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Mstract correspondiente a la Tesis Doctoral que bajo el titulo: " Meca-

nismo de accién de algunos extractos tisulares hidrosolnbles en misculo
Jiso intestinal", presenta D. Carlos Fnrique Gil-Rodrigo Montaner para

optar al grado de Doctor en Farmacia.

Utilizando un método hasado en el de Somogyi ( Somogyi, (1945). J.
Biol.Chem. 160:62), Gandarias ( Gandarias, (1959). Rev.Clin.Espafiola,
71:16) obtuvd, a partir de varios érganos procedentes de varias espe-
cies animales, un material binldgico hidirosoluble muy activo sobre la
€ibra lisa vascular y no vascular. Mediante dicha metéddica se ha ohte-
nido un extracto esplénico bovino y se ha investigndo su mecanismo de
accidn sobre misculo liso intestinal ( ileon de cobaya ). lLos resulta-
dos sugieren que este tipo de extracto alberga un Factor activo, dis-
tints de la histamina, capaz de interactunar con receptores lehi,stmni-
nérgicos dando lugar al marcado efecto contrictil consignade en ileon
de cobaya. Por otro lado, se ha estudiado la influencia del extracto
esplénico sobre el nivel de nucledtidos ciclicos ( AMP-ciclico y GMP-
ciclico ) en la fibra muscular anotindose un descenso brusco de (MPc
que contrasta con Jo descrito en la literatura para agonistas lll—his—
taminérgicos, y un descenso mucho mis lento para el nivel de AMPc¢ que
concuerda con el efecto, consignado por otros autores, que la histami-

na despierta sobre preparaciones de miisculo liso intestinal.
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1. PROLOGO




PROLOGO

La tesis doctoral que tras esta introduccién, se presenta a
la consideracién del tribunal, con el titulo de: "MECANISMO DE
ACCION DE ALGUNOS EXTRACTOS TISULARES HIDROSOLUBLES EN MUSCULO
LISO INTESTINAL", fué iniciada en el Departamento de Fisiologia
y Bioquimica de esta Universidad de Bilbao, bajo la direccién
del Profesor Doctor D, JUAN MANUEL DE GANDARIAS Y BAJON, titu-

lar dé la citedra y director de dicho Departamento.

Los primeros conocimientos en Fisjiologia, Bioquimica y Far-
macologia, materias en las que gneda enmarcado nuestro trabajo,
los obtuvo el doctorando en los obligados estudios de la Licen-
ciatura, en las aulas de la Facultad de Farmacia de la centena-
ria Universidad de Santiago de Compostela, donde tuvimos la suer-
te de ser alumnos de profesores de la talla de la Doctora D2
PILAR FERNANDEZ OTERO, Catedritico director del Departamento de
Fisiologia, el Doctor D.MANUEL RUIZ AMIL, Catedritico director
del Departamento de Bioquimica y del Doctor D. RAFAEL CADORNIGA,
Catedratico director del Departamento de Farmacia Galénica.
Ellos , a través de sus ensefianzas, s;pieron mantener y desarro-

llar nuestra incipiente vocacidn cientifica.

Al término de la licenciatura, obtuvimos la distincidén de
ser incorporados al Departamento de Fisiologia y Bioquimica de
la Universidad de Bilbao, gracias a la confianza depositada en
nosotros por su director (y entonces Vicerrector de lnvestiga-
ciones Cientificas) el Doctor GANDARTAS. Fué en esta época, Fne-
ro de 1.976, cuando junto a los primeros pasos docentes gl doc-
torando abordé las cuestiones que constituyen la temitica de es-

te trabajo bajo la direccidn del Dr. GANDARIAS.

El contenido del mismo se entronca con natural continuidad



en la lfnea de investigacidn personal y departamental de nues-
tro director de tesis. Efectivamente, es en un trahajo del men-
cionado Profesor GANDARIAS de 1.959, Revista Clinica Espafinla.
Afio XX, Tomo LXXIV, n? 6, cuando se da comienzo a una serie de
esfuerzos investigadores que apoyados en la misma linea por una
ininterrumpida tradicién de tesis y tesinas, culminan en un es-
tado de la cuestidén que queda recogida en el discurso de entra-
da del Dr. GANDARIAS en la Real Academia de Medicina de Bilbao
en Octubre de 1.971. Posteriormente, el Dr. L.F. AINZ, bajo la
direccién del Dr. GANDARIAS, realizé una serie de trabajos en
eéte mismo contexto, que bajo el tftulo: "Efectos de algunos
extractos tisulares hidrosolubles sobre misculo liso vascular

y no vascular", presentd como tesis Doctoral ante el correspon-
diente tribunal en la Universidad de Bilbao en 1.974. Tomando,
pues, como punto de partida el estado vigente de conocimientos
y acumulacién de datos que se recogen en dichos trabajos, co-
menzamos nuestra tarea de proseguir avanzando en la misma di-
reccién. Quede, asi, constancia de que esta disertacidén docto-
ral constituye un trabajo mis en una serie gue se remonta a
1.959 y se mantiene ininterrumpida hasta nuestros diuas, y de

1a que no seri ésta, nuestra investigacidn, la Gltima que se
emprenda en un campo que ofrece, sin duda, muy ricos filones

para la ciencia médica basica.

En relacidn con su importancia y actualidad puede advertir-
se cierto paralelismo, por analogia, entre el tema que hemos
emprendido y el de la investigacién de las prostaglandinas, de
cuya naturaleza como cuestién frontera e importancia entre 1la
comunidad mundial de cientificos, podria dar una idea el hecho
de ser tema que ha merecido la distincidén con el galardém Nobel

para su iniciador y principal mantenedor, U.S. VON EULER.

En cuanto a la metodologia, se ha seguido la tradicién de



las ciencias experimentales de la acumulacién de datos relevan-
tes mediante el doble procesé de experimentacién-medicidén, co-
mo base de todo intento explicativo en forma de hipétesia, cohe-
rente con otras debidamente sustentadas, y conformes con una ri-
gurosa contrastacién empirica. En este sentido, y a modo de in-
dicador del volumen tedrico y experimental emprendido en estos
tres afios de trabajo, se ofrece la cifra de cerca del centenar
de animales sacrificados y mis de 850 citas bibliogrificas em-
pleadas para la elaboracidén del mismo lo que, por razones obvias
de espacio, nos ha impedido su transcripcién integra habiendo,
por ello, recurrido a la supresidén de titulos de los que dispo-
nemos a -fin de aclarar a los futuros lectores cualquier duda

que pueda surgir al respecto. Ello puede servir como muestra de
la fundamentada base teorico-empirica en que se apoya el cuerpo

de conclusiones.

La mayor novedad que se ofrece en nuestra elaboracidn, en re-
lacidén con las acumulaciones precedentes, es que se trata de la
S . . . 2 . 2y s
primera investigacidn en que sistematicamente se emprende el es-
tudio del mecanismo de accidén de los extractos que nos ocupan

a nivel de la musculatura lisa.

Este estudio se ofrece hoy en esta Facultad de Madrid como
tesis doctoral; en el sentido de que ésta como requisito docen-~
te y administrativo es siempre una obra de juventud, no duda-
mos que adolecerd de defectos inherentes a la inexperiencia del
doctorando. Permitasenos, en este sentido, dejar constancia de
que se trata de la primera obra amplia de investigacién que
ofrecemos a la critica cientifica especializada. Dada lavfirme—
za de nuestra vocacién universitaria, no serid la Gltima, pues
la continuidad en la misma direccidn temitica (en que ain tan-
tas lagunas reclaman explicacidn) y en otras nuevas que se ofrez-

can a la curiosidad cientifica de este investigador, serd el ob-

-~
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jetivo de quien hizo de la carrera docente universitaria libre

e ilusionada eleccién de juventud.

Al término de estas pocas palabras como presentacidn y jus-
tificacién de un contenido, debemos y deseamos en este prdlogo

dejar constancia de un breve testimonio de gratitud.

Y el primero ha de ser para el Prof. Dr. D. JUAN MANUEL
GANDARIAS, director de esta tesis doctoral. Esta ha sido redac-
tada en el seno del Departamento que é1 dirije, y en cual he-
mos venido colaborando como profesor encargado de curso duran-
te estos tres aflos de nuestra carrera de investigador y docen-
te. Sea, por ello, nuestra primera constancia plblica de grati-
tud por la confianza depositada en el doctorando cuando, en su
dia, aceptd su ofrecimiento de colaboracién y 1la tutela de su
trabajo doctoral, sin mis base que sus propias esperanzas en un
graduado con vocacidn. De esta confianza hemos querido dar cum-
plida cuenta con la Gnica moneda digna a nuestro alcance: el
trabajo. Que los resultados que hoy se plasman en las lineas
que siguen satisfagan en lejana medida dicha confianza intelec-
tual seria para nosotros la mejor y mids anhelada forma de com-~
pensar los desvelos del Prof. GANDARIAS. Y ya en lo referente;
en concreto, a este trabajo, nuestro agradecimiento a sus cons-
tantes y valiosas sugerencias, sus estimulos en los no escasos
momentos de desaliento, y el haber introducido al. doctorando
en una tradicidén investigadora que é1 mismo iniciara y tan pro-

metedores frutos esti generando.

