 y 30 minutos de la administracién de LPS.
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FIGURA 35. Eficacia de accicn del PCA-d248 sobre ia hipotensidn inducida por LPS en rata. PCA-4248 20myg/Kg, se administro,
por via oral, una hora antes de ia inyeccion intravenosa de LPS 7.5mg/Kg. Los datos representan la media + E.S. de 6 experimentos.

La significacion estadistica fue: ~ para P{i}< 0.05.

5.2 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA LEUCOPENIA Y TROMBOCITOPENIA

EN RATA INDUCIDA POR LPS.

Las condiciones fueron idénticas a las de los experimentos de hipotension. El PCA-
4248, a la dosis de 1mg/Kg, se administré por via intravenosa 5 minutos antes de la
endotoxina. Las muestras de sangre se extrajeron antes de la administracion de LPS y 15,

30, 45 y 60 minutos después. Los valores de ios recuentos de leucocitos y plaquetas previos
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a la endotoxina se tomaron ¢como 100%. Como se observa en la figura 36, LPS provocé un
disminucidn del numero de leucacitos y plaquetas circulantes que fue maxima a los 15 minutos

después de la administracion intfravenosa de LPS. El PCA-4248 previno totalmente de la caida

tanto de leucocitos como de plaquetas (Fig.36).
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FIGURA 36, Efecto del PCA-4248 sobre latrombocitopenia y ia leucopenia inducids por LPS. PCA-4248 1mg/Kg se administro,
Por via intravenosa, 5 minutos antes de la administracidn intravenosa de LPS, 7.5mg/Ky. El panel superior representa los resultados

obtenidos para los recuentos de leucocitos y el inferior los abtanidos para plaquetas. Los resultados son l2 media + E.S. de 9

experimentos. La significacion estadistica se representa por: * para P(t)< 0.05.
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5.3 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA MORTALIDAD EN RATON INDUCIDA

POR LPS.

Aunque la inyeccién intravenosa de LPS, al igual que la infusion de PAF, pueden
provocar la muerte de los animales de experimentacion, la mortalidad inducida por endotoxina
se diferencia de la montalidad inducida por PAF en el patron temporal. La mortalidad inducida
por PAF se produce en la primera hora tras ia inyeccion del agonista, mieniras que LPS
presenta un maximo de mortalidad a las 24-48 horas y va disminuyendo hasta los 5-7 dias.

Por esta razon la mortalidad se registré hasta 7 dias después de la inyeccion intravenosa de

LPS.
Se realizaron los siguientes experimentos:
- Calculo de la dosis letal 80%(LDy,) para LPS.
- Efecto del PCA-4248 sobre la mortalidad inducida por LPS.
% Mortalidad {a los 7 dias)
LPS 5mg/Kg 17
LPS 7.5mg/Kg 84
LPS 8.5mg/Kg g5
LPS 12.5mg/Kg 100

TABLA 7. Curva dosis-respuesta de mortalided inducide por LPS en ratoén. LPS 5, 7.5, 8.5 y 12.5 mg/Kg se adminisird, por

via infravenosa, a los animales. La montalidad se registrd duramta 7 dias. (n = 30, excepio para la dosis de 7.5mg/Kg, n = 60).
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En primer lugar se hicieron curvas dosis-respuesta de LPS ( de E. coli 0111B4). Se
utilizaron 5, 7.5, 8.5 y 12.5 mg/Kg de LPS, administrada por via intravenosa. Los resultados
reflejados en la tabla 7, muestran la mortalidad a los 7 dias de la administracion. A la vista

de estos resuitados se escogié como dosis efectiva 80% (EDy,) 7.5mg/Kg.
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FIGURA 37. Efecto del PCA-4248 sobre Ia mortalidad inducids por LPS en ratén, Ei PCA-4248 3,10 y 30mg/Kg se aoministrd,
por vig oral, 5 horas antes de la adgministracion intravenosa de LPS 7.5mg/Kg y una hora antes. La mortalidad se ragistré durante

7 dias. (n = 60, para cada grupo). La significacion astadistica esta represeniada por: * para P{X%)}< 0.05 y ** para P{X*}< 0.01.