Queremos tambien dejar constancia de nuestro agradecimiento
al Dr. D. LULS FERNANDO AINZ de quien hemos recibido una enor-
me ayuda humana y profesional. E1 resolvié innumerables proble-
mas técnicos y aportd, en momentos decisivos, muchas y buenas

ideas; al Dr. D. JUAN JOSE GOIRIENA DE GANDARIAS, por su con-

e

——r———



tinuo interés y colaboracién; a D. KEPA ZUBELDIA, por sus
interesantes consejos matéméticos y técnicos, asi como por
su incomparable ayuda emn el terreno de la informitica. El
fué quien realizé todos los programas de ordenador utiliza-
dos en el presente trabajo; al Doctor D. ERNESTO CASIS, a
quien debemos la estandarizacidn del sistema automatizado
utilizado para la determinacién de proteinas que nos per-
mitid ganar en precisidén y economizar en tiempo, a LOLY
CAMPOS y MARGARITA OLASCOAGA, por su importante ayuda en la
realizacién experimental, a MARI CARMEN GARCIA y MARILU
URIBECHEBERRIA, por colaborar en la ingrata labor de cl§si—
ficacién, enumeracidén y transcripcién de la bibliografia
consultada y a cuantas personas, en el Departamento de
Fisiologia y Bioquimica han permitido que se realice esta
tesis: el personal docente e investigador del mismo y a los

estudiantes habituales colaboradores en él1.

Por Gltimo, mi reconocimiento a la Universidad de Bilbao,
a través de cuyas dotaciones financieras canalizadas al De-
partamento, ha sido posible emprender una, siempre costosa,

investigacién empirica como la que hoy se presenta.

A todos somos deudor de cuanto de aprovechable encuentre
el lector en estas piginas, y solo el autor es responsable
de los errores y lagunas que puedan hallarse. De'éstas,
solo podemos ofrecer como disculpa la de su inevitable pre-
sencia en toda obra humana, y mis aln en las que, como en
este caso, son las de iniciacién de una carrera investigado-
ra. Para paliarlas se ha puesto cuanto trabajo, celo y en-
tusiasmo ha podido aportar el doctorando, junto con el
caudal de conocimientos que sus maestros de ayer y hoy acer-
taron a transmitirle. Y es, por ello, su mayor ilusién el

no haberles defraudado ofreciendo el juicio del tribunal



un trabajo que merezca, ante su autorizada opinién, una be-

névola acogida.
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INTRODUCCION



RAZONES DE ESTA TESIS

Hay que comenzar destacando que el origen de la presente
linea de investigacidén lo constituye el trabajo publicado
por el Profesor GANDARIAS en 1.959 (11). En él se refiere
por vez primera, la accién neta que ejercen algunos extrac-
tos orginicos hidrosolubles de bazo y pancreas sobre la
presién arterial de gatos y conejos a los que se infunden
minimas proporciones de filtrados desproteinizados a distin-

tos pH.

l.Los motivos que indujeron esta via concreta de investiga-
cién quedan perfectamente reflejados por las propias pala-
bras del Profesor GANDARIAS en su discurso de ingreso en la
Real Academia de Medicina de Bilbao y que transcribimos a

continuacidn:

"Nos tentaba la curiosidad de las circulaciones es-
plénica, pancredtica y hepitica, y nos acuciaba el
presentimiento de una correlacidén entre estos fun-
cionalismos y las glindulas adrenales. Procedimos
a explorar la presién arterial en gatos y conejos
integros, descerebrados, adrenoprivos, reserpiniza-
dos, etc., y tras muchas variantes experimentales
fuimos recompensados con resultados gque iban mucho

mis alla de lo experimentado.”

En la fecha, ya lejana, en que se pubtlicé este trabajo,
la bibliografia existente era muy escasa. Unicamente un ar-
ticulo de VOGT en 1.958 (18) en el que se afirmaba la accién
hipotensora de ciertos extractos tisulares. Hay que remon-
tarse hasta los aflos 1.964-67 para encontrar literatura re-

ferente al empleo de extractos de bazo, pulmén y otros 6r-



ganos. (12)

Existe, sin embargo, una linea de investigacidn que tie-
ne indudables analogf{as con la que nos ocupa en este momento,
pero que por diversos motivos resulta absolutamente indepen-
diente de la misma. Se trata de las investigaciones que han
ocupado a la escuela escandinava de Fisiologia durante las
dltimas décadas desde que en 1.935, VON EULER (15) comenza-
ra el estudio sistemitico de los efectos de determinados ex-
tractos a los que denomind prostaglandinas y vesiglandinas
por su origen a partir de préstata y vesiculas seminales

respectivamente.

El descubrimiento de las prostaglandinas se atribuye
con plena justificacién al cientifico sueco U.S. VON EULER
(15) si bien es cierta la existencia previa de diversos tra-
bajos sobre los efectos farmacoldgicos de extractos de prés-
tata y seﬁen, que indudablemente hay que asimilar a las
prostaglandinas. As{ por ejemplo las publicaciones de BATTEZ
y BOULET en 1.913 (4), pioneras en este sentido, a las que
siguieron las de KURZROK y LIEB en 1.930 (16), GOLDBLATT en
1.933 (13) y COKCRILL, MILLER y KURZROK en 1.935 (9).

Pero es, sin embargo, VON EULER (15, 19-21) entre 1.934
y 1.936‘e1 que establece sin lugar a dudas que el principio
activo aue denomind prostaglandina, pertenecia a un grupo
completamente nuevo de sustancias naturales, con importantes

acciones fisiolégicas y farmacolégicas.

El problema de la identificacidén quimica de estas sustan-
cias es abordado por BERGSTROM en 1.947 (15) en una serie de
trabajos que son recompensados en 1.960 (5) con el aisla-

miento e identificacidén de las dos primeras prostaglandinas



conocidas. Existen como ya se ha dicho diferencias sustan-

ciales entre ambas lineas de investigacidén.

En primer lugar, los productos utilizados por los auto-
res escandinavos han sido siempre de cardcter liposoluble,
actualmente detectados como icidos prostandicos, muy empa-
rentados con el 4cido araquidénico (14). En cambio, los
extractos esplénicos, pancredticos, etc. de GANDARIAS son
obligatoriamente productos hidrosolubles a causa del método
de extraccidn por trituracién del tejide con desproteini-
zantes del tipo de los utilizados en el método de FOLIN-CI-
COALTEU (10, 14). Estos extractos no sélo son hidrosonlubles

sino que incluso son mucho mis activos después de recoger

la fraccidn tratada con liposolventes como el cloroformo (12).

Ademis, mientras los extractos de la escuela escandinava
son obtenidos preferentemente a partir de semen, préstata
o vesiculas seminales, los utilizados por GANDARIAS no pro-
cedfan nunca de dichos érganos, empleidndose a tal fin, ba-

zo, pincreas y pulmdén principalmente (12).

Finalmente, los efectos de ambos tipos de extractos son
también divergentes. Las prostaglandinas casi en su genera-
lidad se muestran sistemiticamente hipotensoras mientras
que por el contrario los extractos hidrosolubles ejercen
efectos hipotensores o hipertensores segin las circunstan-
cias que se detallarin en apartados siguientes (12). Sobre
otras diferentes preparaciones de misculo liso, los efectos

son similares pero dificiles de clasificar.

Ante los primeros resultados encontrados, GANDARIAS
pens® en la posible intervencidn de circuitos funcionales
en los que estuvieran implicadas las glandulas adrenales

(14). Con el fin de esclarecer esta problemitica desde un

11



punto de vista general, se decidid a investiéar los efec-.
tos de sus extractos orgén}cos en animales (gatos y conejos)
normales y adrenoprivos, encontrando efectivamente un anta-
gonismo de efecto total. Los resultados obtenidos de esta

forma fueron los siguientes:

Los extractos adcidos de bazo y pancreas inyectados en
animales integros inducen un descenso de la presidn arte-
rial muy dristico, a diferencia de las discretas hipoten-
siones logradas por los extractos liposolubles de origen

prostitico.

Los extractos alcalinos de la misma procedencia, despier-

tan una hipertensién manifiesta en los animales inyectados.

Repitiendo los experimentos antes citados en animales
adrenoprivos logran efectos diametralmente opuestos, es de-
cir que los extractos 5cidos inyectados promueven hiperten-
sién y los alcélinos en cambio hipotensién. Los efectos
hipertensores de los extractos acidos en animales adrenopri-

vos no resultan afectados por la inyeccién de ergotamina.

Partiendo de estos resultados, varios colaboradores del
Profesor GANDARIAS continuaron esta linea de investigacién.
En posteriores trabajos (14) se extendié el campo experimen-
tal a otros extractos ademis de los anteriormente descritos,
sobre todo a los de procedencia pulmonar, planteindose 1la
cuestién de averiguar si los efectos hipo o hipertensores
se ejercen mediados a través de los receptores adrenérgicos

descritos por AHLQUIST (1, 2).

A tal fin se tratd de esclarecer si los inhibidores de
receptores alfa, beta o alfa-beta son capaces de impedir

las respuestas hipertensoras. Asi mismo, empleando estimu-

- 12



lantes de receptores alfa, beta y alfa-beta se procurd dis-
criminar si conseguian anular la accidén hipotensora desple-
gada por los extractos. Los resultados obtenidos fueron los

siguientes: (3, 11)

Los extractos de otros tejidos, particularmente pulmdén

eran igualmente activos.

Los estimulantes alfa (Noradrenalina), beta (Aleudrina)
o alfa-beta (Adrenalina) no impiden el efecto hipotensor des-

plegado por los extractos dcidos ea animales integros.

En consecuencia, todo parece indicar que los extractos or-
gainicos, tanto 4cidos como badsicos, actian sobre la fibra li-
sa vascular por mecanismos distintos a los adrenérgicos de

la tesis de AHLQUIST.

Resultados completamente superponibles a los anteriormen-
te citados se obtuvieron en pruebas con extractos y farmacos
estimulantes y bloqueantes adrenérgicos en animales adreno-
privos, si bien teniendo en cuenta el efecto invertido sobre
la presidén arterial que se observa en este tipo de animales

(14).

A la vista de estos resultados se plantearon nuevos tra-
bajos con el propdsito de discernir qué parte de las glandu-
las suprarrenales era responsable de la inversién de los efec-
tos causados por los extractos. En este sentido, se trataron
varios animales con dosis altas de reserpina a lo largo de
12 dias, con lo que se produce una depleccién de las cateco-
laminas, equivaliendo esta situacién a la de una adrenome-

dulectomia y simpatectomia quimicas (12).

Se pudo observar que en ghtos reserpinizados crénicos

aparecia una hipotensién muy marcada, incluso inferior en

13



algunos casos a la registrada en algunos gatos adrenoprivos.
La inyeccién endovenosa de u; extracto Acido a un gato re-
serpinizado desencadena una elevacién considerable de la ten-
sién arterial, acontecimiento que puede compararse al halla-
do en animales adrenoprivos. Parece razonable pensar, por
tanto, que es la médula la porcién adrenal responsable del
sentido hipo o hipertensor de las respuestas a que venimos
aludiendo (12). Sin embargo, AINZ (3) trabajando con ratas
integras, vagotomizadas, demeduladas y adrenalectomizadas,
obtiene siempre una respuesta hipertensora que dificulta la

interpretacién de las observaciones anotadas por GANDARIAS

en otro tipo de animales (gatos y conejos}.

Otra fase posterior e independiente de los trabajos ex-
perimentales realizados con extractos orginicos hidrosolubles
la constituye el estudio de su actividad sobre las prepara-

ciones de musculatura lisa no vascular.

Para tales investigaciones se utilizaron segmentos de
yeyuno de gato, yeyuno y duodeno de conejo, duodeno de rata
y Gtero de rata, cobaya y coneja virgenes. Los extractos
4cidos se mostraron hipotonizantes sobre intestino delgado
salvo en yeyuno de conejo y duodeno de rata en los cuales
ejerce un efecto hipertonizante (3), mientras que los bi-
sicos resultaron fuertemente hipertonizantes, no pudiendo
bloquearse su efecto con una dosis adecuada de atropina

(3, 12).

Sobre cuernos uterinos de cobayas y conejas virgenes los
efectos observados fueron muy semejartes. Los extractos
4cidos eran hipotonizantes mientras que los bisicos resul-
taban hipertonizantes, mostridndose en este sentido parti-

cularmente activo el extracto bisico de pulmén (12, 17).



En iitero de rata, en cambio, la respuesta a Extractos

4cidos y basicos es siempre hipertonizante (3).

Recientemente BROWN y cols. (7) han obtenido, a partir
de corteza renal de conejo, un extracto hidrosoluble que
desarrolla un efecto hipertonizante sobre preparaciones
aisladas de aorta de conejo, estémago de rata e ileon de
cobaya. Varias de las caracteristicas de este extracto con-

cuerdan con el descubierto por GANDARIAS.

Estos autores, mediante pruebas fisiolégicas, farmacold-
gicas y bioquimicas, descartan la posibilidad de que la sus-
tancia activa sea una prostaglandina, renina, angiotensina,
catecolamina, serotonina, bradiquinina, nucledtido, un pe-

quefio producto orginico de metabolismo local o un ion.

Una de las diferencias fundamentales entre el extracto
de BROWN y cols. y el de GANDARIAS estriba en que la accién
del primero de ellos resulta inhibida por un alfa-bloqueante
como Ja fenoxibenzamida mientras que el segundo resiste per-

fectamente la presencia de antagonistas alfa-adrenérgicos.

A la vista deée todo el conjunto de resultados, obtenidos
por el Prof. GANDARIAS y los seguidores de su linea de in-
vestigacién, que han quedado resefiados se intentd una pri-

mera interpretacidén de los datos (12).

El criterio de AHLQUIST sobre receptores no podria acep-
tarse en términos generales ya que no permitia explicar el
hecho de que los extractos hidrosolubles despliecguen los
efectos ya transcritos: hipotensién o hipertensién, segin
el pH del producto inyectado y la situacidén del animal, con
o sin glindulas adrenales o reserpinizado crénico. Era pre-

ciso convenir que dichos extractos provocaban las reacciones



vasomotoras consignadas a través de otros mecanismos.

Si bien, la descripcidén que acabamos de realizar contiene
las bases fundamentales en que nos apoyamos para la elabora-
cién del presenté trabajo; creemos necesario, dado su interés
, aludir al estudio realizado por el Dr. E. Casis (8) acerca
del comportamiento de este tipo de extractos sobre la fun-

cidn hemostatica.

Sus resultados atafien primordialmente a tres procesos:

agregacidén plaquetaria, coagulacién y fibrinolisis.

Sobre la agregacidén plaquetaria seflala un efecto inductor
de la misma, por parte del extracto, parangonable en ciertos
aspectos, dadas las propiedades elisticas de la tromboasteni-

na, al efecto contrictil desplegado sobre musculatura lisa.

Sobre coagulacidén, el resultado es altamente interesante
puesto que el extracto estid dotado de un notable efecto an-
ticoagulante achacable a la posible presencia, en el mismo,
de una sustancia heparinoide o a un tipo de heparina cuya

accién parece fundamentalmente dirigida al factor Xa.

Sobre la fibrinolisis el extracto carece de efecto alguno.

Este era el estado de las investigaciones sobre extractos
orginicos hidrosolubles, en el momento de dar conienzo al
presente trabajo. Inicialmente nos propusimos investigar el
mecanismo de accidén de este tipo de extractos sobre la mus-
culatura lisa no vascular. Bisicamente nos planteamos dos

cuestiones a resolver:

- 138/ ;Acttian a nivel de receptores conocidcs distintos de
los adrenérgicos y colinérgicos descartados en trabajos pre-
cedentes?.

- 238/ Disparan algin cambio en el nivel intracelular de




"segundos mensajeros” (Nucleédétidos ciclicos)?

Para conseguir respuestas a ambas preguntas nos impusimos
un programa de trabajo desglosado en dos fases: a/ que com-
prende estudios fisio-farmacoldgicos y b/ que integra estu-

dios de tipo bioquimico.

Era necesario hallar, previamente, una pieza de misculo
liso no vascular que nos permitiese desarrollar ambas fases
con las miximas garantias. Consideramos que debia reunir, al
menos, dos condiciones fundamentales:

-1/ que las respuestas a los fArmacos que fbamos a utilizar
frente al extracto fueran perfectamente conocidas.