Con el fin de valorar el efecto del PCA-4248 sobre la montalidad inducida por LPS,
se administraron 3, 10 y 30 mg/Kg del compuesto por via oral, cinco horas antes y, por

segunda vez, una hora antes de la administracion intravenosa de LPS 7.6 mg/Kg. Como se
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aprecia en la figura 36, el PCA-4248 mostré un efecto protector frente a la mortalidad inducida
por LPS, que fue maximo a las 24 horas. PCA-4248 redujo la mortalidad total a los 7 dias de}
85% (para el control) a 75% con la dosis de 3mg/Kg, al 52% con 10mg/Kg y al 45% con

30mg/Kg.
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Durante los Ultimos afios se ha demostrado que el PAF, junto con varios otros
mediadores, esta directamente implicado en la eticlogia de una gran variedad de situaciones
patolégicas y se ha anticipado que el desarrollo de antagonistas de su receptor potentes y
especificos pueden contribuir a un nuevo enfoque terapéuticc para enfermedades tales como
el asma o el shock séptico™'#. Este tipo de compuestos han demostrado ser, ademas,
una valiosa herramienta experimental, gracias a la que se ha podido definir la participacion
real del PAF en la patofisiologia de varias enfermedades.

Entre estos compuestos se encuentra ¢l PCA-4248, un nuevo compuesto con actividad
antagonista del receptor del PAF seleccionado en el desarrollo de un programa de estudio
de compuestos de nueva sintesis con actividad antagonista frente al PAF. Los laboratorios
ALTER se interesaron por la actividad que presentaban una serie de 4-alquil-1,4-dihidropiridi-
nas, con una funcion tioéter unida al carboxilato de la posicion 3 del anillo piridinico a través
de un puente alquilénico, gue poseian una potente actividad inhibitoria de la agregacioén de
plaguetas inducida por PAF mientras que no modificaban la respuesta de las plaguetas a otros
agonistas'®,

El PCA-4248 ha demostrado ser un potente antagonista del receptor del PAF, especifico
y competitivo capaz de inhibir los efectos del PAF en varias situaciones tanto "in vitro"'™
como "in vivo"'¥®,

Este compuesto compite con el [°H] PAF por su sitio de unién a plaquetas humanas
y de conejo con una K, en el rango nanomolar, del mismo orden de magnitud que varios otros
antagonistas del PAF previamente descritos'®,

Aungue la utilizacién de preparaciones de céiulas intactas parece ser la mas adecuada

para la interaccién ligando-receptor, en el caso concreto de!l PAF existen una serie de
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problemas que ha sido necesario tener en cuenta a la hora de plantear los experimentos de
caracterizacion de la union del PCA-4248 al receptor del PAF en plaguetas, macrofagos y
leucocitos polimorfonucleares.

Se ha descrito que, el PAF puede activar a estas células sufriendo internalizacion o
degradacién a metabolitos inactivos como el liso-PAF'® o puede ser incorporado a los
fosfolipidos de la cubierta exterior del plasmalema'®'®, Debido a estos hechos muchas
publicaciones sobre estudios de union al receptor, realizados con distintos antagonistas, asi
como con diversas especies de PAF (C,,, C,,) se caracterizan por valores muy altos de union
inespecifica (del orden de un 50% de la unidn total). Nosotros hemos modificado las
condiciones de los ensayos previamente descritos utilizando plaquetas suspendidas en un
medio con baja concentracion de Ca® (0.2mM), suficiente para mantener la integridad de la
membrana plasmatica y la funcionalidad del receptor, pero insuficiente para provocar la
activacion de las células por las concentraciones de PAF utilizadas en nuestros experimentos.

Asi mismo, las incubaciones se han realizado a temperatura ambiente, por espacios
de tiempo inferiores a 60 minutos, para impedir la internalizacién y el metabolismo del PAF'®.
En estas condiciones la unién inespecifica se redujo a un 25 1 5% de la unién total y la unién
del [°H] PAF a su receptor en los tres tipos de células estudiados resulté completamente
reversible.

Las determinaciones de la constante de afinidad y del nimerc de receptores varian
grandemente de un investigador a otro incluso cuando se comparan experimentos realizados
en el mismo tejido, la misma especie y bajo condiciones similares. Asi la constante de
disociacion del equilibrio (K,) para [°H] PAF en plaquetas de conejo varia desde 0.5' a
3.62nM™° con capacidades maximas de unién que oscilan entre 259" y 19.386 sitios de
unién por plaqueta.