-2/ que su tono basal fuera reducido y estable a fin de que
nos permitiera estudiar de un modo fiable las posibles varia-
ciones del nivel intracelular de nucledtidos ciclicos tras

la adicidén del extracto.

Una pieza tal es el fileon de cobaya. Una vez elegida la
pieza muscular podiamos comenzar a desarrollar las dos fa-

ses en las que habiamos dividido nuestro trabajo.

FASE a.- En el transcurso de esta fase pretendiamos averi-
guar:

1/- E1 efecto del extracto hidrosoluble de bazo de
vaca acidificado sobre esta preparacién, efecto que aln se
desconocia.

2/- Comparar dicho efecto con el propiciado por 1a
histamina y la serotonina,agentes cuya actividad en el ileon de
cobaya eran sobradamente conocidos.

3/- Efecto de firmacos antihistaminicos bloqueantes

de receptores H, y de antiserotoninicos bloqueantes de recepto-

1
res D sobre la actividad desplegada por el extracto espléni-

co 4cido.
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4/~ Interrogantes derijvadas del desarrollo de los anterio-

res planteamientos.

FASE b.- En la que desedbamos investigar:
1/- Presencia de nucle6tidos ciclicos en el extracto.
2/~ Niveles intracelulares de cAMP y cGMP en la fibra muscu-
lar tras exponerla a la accién del extracto.
De todos nuestros resultados damos cuenta en el apartado correspon-

diente.
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I. EXTRACTOS TISULARES

A. INTRODUCCION

El interés por la farmacologfa de los extractos tisula-
res se inicié probablemente con la autoobservacidn de
BROWN SEQUARD de 1.889, que abrid por entonces un campo

cientifico nuevo y lleno de posibilidades (647}.

Los extractos de érganos y tejidos ocuparon pronto un
lugar importante en la investigacidén terapeitica de la épo-
ca, a la que preocupd en un principio 1la separacidén de pre-
paraciones (itiles de otras muchas de dudoso interés. De esta
forma, persisten con plena vigencia en el arsenal terapetti-
co actual, algunos extractos de 4rganos y tejidos tiroideo,
muscular,esplénico, prostitico, etc., mientras que otros,
carentes de justificacidén experimental, no han podido resis-
tir una revisién objetiva (647). En cualquier caso, el inte-
rés experimental por este tipo de preparaciones goza hoy dia
de un notable crecimiento a la vista de los resultados verda-

deramente espectaculares de algunos de ellos.

Los extractos tisulares utilizados en el presente trabajo
fueron preparados conforme a la metédica inagurada por GAN-
DARIAS en el 1.959 (261). El procedimiento de extraccidn es
sencillo. E1 material biolégico procede de pancreas, bhazo,
higado y pulmén de diversos animales, galo, rata, conejo y
bévidos. Trozos de estos érganos son triturados y desprotei-
nizados, recogiéndose el filtrado o el centrifugado que se
emplea directamente o se somete, en algunos casos, a trata-
miento con liposolventes, aprovechindose tnicamente la frac-

cién hidrosoluble. Los extractos, tratados o no con cloro-



formo, siempre extraidos con medios hidrosolubles; presen-—
tan un pH determinado, que ;esulta ajustable a voluntad. Se
utilizan extractos icidos o alcalinos con pH de 5 para los
primeros y 9 para los segundos, que son usualmente adminis-
trados por v{a endovenosa a los animales de experimentacidén.
flay que destacar que los métodos seguidos tienden a
simplificar las extracciones por un lado, y a seguir una sis-—
temidtica de trabajo que procure evitar la formacién de "ar-

tefactos quimicos", que inevitablemente aparecian utilizando

métodos de extraccidén mis dridstricos.

Es precisamente esta peculiar metddica de extraccién lo
que personaliza esta linea de investigacidén y la diferencia
de otras emparentadas con ella pero que tienen como base
productos de naturaleza obligadamente diferente a causa de

las condiciones del método de extraccidn.

Asi, por ejemplo, se pueden citar diversos extractos tisu-
lares de caricter igualmente hidrosoluble, pero cuyos métodos
de extraccidén excesivamente rigurosos no excluyen, sino que
incluso favorecen la posibilidad de aparicién de los artefac-
tos quimicos anteriormente citados, asi como de las clésiéas
sustancias activas contaminantes de tales extractos como son
la colina, histamina, etc. A pesar de ello y como punto de
referencia, en la presente revisién se va a dedicar una im-
portante atencién al estudio de la farmacologia de estos
extractos, de los que puede censiderarse comas prototipo el
preparado comercial del Instituto Bioquimico Hermes conoci-
do con el nombre de Esplenohormdén, cuyas propiedades farma-
colégicas y composicién quimica han sido extensamente estu-

diadas (38, 595, 647, 700).

También se va a dedicar una especial atencidn en este
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capitulo , al estudio de un grupo de sustancias de origen
tisular y caricter liposoluble descubiertas por la escue-
la escandinava de VON EULER (762) y que se conocen con el
nombre de prostaglandinas o PGs a causa de su origen pros-
titico. Hay que dejar bien claro en principio la absoluta
independencia entre esta linea de investigacién, y la se-
guida por GANDARIAS y colaboradores (289, 564) con el em-
pleo de los extractos hidrosolubles que han promovido es-
te trabajo. Tanto por su origen y acciones, como por su
composicidén quimica y su cardcter hidro o liposoluble,

ambos tipos de sustancia guardan una perfecta independencia.

Sin embargo, las PGs van a ser consideradas a tftulo
comparativo y para acentuar mis aln las diferencias y con-

trastes que separan ambas vertientes cientificas.

Finalizaremos esta revisidn destacando los aspectos a
nuestro juicio mis interesantes relativos a los nucledti-
dos ciclicos adenosin 3}':5' monofosfato ciclico (cAMP) y
guanosin 3':5' monofosfato ciclico (cGMP) descubiertos por
SUTHERLAND y cols. entre 1.957-60 (598, 714) y ASHMAN y
cols. en 1.963 (34, 594) respectivamente. Ambos nucledtidos
han recibido la denominacién de "segundos mensajeros" sien-
do al parecer parte del mecanismo de accién de miltiples
agentes (p. ej.: Hormonas y Neurotransmisores) entre los

que pudiera hallarse el extracto objeto de nuestro trabajo.

B. EXTRACTOS ESPLENICOS

Aunque se han utilizado extractos esplénicos terapeiitica-
mente en algunos procesos patolégicos, su actividad farma-
colégica ha permanecido imprecisa y mal sistematizada duran-

s

te largo tiempo (38).

Do
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MARTORELL (498) inicid. probablemente los estudios en
este campo al establecer ciertas propiedades de este ex-
tracto en la arterioesclerosis. A partir de este momento co-
mienza una serie de investigaciones tendentes a esclare-
cer las propiedades farmacoldgicas de estos extractos, en-
tre las que hay que citar las efectuadas por SALVA (647);
JURADO GRAU (389); STAMPA.(700);BALASCH y SANTOS (38).

La mayoria de estos trabajos se realizaron tomando co-
mo base un extracto esplénico de origen equino preparado
comercialmente por un laboratorio farmacettico (Instituto
Bioquimico Hermes: Esplenhormén). Los resultados obtenidos

se consideran a continuacidn.

a/.- Métodos de extraccidn.

Se han empleado diversos métodos de extraccidn, todos

ellos de caracteristicas muy similares.

FAZEKAS (233), en sus estudios sobre posibles acciones
de los extractos esplénicos similares a las mineralocorti-
coides, preparaba los extractos a partir de bazo de cerdo.
E1l método seguido, fué el de SNINGLE y PFIFFNER (718) para

la preparacién de extracto de cértex suprarrenal.

El procedimiento seguido por SALVA (647) para la obten-
cién del extracto de bazo es como sigue: La extraccién se
lleva a cabo mediante autolisis Acida de la pulpa esplénica
de buey o caballo; el liquido resultante se filtra, se ca-
lienta de nuevo a 70?2 C para desproteinizar, se filtra de
nuevo y se fija a pH 6.5 con un amortiguador. Como conser—

vador se adiciona fenol y se esteriliza por Tyndalizacidn.

PUJOL CARDUS (595) prepara el extracto a partir de un

kilogramo de érgano fresco de origen equino. Se corta con



una maquina trituradora y seguidamente se tratan dos litros
con una solucién 0.2 N de acido clorhidrico a ebullicién

durante 10 minutos a la presidn atmosférica. Se filtran los
residuos no solubilizados y se Tyndalizan a 702 C a fin de
evitar la descomposicidén del mismo. (Se trata del preparado

comercial Esplenhormén, de lLaboratorios Hermes).

COBBIN y THORP utilizaron tres métodos distintos para
preparar el extracto de bazo (166):

125 Método: E1 bazo de buey, de unos tres kilogramos de
peso, era descapsulado, pasado por una trituradora manual y
congelado en seco. Una muestra se extraia en un aparato
Soxhelt con los siguientes solventes purificados,éter de pe-
trédleo, éter y Finalmente acetona. La fraccidén acetdnica se
evaporaba secindola y quedaba un residuo alquitranado de co-

lor marrén oscuro (2.37 mg/lgr. de bazo frescon).

-292 Método: Una preparacidén congelada en seco de 17 Kgrs.
de bazo de buey era pulverizada en un mortero, lievada a un
Soxhlet y extraida con éter anhidro. A countinuacién se ve-
rificaba una extraccidén en frio con acetona anhidra elimi-
niandola a presidén reducida. El residuo era disuelto en agﬁa
destilada. Las impurezas se extrafan primero con éter frio
y después con un poco de éter de petrdéleo (40 a 802). La
solucién acuosa era entonces evaporada por secado a baja
presién y almacenada por debajo de los 32 C. La fraccidn
resultante era de 0.33] mgr. por cada gr. de bazo fresco.
Aunque este procedimiento daba un producto menos potente
que el anterior, el extracto era muy soluble en agua, ha-

biendo menos contaminacidén por ello.

—395 Método: El bazo de buey (22.5 Kgrs) era congelado

en seco y se sometia a la accién de solventes, primero éter



y luego acetona en un Soxhlet. El1 extracto de acetona era
evaporado secindose a presidén reducida. El residuo se disol-
via en éter de petréleo y se extraia con agua hasta que no
aparecia mis material colorado en el agua, que después se
evaporaba a baja presidén. La fraccién restante de 1.5 mgrs.
de material soluble en agua se obtenia a partir de un gr de

bazo fresco.

b/ .- Composicidén quimica.

CHANG y GARDUM (147) han descrito la presencia de colina,
acetilcolina, &cido adenilico e histamina en extractos pro-
cedentes de équidos y bdvidos, pero se trata de extractos

obtenidos por autolisis &acida.

La presencia de compuestos proteicos parece completamente
descartada dado el comportamiento negativo del extracto fren-
te a algunos reactivos tipicos de proteinas como el biuret,

xantoprotefico, 4cido tingstico,tricloroacético, etc. (647).

En el extracto de bazo utilizado por BALASCH y SANTOS (38);
se determind por técnicas cromatogrificas la presencia de

bases pliricas entre ellas adenina y adenosina.

Posteriormente en el mismo tipo de extracto se han encon-
trado hasta 16 aminoicidos diferentes, todos ellos represen-
tativos de un extracto de érgano de origen animal. Los amino-
Acidos serina, treonina, valina, metionina, espirtico y glu-
tAmico son las que se encuentran en mayor proporcidén. El
triptéfano en cambio no aparece como era de esperar, ya que
la hidrélisis Aacida 1o destruye (700). Sin embargo en traba-
jos anteriores se habfia descrito la presencia de triptéfano

(309, 486, 595).
c/ .~ Acciones:

Van a considerarse en primer lugar, por tener na mayor
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relacién con el presente trabajo, los efectos sobre misculo

1iso y en segundo término el resto de las accicnes..

Musculatura lisa

1.- Intestino.

El extracto hidrosoluble de bazo que nos ocupa provoca
sobre la preparacidén de duodeno aislado de rata una contrac-
cién que es revertida por la accidén de un espasmolitico (38).
Se ha empleado incluso terapeﬁticamente‘en algunas formas

de atonia intestinal (647).
2.- Utero.

El extracto hidrosoluble de bazo, incluso a dosis ele-
vadas no muestra efecto alguno sobre el Gtero aislado de
cotaya (647). En otros trabajos sobre la misma preparacién
y con el mismo preparado se obtuvo una ligera contraccidn
uterina (38), que los autores atribuyen a la presencia en

el extracto de pequeilas cantidades de histamina.

3.~ Aparato Cardiovascular.

Se han utilizado diversas preparaciones experimentales
a tal fin. Empleando una preparacién de LOEWEN TRENDELENBURG
se ha podido comprobar que el extracto hidrosoluble de bazo
determina un aumento de flujo de perfusién del tren posterior

de 1la rana, por una dilatacién activa de los vasos (18, 647).

Sobre presién arterial en gato anestesiado, el extracto
esplénico hidrosoluble se muestra como hipotensor (38) efec-
to que cede por atropinizacidén, lo que permite atribuirle
un caricter muscarinico (647). El efecto hipotensor mostrado
por los extractos es incluso capaz de hacer ceder la hiper-
tensidén experimental provocada en algunos animales como por

ejemplo conejos (431).




REIN, MARTENS, y BUCHRL (611) mantuvieron la hipétesis
de que el bazo libera una sustancia que llegada al higado
provoca la liberacién de un producto activo sobre el corazén
del tipo de la estrofantina (113). Este principio liberado
por el bazo puede ser incluso activo directamente sobre el

miocardio sin pasar por el higado (612).

Por otro lado existen pruebas de que el extracto de ba-
zo estimula el mésculo papilar ventricular del gato (166),
y en opinién de COBBIN y THORP (167) este efecgo no se de-
be a 1la posible presencia en el extracto de colina, acetil
colina, histamina, catecolaminas, etc. sino mis bien a la
hipotética presencia de una sustancia de tipo esteraide

parecida a la digital.

Asi mismo se ha encontrado que los extractos esplénicos
protegen al corazdén de las lesiones tireotédxicas, debido
posiblemente a la presencia de un factor cardioactivo (499).
Estudios realizaaos con respirémetros de WARBURG para medir
el consumo de oxigeno basal del miocardio lo encuentran ele-

vado en un 50% en presencia de extractos de bazo.

Otras acciones

1.- Glucemia

El extracto esplénico tiene un efecto hipoglucemiante en
el gato, reduciendo los niveles de glucosa un 12% por térmi-

no medio (647).

Igual efecto se ha encontrado en perro y conejo (38), al

administrar el ‘extracto por via endovenosa (234).

Desde un punto de vista clinico incluso, se ha comprobado
por RATHERY, COSMULESCO y GRIGNON (605) la utilidad de aso-

ciar los extractos a la insulina en el tratamiento de algu-
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nas formas de diabetes. También se han utilizado los ex-
tractos (498) para el tratamiento de ciertas formas de gan=

grena en pacientes diabéticos.

2.- Colesterinemia

Probando los extractos sobre conejos en ayunas se ha en-
contrado que provocan una disminucidn acusada del colesterol,

que llega incluso a significar un 30% del valor ordinario

(814).

3.~ Accidén lipotrdpica

Parece demostrado (38) que el extracto influye en la mo-
vilizacidén y depédsito de grasas neutras, encontrindose que
previene la infiltracién grasa del higado, efecto que los
autores consideran debido al contenido en colina y metioni-

na del extracto.

4.- Accidén mineralocorticoide

FAZEKAS (233) encontrd en conejos sanos intactos que la
administracién de extracto esplénico elevaba el nivel de
Na plasmitico, disminuyendo a su vez el nivel de K, apare-
ciendo estos efectos con dosis semejantes a las usuales de

DOCA para el peso de los animales.

5.- Secrecidn glstrica

Normaliza la secrecién gistrica descompensada previamen-
te tanto por defecto como por exceso, como se ha comprobado

en 105 enfermos de gastritis por SCHLIEPHAKE y RENK (647).

6.- Piel

El extracto esplénico parece temer accidén sobre ciertas
dermatosis, especialmente eczema, dematitis seborreica, ur-

ticaria y dermatitis herpetiforme (647).
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7.~ Accidn protectora de radiaciones ionizantes

Los animales tratados con extracto esplénico mostraron
una mayor resistencia a la irradiacién gamma que los tes-
tigos, demostrables por una mayor actividad regeneradora

de los megacariocitos de la médula (386, 707).

8.~ Accidén sobre la formacidén de anticuerpos

Parece desprenderse una accién favorable en este sentido
de los experimentos realizados sobre cobayas por BAYLE DE
JESSE (46) y JAGOBSEN ROBSON Y MAYO (en ref.: 38), que
puede explicarse a través de un efecto tréfico sobre los

drganos productores de anticuerpos.



1I. PROSTAGLANDINAS

Aunque existen algunos precedentes plenamente validos como los de
BATTEZ y BOULET en 1.913 (45) y KURZROK y LIEB en 1.930 (449) es sin
embargo perfectamente licito el atribuir el descubrimiento de

las prostaglandinas . al cient{fico sueco U.S. VON EULER.