En nuestros experimentos obtuvimos un valor de K; de 0.2nM y un ndmero maximo

de 940 sitios de unidn por plaqueta. Estos valores se justifican, ademas de por las condiciones



Digcusion 135

del ensayo, por la utilizacién como ligando marcado el enantiémero L del PAF(1-C,;), que es
la molécula del PAF con mayor afinidad y especificidad por el receptor, en lugar de formas
racémicas LD o mezclas de distintas especies quimicas (PAF-C,; + PAF-C,;) que han sido
los mas utilizados en los estudios de unién al receptor antes mencionados.

Los experimentos iniciales de la modulacién de ia respuesta celular frente a PAF por
el PCA-4248 fueron utiles para sugerir su actividad antagonista de PAF. Sin embargo, su
capacidad para inhibir algunas de las actividades de este autacoide, podria no deberse
necesariamente al antagonismo del receptor y estar relacionada con pasos intermedios
implicados en los procesos estudiados. Por tanto, los estudios de unién al receptor, utiizando
[*H] PAF como radioligando marcado, son imprescindibles para caracterizar la actividad del
farmaco a nivel del receptor. Los datos presentados en esta tesis sugieren una competicion
directa del PCA-4248 por el receptor del PAF, ya que las representaciones de Schild para la
union de [*H] PAF a plaquetas de conejo obtenidos de la realizacion del analisis de Scatchard
nos mostraron valores de la pendiente muy proximos a la unidad (- 0.92 + 0.12 para n = 10).
E! compuesto inhibio la union especifica del [*H] PAF a su receptor en plaquetas de conejo
y humanas con unas IC;, de 30 y 24nM, (K, = 14 y 12nM) respectivamente. Esta inhibicion
fue completamente reversible en presencia de concentraciones elevadas (1uM) de PAF no
marcado.

La comparacién entre los resultados de los experimentos de unién del PAF al receptor
y de agregacion de plaquetas inducida por PAF mostraron una buena correlacion entre la
potencia exhibida por el PCA-4248 en los estudios de union al receptor IC,, = 30nM y los
estudios funcionales, 1C;, = 300nM respectivamente, para unas concentraciones de agonista
de 0.2 y 1.9nM.

La correlacién no es tan buena en el caso de las agregaciones realizadas en P.R.P.
debido probablemente a ia unidn tanto del PAF como del PCA-4248 a ias proteinas del plasma.

Los estudios en leucocitos polimorfonucleares humanos y de conejo, mostraron un valor
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de K, muy parecido en ambos casos 61 y 58nM sugiriendo la existencia de un mismo receptor
en los PMNs de ambas especies, tal como sucedia en plaquetas.

La diferencia de afinidad por el receptor de plaquetas y de PMNs ha sido descrita
también para otros antagonistas del PAF'®, Lo mismo sucede cuando estudiamos la afinidad
del PCA-4248 en el receptor de macrofagos residentes de pulmon de cobaya (K, = 32nM).
Este hecho apoya las sugerencias de Hwang'' y otros autores'?, de que debe haber,
al menos, dos tipos de receptores para el PAF.

Otra posible explicacion seria la existencia en ciertos tipos de celulas, de receptores
intracelulares para el PAF, que actuaria como un mediador intracelular. Apoyan estas hipotesis
la internalizacion del PAF en algunos tipos de células con la consiguiente imposibilidad de
desplazar totalmente al agonista de estos receptores intracelulares y la disminucion de la
potencia aparente de los antagonistas. De hecho, nosotros hemos comprobado que en el caso
de activacion de macréfagos alveolares por distintos estimulos, LPS, TNF, etc. existe una
produccion de PAF, que en su mayor parte no es liberado al medio extracelular sino que
permanece asociado a las células.

La actividad anti-PAF del PCA-4248 se mantuvo cuando el compuesto se administrd
por via intravenosa u oral, a animales de experimentacion. El compuesto bloqued la mayor
parte de los efectos del PAF en conejo, rata , ratén y protegio a estos Ultimos de 1a letalidad
de la inyeccion intravenosa de endotoxina bacteriana. Ademas, los experimentos "in vivo" y
"ex vivo" demostraron una rapida absorcion y una prolongada duracion del efecto del PCA-
4248.