Hacia 1.935, GOLDBLATT (288) y VON EULER (761) descubrieron de forma
simultanea, pero independiente, las propiedades del liquido seminal al
actuar sobre diversas preparaciones de misculo liso. VON EULER (766)
realizd sus experimentos con extractos de vesiculas seminales humanas
y ovinas, encontrando que la actividad era debida a la presencia de
ciertas sustancias icidas de caricter lipidico a la que denominé
"prostaglandinas" (PG), diferenciindolas en principio de las "vesiglan-

" dinas" extraidas a su vez de vesiculas seminales de monos y que solo

mostraban efectos vasculares.

La escuela escandinava comenzd entonces una serie de estudios exbaus-
tivos acerca de las propiedades fammacolégicas de estas sustancias que
podian resumirse en un efecto depresor de la presién arterial junto a
una accién estimulante de la musculatura lisa extravascular (761 a 765).
Posterirmente quedé establecida por ELIASSON la intervencién de las PCs
en las funciones de reproduccidn, al comprobar que por via vaginal es-
timulan las contracciones del ttero homano no gravido, especialmente u-

rante la ovulacién (220).

El problema del aislamiento y purificacidn de estas sustancias fué
abordado por BERGSTROM en 1.947 y no fué sino hasta 1.960 cuando pudie-
ron aislarse las dos primeras prostaglandinas (65, 66). Estos compuestos
se distinguian por su diferente solubilidad, siendo uno de ellos mAs so-
luble en éter mientras que el otro lo era en buffer de fosfato, por lo

que fueron llamadas PG E y F respectivamente.
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Estudios posteriores en este mismo sentido han abocado al exhaustivo
conocimiento que hoy poseemos acerca de la constitucién quimica de las

PGs.

Paulatinamente se han ido incluyendo en este grupo, 3l irse perfeccio-
nando los métodos znaliticos, una serie de sustancias lipidicas caracte-
rizadas por sus acciones sobre el misculo liso. Tal ocurre con el "darms-
toff" liberado espontineamente por el intestino de rana (760) o la "irina"
contenida en el iris del conejo (7, 8), la "medulina” de LEE (460), que
aparece en la médula renal de conejo o los liquidos extraidos del liqui-
do mentrual o de los distintos niveles del cerebro (10). Hoy en dia no
cabe duda de la naturaleza de las PGs presentes en todas estas hipoté-

ticas fracciones lipidicas (761).

En las Gltimas décadas las PGs han sido objeto de un intenso estudio
nmultidisciplinario que ha dado origen a una inmensa cantidad de litera-
tura relacionada con la caracterizacién, propiedades fisioldgicas, far-

macolégicas, asi como posibles implicaciones quimicas.

1.~ Localizacién de las prostaglandinas

Se han encontrado prostaglandinas en casi todos los tejidos en los
que se ha investigado, si bien en algunos en concentraciones prictica-

mente despreciables (361).

Se han aislado prostaglandinas del liquido seminal (65, 66), pulmén
(12), timo (64), cerebro (648, 353), rifién (461), iris (9), placenta
(399), tejido adiposo (9, 602, 681), ovariecs, tubo digestive (53), 1{i-

quido amniético y menstrual (222, 766), etc.

E1l mayor contenido en prostaglandinas ccrresponde al liquido seminal,
donde alcanzan valores de 100 mg/ml. correspondientes a la mayor parte
de los variantes, aunque sin embargo el liquido seminal de algunos ani-
males como caballo, buey, perro y conejo, no contiene prostaglandinas

(766).



Le= y colaboradores (460) han aislado tres lipidos acidicos binls-
gicamente activos en la médula renal del conejo. Uno de ellos, al que
llaman "medulina" parece similar a las prostaglandinas y posee un
efecto activador del misculo liso vascular, pero sin accién extravascu-
lar. Los otros dos principios tienen acciones semejantes a las prosta-
glandinas en diversas preparaciones del misculo liso. También aparece
una sustancia de caracteristicas similares a las prostaglandinas y de
efecto vasodepresor en la sangre venosa de nifios afectados de diversos
procesos como hipertensidén renovascular (218) e isquemia aguda renal

inducida unilateral en perros (503).

Las cifras de prostaglandinas en sangre aparecen elevadas en sujetos
con procesos neoplasicos secretores, como carcinoma de tiroides (68,

798), carcinoma broncogénico (6§6) y feocromocitoma (656).

Hay que destacar también el hecho de que no sélo han sido encontradas
en el bazo, sino que hay cierta evidencia en favor de una liberacidn de
los mismos a partir de dicho érgano bajo estimulacién nerviosa, al me-
nos en el perro (185, 236). Un fendmeno de las mismas caracteristicas
se ha encontrado en diafragma de rata (602), y paniculo adiposo epidi-

dimal de rata (602, 681),

2.- Extraccidn

Las extraccionzs de las prostaglandinas se efectian por medio de sol-

ventes lipidicos.

El tejido sc homogeniza en 4 volimenes de etanol al 96%. Se centri-
fuga y se extrae el residuo con otros 4 volimenes de etanol al 96%
(649). En esta etapa suele afadirse una cierta cantidad de prosta-
glandinas marcadas con isétopos radioactivos, 3" é hien_tdc, con objeto
de efectuar una estimulacién del volumen obtenido pcr dilucién del iséto-
po (359). lgualmente es recomendable que la extraccidén se efectie en

atmdésfera de nitrégeno para evitar la formacidn no enzimitica de pros-



taglandinas durante la misma (558), a partir de los 4icidos precursores.

El residuo se desecha.

Posterirmente se evapora el etanol hasta su completa desecacidn. El
extracto es repartido entre agua a pll §, acidificada con 4cido citrico
y un volumen igual de acetato de etilo. Se desecha el residuo 4cido y
las fases obtenidas con acetato de etilo se mezclan, par posterirmente
lavarlas con 1/20 volimenes de agﬁa destilada para eliminar el exceso de
Acido. E1 resultante se concentra con una evaporacidén hasta un volumen

menor a una temperatura inferior a los 452 C.

El concentrado de acetato de etilo se extrae con un volumen igual de
buffer de fosfato pH 8.0 por dos veces consecutivas y se rechaza la
fase de acetato de etilo. La fase acuosa se ajusta al pl 4,5 con icido
citrico y finalmente se extrae dos veces con acetato de etilo. Posterior-
mente el acetato de etilo se lava con agua (1/20 volumen) y se evapora
hasta su completa desecacién. El desecado se disuelve en un pequefio vo-
lumen de etanol al 67% en agua y en un volumen igual de petréleo. Des-
pués de agitar se extrae el etannl y se vuelve a extraer con un volumen
igudl de petréleo. Finalmente, se desecha la fase de petréleo y la fase

de etanol se evapora hasta su completa desecacidn.

3.- Estructura

Todas las prostaglandinas tienen un esqueleto basico comin de 20 ito-
.
. . ‘s .
mos de carbono, denominado Acido prostannico. Dicho compuesto consta de

un anillo de § Atomos de carbono vy de dos cadenas alifiticas laterales.

Dentro de este esquema comiin cada grupo de prostaglandinas se diferen-
cian entre si por la presencia de varios grados de insaturacidn y por las
distintas sustituciones posibles, tanto en el anillo como en las cadenas

laterales (341).



Figura : 3.1

Tanto desde el punto de vista estructural come  funcional - se han
dividido las prostaglandinas en varios subgrupos que se distinguen por
una letra mayiscula, esﬁos son: A, B, C, D, E, F, G, H, I, existiendo
gran cantidad de variantes dentro de cada subgrupo. La serie A por ejem-
plo, que puede considerarse como un producto de deshidratacidén d= las

del grupo F, consta de la PGAI, A dohidro—Al, etc..., Jo cual quiere

2’
decir que no exageramos al pensar que su nimero sea superior al millar,

Las prostaglandinas del grupo E se caracterizan por la presencia de
ur; grupo hidroxilo en posicién 11 y un - grupo cetdénico en posicidén-9 -

(341).

El grupo F difiere del E por la presencia de un grupo hidroxilo en

posicién 9, en lugar del ceténico.
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Las prostaglandinas A y B pueden considerarse comoproductos de deshi-
dratacién de las pertenecientes al grupo E, con formacién de dobles en-

laces en posiciones 10-11 y 12-8 respectivamente.

Las prostaglandinas de la serie 1 (Al’ B, E Fl) tienen un tnico do-

1”71
ble enlace en la posicién 13-14, mientras que las series 2 y 3 tienen 2

y 3 dobles enlaces en posiciones 5-6 y 17-18 (341).