Los efectos hipotensores y la letalidad del PAF han sido descritos en varias espe-

CieS,24'143'144

y se cree que son mediados via receptor'®. La capacidad del PCA-4248, asi
como de otros antagonistas del PAF'*, para inhibir y revertir la hipotensién inducida por
PAF y para proteger de la letalidad producida por la administracion intravenosa de PAF, apoyan

la hipotesis de que fa hipotension y el shock estan mediados por receptores. En varios modelos
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experimentales "in vivo", el PCA-4248 se comporté como un potente inhibidor de los efectos
del PAF. El mecanismo de accion mas probable, en estos casos parece ser el de antagonismo
por el receptor, pero no podemos excluir otras actividades farmacolégicas de tipo anti-
inflamatorio.

En la rata, el PCA-4248 se mostrd mas activo frente a la hipotensién inducida por PAF,
cuando se inyecto por via intravenosa que cuando se administro por via oral. Este hecho puede
reflejar, bien una limitada absorcién del compuesto o bien la existencia de catabolismo activo
del PCA-4248.

Nuestros resultados demuestran que el PCA-4248 es capaz de antagonizar igualmente
los efectos del PAF generado de forma enddgena, es decir, PAF liberado en respuesta a
estimulos tales como inmunoagregados' o endotoxina bacteriana.

Nuestro trabajo se ha centrado en los efectos producidos por ja endotoxina bacteriana
ya que se ha demostrado que parte de sus efectos, caracteristicos del shock séptico, estan
mediados, al menos en parte via generacion de PAF'.

El shock puede producirse por diversas causas, entre las cuales la de mayor incidencia
es la sepsis bacteriana’®. En el estado de shock se produce un fallo del sistema circulatorio
en la distribucion de las sustancias quimicas necesarias para la supervivencia celular y en
la eliminacién de productos de desecho. Ello conduce a una disfuncion y a la muerte
celulares'®.. La complejidad de la patofisiologia se explica por la existencia de mecanismos
en ios que participan diversidad de mediadores humorales y celuiares, entre ios que destacan
aminas vasoactivas, citoquinas como TNF, IL-1 e IL-6 y lipidos bioactivos como el PAF. Todo
ello hace que el estado de shock sea la versién sistémica de la inflamacion aguda.

En los ultimos afos se ha tratado de esclarecer e} papel patogénico de lipidos activos,
como el PAF, o ciertas citoquinas en el shock séptico’ "%,

La infusion intravenosa de endotoxina produce sintesis de PAF y aparecen sintomas

como hipotensién, hemoconcentracion y en algunos casos hasta la muerte'. Por otra parte,
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la inyeccion intravenosa de PAF mimetiza gran parte de las caracteristicas fisiopatologicas

del shock.

El TNF es también un importante mediador en el shock séptico. De hecho esta citoquina
se describio por primera vez por un grupo de investigadores, que aislaron, de animales tratados
con endotoxina, una proteina que producia la necrosis hemorragica de tumores'.

El papel del TNF en el shock ha adquirido relevancia en los Gltimos anos. Toda una
serie de hechos parecen apoyar la importancia del papel del TNF en el shock séptico:

- Es conocido que la endotoxina bacteriana es el estimulo mas potente para provocar
la sintesis de TNF por parte de monocitos y macréfagos™.

- Se han medido concentraciones importantes de TNF en sangre de animales de
experimentacion tratados con endotoxina y en los pacientes con sepsis'®.

- La inyecciones intravenosa de TNF en animales de experimentacion desencadena un
sindrome con caracteristicas muy parecidas ai estado de shock, aunque no reproduce
la totalidad de los efectos producidos por la endotoxina'®®.

Las ideas expuestas anteriormente hacen pensar que TNF y PAF cooperan durante
el shock séptico para provocar los efectos observados en esta situacién'’. Curiosamente,
la administracion de PAF a ratones tratados con endotoxina hace disminuir los niveles de TNF
circulantes. Los mecanismos implicados en el proceso podrian ser dos. El primero de ellos,
dependeria de la formacion de PGE,, que seria la causa de una disminucién en la sintesis
de mRNA para el TNF. El segundo mecanismo propone que la ocupacion del receptor del PAF
por agonistas o antagonistas de este receptor provocaria la disminucion de la sintesis de
TNF™,

Ademas del PAF y del TNF, la IL-1 se considera también un importante mediador en
el shock séptico.

Varios puntos apoyan esta afirmacién:

- La infusion de IL-1 provoca en animales de experimentacion leucopenia, taquicardia
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e hipotension.

- Se ha descrito que esta citoquina actia de manera sinérgica con el TNF para producir
el dafio tisular y la muerte en modelos experimentales’®.

Nuestros resultados demostraron que el PCA-4248 inhibio la hipotension arterial
inducida por endotoxina en rata anestesiada, de forma similar a lo observado en la hipotension
inducida por la infusién de PAF.

l.as dosis intravenosas del PCA-4248 necesarias para la recuperacion de los animales
tratados con LPS fueron mayores que en el caso de la hipotension inducida por PAF, sin
embargo, las cantidades necesarias para observar su efecto por via oral eran aproximadamente
iguales para las dos situaciones. Este hecho se ha descrito también, para otros antagonistas
del PAF, tales como el WEB 2086 y el SDZ 64-412'%,

Puesto que la infusion de endetoxina bacteriana produce ia liberacion de varios
mediadores con distintos patrones cinéticos, este hecho debe tenerse en cuenta a {a hora de
analizar los resultados. La liberacién maxima de PAF tiene lugar, aproximadamente, a los 20
minutos tras la inyeccién de endotoxina, mientras que el TNF no es un mediador constitutivo,
sino que se genera entre 90-120 minutos después’™. Esto podria explicar la mayor eficacia
del compuesto frente a LPS en el caso de la via oral, ya que esta ruta de administracion
favoreceria su mejor distribucién en los tejidos. Mientras que la administracién intravenosa
del compuesto seria menos eficaz debido a un mayor catabolismo y/o a su rapida eliminacién
del torrente sanguineo.

El PCA-4248, administrado por via intravenosa, disminuyé la trombocitopenia v la
leucopenia inducidas por inyeccion intravenosa de LPS en rata anestesiada. La actividad
desarrollada por el compuesto no puede relacionarse con un efecto directo sobre los receptores
de plaquetas, puesto que las plaquetas de rata no poseen receptores para el PAF. Sin
embargo, estos resuitados podrian estar relacionados con los cambios hemodinamicos

inducidos por la endotoxina, que contribuirian al secuestro intrapulmonar de células sanguineas,



Discusidn 140

o deberse a una propiedad adicional del PCA-4248 aun no caracterizada.

Algunos antagonistas del PAF tales como el WEB 2086™', el CV 3988' ¢ ef BN
50739'% también son efectivos frente a la hipotension inducida por endotoxina, sin embargo,
son incapaces de antagonizar la leucopenia y la trombocitopenia asociadas. Eil WEB 2086,
probado en nuestras condiciones experimentales, no resultd efectivo para proteger al animal
frente a la hipotensién. La discrepancia de este dato con los publicados previamente',
podria deberse a la utilizacidn de una distinta dosis de endotoxina bacteriana o a la mayor
duracion del periodo de observacién en nuestro laboratorio. La eficacia del PCA-4248 frente
a la leucopenia y trombocitopenia inducida por endotoxina en rata podria ser debida a una
posible actividad anti-TNF''®, ya que el TNF induce trombocitopenia, leucopenia y hemoconcen-
tracion, que se deben su capacidad para inducir la adhesion de neutréfilos a las células
endoteliales. Anticuerpos monoclonates anti-TNF inhiben estas respuestas a la endotoxina
en ratas'®. Ademas, se ha demostrado que dichos anticuerpos son capaces de suprimir
la induccion de la NO sintasa y la produccién de oxido nitrico (NO), que seria el efector final
de la vasodilatacion, y la hipotensién consecuente.

La medida de los niveles de TNF en plasma tras la administracion de endotoxina
bacteriana permite predecir en algunos casos el caracter letal de la situacién patologi-
ca'®'®_ Por otro lado, se ha observado que algunos antagonistas de PAF son capaces de
disminuir los niveles de TNF en suero de ratones tratados con LPS, sugiriendo que, debido
a este hecho, estos compuestos podrian presentar un efecto beneficioso adicional'®®.