El grupo hidroxilo de carbono 9, en las prostaglandinas F, presenta
estereoisomeria dando lugar a dos tipos de prostaglandinas F: las alfa
y las beta. En la naturaleza solo se conocen las pertenecientes al tipo

alfa.

Finalmente mencionaremos por su importancia bioldgica, sobre todo en
los procesos de agregacidén plaquetaria, la prostaglandina 12 (519) deri-

vada, como las demis de los endoperéxidos ciclicos G2 y H_, cuya estruc-

2’
tura, establecida por JOHNSON y cols. (383), posee un ciclopentano y por

ello se la conoce también como prostaciclina.

Las férmulas mis importantes aparecen representadas en la figura: 3.2

(359).

4.- Biosintesis

A partir de tejidos procedentes de animales bovinos MIYAMOTO y cols.
(516) consiguieron en 1.974 solubilizar el sistema enzimitico Prosta-

glandin:sintetasa ‘diferenciando, merced a cromatografia en DEAE-celulo-

sa, dos componentes del sistema. Uno de los componentes convierte a los
los 4cidos precursores en endoperdxidos {(PGG y PAI), mientras que el

otro transforma PGH en PGE.

Estos dos enzimas han recibido los nombres de prostaglandina—eﬁdo—
peréxido:sintetasa (EC.1.14.99.1) y prostaglandina-endoperdxido:isome-

rasa (EC.5.3.99.3) respectivamente.



o H

COOH HO, H coot

HO H H 'OH

PGE,

Figura: 3.2
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Se consideran como prostaglandinas "primarias" a las PGEI, PGEZ’
1o 20 PGFBa (50) que dan lugar a las series PG-1, PG-2,
PG-3, respectivamente. Cada serie utiliza un 3cido precursor, asi la

PGE, y PGF , PGF
serie 1 procede” del 4cide 8, 11, 14-eicosatrienocico (dihomo-gamma-

linolénico), la serie 2 parte del 4cido §, 8, 11, 14-eiccsatetraendico
(4cido araquidénico) y la serie 3 utiliza como precursor el 4cido 5, 8,
11, 14, 17-eicosapentandico. El sistema de la prostaglandina:sintetasa
se encarga de catalizar la biosintesis de las tres series. Dada 1a ma-

yor importancia biolégica de las prostaglandinas de la serie 2 utili-

zaremos este grupo como modelo explicativo del proceso biosintético.
Cabe distinguir dos etapas: (vease figura, 3.3)

12 Etapa: Esta primera etapa es catalizada por el enzima prostaglandi-
na-endoperéxido: sintetasa (335, 515) cuyo Pm ronda los 125.000 daltons
(756)y que posee dos actividades cataliticas ya que actiia como ciclooxi-

genasa y como peroxidasa (750).

Mediante la primera de las dos actividades el enzima transforma el
Acido araquidénico en el endoperéxido PGG2 y merced a la funcidn peroxi-

dasa la l"GG2 se transforma en PGHZ.

Fsta primera etapa constituye un paso comin en el que se generan
los endoperéxidos que actuando como sustratos de distintos enzimas darin

lugar a las diferentes prostaglandinas de la serie 2.

22 Etapa: La accién del enzima prostaglandina-endoperéxido E:isomera-
sa sobre PGH2 di Iugar a la formacidn de PGEZ. Este enzima ha sido par-
cialmente purificado y la reaccidn caracterizada por OGINO y cols. (559).
El glutatién estabiliza al enzima y actda como cofactor de la isomeriza-
cién (559).

Ademis de esta ruta RAZ y cols. (608) han propuesto otra via de for-
macién de PGE2 que parte de PGGZ' Segin esta proposicién, la PGGZ se

transformaria en PGE2 a través de un metabolito intermedio distinto de

ia FTHZ, el 15-hidroperoxi-PGE,. No obstante, parece poco probable la

2
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existencia de esta 28 ruta (651).

En microsomas procedentes de ftero de cobaya se ha detectado un fac-

tor enzimitico termoestable capaz de convertir PQI_ en PGFZ (803),
o

2
este factor recibe el nombre de prostaglandina-endoperdxido Fa :re-

ductasa.

En las plaquetas de varias especies animales, se ha descrito la
existencia de un enzima denominado tromboxano:sintetasa o bién prosta-
glandina-endoperdéxido~tromboxanoA:sintetasa (320, 547, 710) capaz de
catalizar la transformacién de l"GI2 en tromboxano 82 a través de la
formacién de un metabolito intermediario inestable que es el tromboxa-
no A2' Parece ser que este enzima cataliza, asi mismo, la conversién de
l’GJl2 en acido 12-hidroxi-§, 8, 10, heptadecatrienéico (H.H.T.) y malon-
dialdehido (MDA) (202, 802).

En esta segunda etapa se sintetizan, también, dos PGS cuyo denominador
comin lo constituye el importante efecto inhibidor que despliegan sobre
la agregacién plaquetaria. Estas son la PGI')2 (695) y la PGI2 conocida en

un principio como PGX (519).

Al parecer 2 6 3 proteinas se encargan de catalizar la conversién de
endoperéxidos en PGD. Una de estas proteinas fué detectada en pulmén,
estémago e intestino de rata (557) y posteriormente se la ha identifica-
do como un enzima glutatién-S:transferasa (331). Este enzima cataliza
la reaccién de transferencia y es aparentemente i_ndependier.he de Ja
reaccién de isomerizacién que también tiene lugar‘ durante la transfor-
macidn de PGHZ en [‘(‘,D2 (331). Parece ser gque la seroalbimina anmenta la
formacién de I’GD2 presimiblemente porque despliega actividad "isomerasa'
(317). Esta conversién de un potente agregante plaquetario como la PG"Z
en PGD, (inhibidor de la agregacién plaquetaria) por seroalbimina puede

tener un importante papel en el control de la agregacién plaquetaria.

En cuanto a la PGIZ’ se forma a partir de PG por accién del enzima

2
prostaglandina-endoperéxido I:isomerasa, 6,9-oxociclasa o prostaciclina:
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sintetasa (519). La PGI2 es inestable y en solucién acuosa se transfor-
ma rapidamente en 6—ceto—PGF11 perdiendo su capacidad como inhibidor de
4

la agregacidén plaquetaria (304).

Cabe afadir, por Gltimo, la deteccién y parcial purificacién de dos

enzimas a partir de suero de conejo, la PGA:isomerasa encargado de con-
vertir la PGA en PGC (592) y la PGC:isomerasa que transforma la PGC en
PGB (591). Estos enzimas no han sido localizados en otros tejidos ni en

suero humano.

5.~ Acciones
1. Aparato reproductor

Aunque los efectos mis notables de las PG sobre el aparato reproduc-
tor ocurren en la hembra, también en los animales machos se han descu-

bierto acciones de cierta importancia.
A.- Animales macho.

En uno de los primeros trabajos realizados en torno a las PGs, GOLDBLATT
en 1.935 sugirié la posibilidad de que contribuyesen a la vasodilatacién

del aparato reproductor masculino durante el coito (288).

Posteriormente se ha encontrado que 1la PG E, provoca la contraccién

1
de conductos deferentes y vesiculas seminales, reforzando incluso las
resprestas contrictiles previas de estos 6rganos bajo estimulacién de

nervios hipogastricos, contribuyendo en consecuencia a la eyaculacién

(221, 188).

De alguna forma, las PGs parecen tener cierta relacién con la inferti-
lidad de origen masculino. En un estudio estadistico entre 21 hombres
sin descendencia se encontrd un nivel seminal de PGE inferior al 50%

del normal (125)

B.- Animales hembra.




Se conoce el efecto a diversos niveles del aparato reproductor feme-

nino.

Sobre la vagina provocan un incremento en la motilidad en dependencia
con el momento del ciclo menstrual. Ademas supone una via de administra-
cién fisioldégica durante el coito, absorbiéndose en cantidad suficiente
hacia la sangre para luego provocar una relajacién del cuello y cuerpo

- uterinos (652}, especialmente durante la ovulacién.

Los efectos sobre endometrio dependen de que los estudios sean "in

vivo" o "in vitro".

En Utero humano aislado las PGs E, A y B provocan una relajacién se-
gin el momento del ciclo uterino, especialmente durante la ovulacién,
mientras que la PGF contrae el miometrio sobre todo al final del ciclo
o durante el embarazo (123, 653). Las preparaciones del utero aislado

de rata, cobaya y coneja se contraen por adicién de las PGs F y E.