El PCA-4248, administrado por via oral, fue capaz de suprimir casi totalmente la mortali-
dad inducida por endotoxina en ratones. El efecto maximo fue dependiente de la dosis y se
observé a las 24 horas de ia administracion intravenosa de LPS, coincidiendo con la fase de
mayor mortalidad en el grupo control. A la vista de este efecto, se probd la capacidad del PCA-
4248 para proteger de ta muerte inducida en ratones por inyeccién intravenosa de TNF. Este

estudio, realizado por el departamento de inmunologia de los laboratorios Knoli { Ludwigshafen,
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Alemania)'”’

demostrd la efectividad del compuesto en este modelo donde aumentd en un
40% la supervivencia de ratones a los que se administré TNF por via intravenosa.

La misma dosis de WEB 2086 no tuvo ningun efecto protector sobre la mortalidad por
TNF sugiriendo que la mortalidad inducida por TNF no es PAF-dependiente y que el PCA-4248
posee actividad anti-TNF ademas de su actividad PAF-antagonista

Este hecho, que pudiera ser fundamental a la hora de utilizar el PCA-4248 como agente
terapéutico en el shock séptico, nos llevé a intentar caracterizar la actividad anti-TNF de!
compuesto.

Existe una estrecha relacién entre los mediadores lipidicos y las citoquinas en cuanto
a su papel funcional, demostrandose interrelacién entre ambos tipos de mediadores. Se conoce
también que la IL-1 induce la acumulacién de una PLA, de elevado peso molecular y la
liberacion de PGE, "®. Asi como la acumulacién de DAG procedente de fosfatidilcolina'’.

Asi mismo, se ha probado la existencia de una PLA, de alto peso molecular que juega
un papel crucial en la citotoxicidad y en la transduccion de la sefial inducida por el TNF'.
Paralelamente, estudios "in vitro" han demostrado la refacién entre fosfolipidos y citoquinas
y han observade que productos derivados del acido araquidénice controlan la produccion de
TNF e IL-1.

PAF y LTB, son también estimulos muy potentes para la produccion de estas citoqui-
nas'”'. Mientras que la PGE, inhibe la produccién de TNF e IL-1 por un mecanismo de "feed-
back" negativo'”.

En todo este proceso, los macréfagos alveolares de pulmédn juegan un papel importante.
En primer lugar, como células productoras de un elevado numero de mediadores y en segundo
lugar como células diana de mediadores inflamatorios. Entre todos los mediadores generados
en la reaccion inflamatoria, las especies reactivas de oxigeno representan una familia de
moléculas muy activas y que contribuyen al dafio estructural y funcional de las células y tejidos

implicados®.
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Es bien conocido que, en diversas situaciones “in vivo"'”, tanto el TNF como la
endotoxina (LPS) favorecen la activacion de los macréfagos aiveolares para una posterior
respuesta al PAF o fMLP'™. También se ha observado que el PAF estimula 1a produccion
de TNF en monaocitos de sangre periférica y que, en un rango de concentracion nanomolar,
provoca la produccion de TNF en respuesta a la endotoxina'”.

La estimulacién de macrdfagos alveolares de cobaya con PAF y LPS conduce a la
produccion de O,, que el PCA-4248 suprimié totalmente, sin embargo, el compuesto no
modificé la respuesta a fMLP y redujo en un 50% la produccion de O, inducida por TNF.

Estos hechos sugieren que Ja produccion de O, en respuesta a ftMLP es independiente
del receptor del PAF mientras que la inducida por TNF es sélo parcialmente dependiente de
PAF o hien que el PCA-4248 posee algun tipo de actividad anti-TNF.

La pre-incubacién ("priming”} de ias células con LPS hizo que la produccion de O,
aumentara cuando los macréfagos se estimulaban posteriormente con TNF y fMLP, sin
embargo, cuando la estimulacién era por PAF, la produccion de O, estaba disminuida, o gue
sugiere una ocupacion parcial de los receptores por el PAF sintetizado en respuesta a LPS.

En células pre-activadas con LPS , el PCA-4248 suprimio el aumento de O, inducido
como respuesta a fMLP y anuié totalmente cualquier tipo de respuesta a TNF y PAF. Sin
embargo, otro antagonista del PAF, el WEB-2086, no fue capaz de suprimir la elevacion de
los niveles de O, cuando la estimulacion era por TNF, mientras que se comporté de manera
anaioga al PCA-4248 cuando los macrofagos se estimularon por PAF o fMLP, confirmando
asi que el aumento de la actividad debido a la incubacion con LPS es dependiente del receptor
del PAF, mientras que la estimulacion por fMLP y TNF es independiente de la misma y que
el PCA-4248 posee actividad anti-TNF no relacionada con su efecto antagonista del PAF.

La pre-incubacién con TNF, indujo a su vez un aumento en la respuesta de los macréfa-
gos solo en el caso de estimulacion posterior con fMLP. El PCA-4248 suprimié sélo

parcialmente este aumento de la produccion de O, comportandose también en esta situacion
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como un inhibidor de los efectos del TNF sin actividad frente al fMLP.

Cuando las células se pre-incubaron con PAF, éste causo un primer pico de produccion
de O, y la disminucion del periodo de latencia requerido para la produccion de O, en
respuesta a TNF. El PCA-4248 suprimid tanto la produccion de O, debida a PAF como la
inducida por TNF. De nuevo, el comportamiento del tarmaco fue diferente al de otro antagonista
de PAF utilizado como patrén, ya que el WEB-2086 suprimi6 la produccion de O, debida al
PAF sin modificar la respuesta de los macréfagos a TNF. Todos estos datos sugieren que el
PAF tiene un papel importante en la activacion de macréfagos por LPS, aumentando la
respuesta de las células a otros mediadores. En el caso del TNF la situacién es diferente, ya
que si bien la pre-estimulacién con PAF no incrementa la produccion de anion superéxido,
en respuesta a TNF, si hace que esta respuesta sea casi inmediata transformando al
macréfago en una célula capaz de responder rapidamente a la estimuiacion por TNF.

El PCA-4248 es activo, no solo en aquellos modelos en los que se produce claramente
la liberacién de PAF, sino que ademas, modifica también la respuesta celular al TNF y los
efectos de la interaccion PAF-TNF.

La modificaciéon por LPS y TNF de la respuesta a una posterior estimulacion por PAF
pueden ocurrir a través de diversos mecanismos:

- Por un aumento de la afinidad del receptor del PAF por el ligando y/o un
aumento en el nimero de receptores debido a una restructuracion de los
receptores en la superficie de la membrana.

- O bien, por modificaciones a nivel de aquelios procesos de transduccion que
ocurren tras la interaccion del ligando con el receptor.

Nuestros estudios indican que la activacion de los macréfagos alveolares de cobaya

por parte de LPS y TNF parece modificar las caracteristicas de la unién del PAF a su receptor,
ya que la incubacion de las células con LPS o TNF indujo un aumento en e! numero de

receptores y una disminucion de la afinidad del ligando por el receptor.
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Se ha descrito que la activacion de macrdfagos peritonealies de ratdn por LPS induce
un aumento en el niomero de receptores de membrana celular, pero no altera la afinidad de
éstos por el PAF'™, También se ha descrito un aumento en el numero de receptores para
PAF, expresados en una linea celular de monocitos (Mono Mac C) en respuesta a TNF, aungue
en este trabajo no se hace referencia a un posible cambio de afinidad'”’. Estos datos
indicarian, que tanto LPS como TNF son capaces de modular la respuesta del PAF a través
de un mecanismo en el que esta implicada la expresion de su receptor.

Nuestros resultados indican que, el PCA-4248 fue capaz de desplazar al [*H] PAF de
su receptor de manera dependiente de la dosis en macréfagos pre-incubados con LPS o TNF.
Los valores de K, para ios tres casos: células nativas y células activadas por LPS o TNF eran
aproximadamente iguales, sugiriendo que los nuevos receptores de PAF expresados en la
membrana celular serian iguales a ios de las células nativas. Por tanto, la capacidad del PCA-
4248 para inhibir los efectos de LPS y TNF podrian estar no sélo relacionados con una
actividad directa anti- TNF, sino también con su capacidad para anular la modulacion que estos
mediadores ejercen sobre los receptores del PAF.

Estos resultados sugieren de nuevo la posible actividad anti-TNF descrita en el apartado
anterior. Resultados de experimentos no recogidos en esta tesis y realizados por los
laboratorios Knoll'®, demostraron que el PCA-4248 inhibia ia sintesis de TNF inducida por
estimulacién de monocitos humanos con LPS, mientras que la eficacia del compuesto era
menor cuando la citoquina liberada era IL-1. Los valores de IC,, del compuesto para la
produccion de TNF e IL-1 eran de IC;, = 32uM e IC;, > 40uM respectivamente, mejores que
los obtenidos por este mismo laboratorio para la pentoxifilina (un inhibidor de fosfodiesterasa
que se utiliza como referencia en modelos inflamatorios, por su capacidad para inhibir la
sintesis de TNF, IC,, > 40pM en ambos casos), o para otro importante antagonista del PAF:
el WEB 2086, también IC,, > 40uM en ambos casos.

Esta caracteristica del PCA-4248, que no poseen otros antagonistas del PAF, podria
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darle un interés especial desde el punto de vista terapéutico en situaciones patoldgicas como

el shock séptico, fuertemente dependientes de la interaccion PAF-TNF.
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CONCLUSIONES.

El PCA-4248 antagoniza los efectos del PAF "in vitro"

Es capaz de inhibir la agregacién plaquetaria y la liberacion de ATP de una
manera dependiente de la dosis. Esta inhibicién es de tipo competitivo.

La actividad antiagregante es especifica para PAF, y no se observa frente a
otros agonistas como colageno, epinefrina, ADP y AA.

El PCA-4248 suprime la entrada de Ca® extracelular en plaguetas asociada
a la unién del PAF a su receptor.

El PCA-4248 inhibe la produccién de O, inducida por PAF, en macrétagos
alveolares de cobaya. Esta actividad, también es especifica para PAF, pues

no se observa cuandc el estimulo utilizado es fMLP.

El PCA-4248 inhibe, tambieén, algunos efectos directos del TNF "in vitro".

En macréfagos alveolares de cobaya, el compuesto suprime parcialmente |a
produccion de O, inducida por TNF.
Suprime parcialmente la respuesta a fMLP de macréfagos alveolares pre-

activados por TNF.

El PCA-4248 presenta capacidad para suprimir las acciones debidas a las interacciones

PAF-TNF "in vitro®.

En macréfagos alveolares de cobaya suprime totalmente ia produccion de anion

O, inducida por LPS.
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Es capaz de suprimir la produccidn de O, inducida por TNF y PAF en
macrofagos pre-activados por LPS.

En macréfagos pre-activados por PAF, también suprime la produccién de O,
debida a PAF y TNF.

En monocitos humanos, inhibe la sintesis de TNF en respuesta a LPS.

Ei compuesto ejerce su actividad por su capacidad de unién al receptor dei PAF en

plaguetas, leucocitos polimorfonucleares y macréfagos.

E! PCA-4248 es capaz de desplazar de manera dependiente de la dosis al [°H]
PAF del receptor del PAF en plaquetas de conejo y humanas, en leucocitos
polimorfonucleares de conejo, polimorfonucleares humanos y en macrofagos
alveolares de cobaya.

El antagonismo frente al receptor del PAF es de tipo competitivo y reversible.
Aungue TNF y LPS modifican las caracteristicas de union de [°H] PAF al
receptor de macrofagos alveolares de cobaya, el PCA-4248 es capaz de
desplazar al [°H] PAF del receptor en macrofagos alveolares de cobaya

modificados tras pre-incubacién con LPS y TNF.

El PCA-4248 es capaz de ejercer su antagonismo frente a PAF "in vivo".

Es capaz de inhibir la agregacién plaquetaria inducida por PAF en plaquetas
de conejos tratados con ei compuesto.

Protege y revierte la hipotension y la hemoconcentracién inducida por PAF en
rata.

Aumenta el grado de supervivencia a la inyeccion de PAF en ratones.
Presenta una rapida absorcidn, por via parenteral y entérica.

El efecto es prolongado y reversible.
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6. El PCA-4248 inhibe también algunos efectos del TNF "in vivo".

- Aumenta el grado de supervivencia frente a la inyeccion intravencsa de TNF

a ratones.

7. El PCA-4248 es capaz de aliviar el colapso circulatorio inducido por LPS.

- El compuesto muestra capacidad de proteccion y reversibilidad sobre la
hipotension, trombocitopenia y leucopenia inducida por LPS en rata.
- Aumenta la supervivencia en ratones tratados con LPS.

- Presenta mejor efecto cuando la administracion es por via entérica.

8. El conjunto de actividades desarrolladas por PCA-4248 sugiere que se trata de un

compuesto con actividad farmacolégica dual: antagonizacion del PAF y supresion de

los efectos de TNF.
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