En experimentos "in vivo" sobre Gtero de coneja las PGs provocan una
intensa relajacién (62). Sobre Gtero humano gravido la PGEl produce un
incremento de las contracciones (126}, llegando incluso las PGE2 y FZn
a provocar el aborto por idéntico mecanismo (127, 223, 633). Se han

descrito igualmente para la PGF, efectos oxitdcicos especialmente en

20v
el inicio del parto (124, 170), por lo que se ha llegado a ensayar su

uso farmacolégico en la induccidn del parto mediante el empleo de la

PGF, (225) y la PGE, (224).

IT. Aparato circulatorio

Se distinguen tres aspectos diferentes segin los niveles de actuacidén

de las prostaglandinas.
A.- Arterial.

Las PGs de los grupos A y E son potentes vasodilatadoras (61, 136),



ocasionando una disminucién de las resistencias periféricas que se
traduce en un aumento del flujo sanguineo por diversos territorios,
salvo en la mucosa nasal, a cuyo nivel provocan vasoconstriccién. El
efecto parece ser directo sobre la fibra lisa vascular ya que no es
inhibido por propanol, metisergida, atropina o antihistaminicos (539,

693).

Las PGanen cambip son vasoconstrictoras generales, provocando una
elevacién de la presién arterial en casi todas las especies animales
salvo perro y rata (536). Se ha sospechado un mecanismo indirecto para
este efecto, a través de un fendmeno de venoconstriccién (212), pero es

probable una causa directa, ya que no resulta inhibido por la fenoxi-

benzamina ni por la metisergida (536).
B.- Venoso °

Como se acaba de citar la PGFZnes venoconstrictora ocasionando en
consecuencia un aumento del retorno venoso que repercute en un aumento
de la presidén arterial (212). Tiene ademas un efecto inhibitorio sobre

la permeabilidad de las paredes venulares (801).

Las PGE aumentan en cambio la permeabilidad de las piredes venulares

con la consiguiente facilidad para el edema (356, 395).
C.- Corazdn

Han sido muchos los efectos descritos sobre el corazén, entre los
que merecen destacarse reacciones de cronotropismo e inctropismo positi-

vOS.

Las PGA, A y F producen un fuerte efecto inotropo positivo que es

posiblemente dependiente de la concentracién local del calcio (342).

En voluntarios humanos a los que se inyecto PGE por via endovenosa
. 4 .
se registré un cuadro general de reacciones, entre las que rlestaca

por su regularidad la aparicién de una fuerte taquicardia (63).

§L



III. Aparato digestivo.

Cabe considerar dos aspectos distintos, referentes a las secreciones

y a la motilidad del tracto gastro-intestinal.
1.- Secreciones.

Las PG en general son fuertes inhibidoras de la secrecidén gistrica
(617, 618, 782). Son sobre todo las PG de los grupos A y E, las que mues-

tran una actividad miAs acusada en este sentido.

La PGE. inhibe las secreciones gistricas producidas por histamina,
2-desoxi-glucosa o ingesta de alimentos. (618, 619). Los resultados en
la secrecién inducida por pentagastrina som contradictorios. Algunos
trabajos parecen indicar que no consigue inhibirla, al menos en humanos

(366), mientras que otros consiguen lo contrario.

La PGEZ por su parte inhibe la secrecién inducida por la histamina

asi como la causada por ‘la ingesta de alimentos.
La PGA, consigue inhibir la secrecién inducida por la ingesta, pero
no la debida a la pentagastrina. Algunos autores han referido que tam-

bién inhibe la secrecién histaminica (683), pero otros lo niegan.

La caunsa de este efecto parece ser directa, indirecta o una mezcla de
ambas. El mecanismo indirecto se supone a -partir de los efectos hipoten-
sores generales, debido a las PG (52), con disminucién del flujo sangui-
neo local a través de la mucosa gAstrica. Apoya esta idea el hecho de
que la vinica PG que no inhibe la secrecidén gastrica (la PGzﬁ ), es
precisamente la Gnica que no causa hipotensién (341). En cualqguier
caso el mecanismo indirecto parece de escasa importancia en el caso de
la PGE, (376). Por otro lado también hay evidencia de vna accién direc-
ta de las PG sobre las células parietales gastricas (52, 358, 782). Pa-
rece ser que una cierta cantidad de PGEl es liberada por 1la mucosa

gistrica jintamente a la secrecidn 4cida tras estimulacidén vagal (52,



168). Por otra parte la secrecién por estimulacién vagal se cree medida
a través de la formacién de AMP ciclico. Por este motivo se ha supuesto
que la accién de las PG sobre la secrecién gastrica pudiera deberse a
una modificacién en el mecanismo de secrecidén vagal a causa de un efec-
to antagbnico sobre la adenilciclasa en las células parietales gistricas
(358). Asi, se ha podido comprobar que las PG inhiben la formacién de
AMP ciclico por la adenilciclasa (782), pero sin embargo en el cobaya
el efecto resulta contrario, habiéndose encontrado una estimulacién de

dicho sistema enzimitico (571).

La secrecién pancredtica resulta estimulada por accién de las PG y
al parecer el mecanismo responsable seria de nuevo el de la adenilci-

clasa (637).
2.~ Motilidad.
Se dispone de pruebas realizadas in vivo e in vitro.
A.- In vivo.

Son fundamentalmente experiencias realizadas en humanos a los que se
administraron las PG con preferencia por via oral. Los resultados obteni-
dos ton la PGEl (366, 513), indican una accién estimulante de la moti-
lidad traducida en forma de disminucidén del tiempo de transito intesti-

nal verificada radioscépicamente (513), junto con sintomas diarreicos.

£n ocasiones la hipermotilidad aparece desordenada (513}, encontran-
dose movimientos antiperistaticos, regurgitacién de bilis al estdmago

y vémitos (360).

B.- In vitro.

En preparaciones aisladas in vitro con intestino de diversas especies,
las PG de las clases E y F se comportan como pot%ntes‘estimulanteékde 1a
motilidad (54, 55, 62, 360, 361). En cambio las PG A y B solo poseen en
este sentido  una débil accidén (11, 52, 364, 460, 784).



Se han estudiado igualmente los efectos parciales sobre las fibras
musculares de direccién longitudinal y los ejercicios sobre las fibras

circulares.

Las PGE y PGF son estimdantes para las fibras longitudinales, pero
el efecto es de mis rapido desarrollo con las PGE (62, 361). Sobre las
fibras circulares en cambio, las PGF se muestran estimulantes, mien-

tras que por su parte las PGE son inhibidoras (52, 54) (242).

Parece que estos efectos sobre la musculatura lisa intestinal obedece-
rian a un mecanismo directo y no a una respuesta mediada por los nervios

colinérgicos (517).

Sin embargo las contracciones desencadenadas en ileon de cobaya pueden
ser bloqueadas, al menos parcialmente, por atropina (357), hioscina y
tetrodotoxina (54), todo lo cual parece indicar la existencia de al menos
un pequeiio componente nervioso en la respuesta contrictil de una fibra

lisa intestinal a las PG.

IV. Aparato respiratorio.

Los efectos investigados han sido sobre todo los relacionados con el
misculo liso de las distintas porciones del aparato respiratorio. Se han

realizado a este propdsito estudios in vivo e in vitro.
A.- In vivo.

Los estudios realizados se bhan centrado principalmente sobre la mus-
culatura bronquial, encontrandose que las PGs son en general broncodi-

latadoras.

Las PGE] y PGF consiguen incluso inhibir la broncoconstriccidn

2
provocada por estimulacidn vagal o por administracidén de histamina

(492).

En su aspecto cuantitativo el efecto depende de la via de administra-



cién, mostrindose mis activas en forma de aerosoles, como han podido

comprobarse en diversas especies animales (457).

En el gato en cambio, la administracién de PGF2 aumenta la resisten-
i

cia bronquial al paso del aire (492).

En humanos se han realizado pruebas en voluntarios, tanto sujetos
normales como asmiticos. Administradas en forma de aerosol, producen
una considerable broncodilatacién en los asmiticos, pero su efecto es

escaso en individuos sanos (146).
B.- In vitro.

Los estudios han sido realizados sobre preparaciones aisladas de diver-

sos animales y con preferencia con misculo liso traqueal y bronquial.

El misculo liso traqueal es relajado por las PG E y'F, sobre todo las
primeras. Puede relajar contracciones previas provocadas por acetilcoli-

na, histamina, bario y ergotamina (361, 492).

El efecto sobre el misculo liso bronquial varia segiin la PG que se
utilice. En preparaciones con bronquios de origen himano, las PCEl y Ez
resultaron relajantes y las PGFZ: por el contrario provocaron bronco-

t

contriccién (170, 684, 717).

Los efectos consignados en las preparaciones in vitro parece indicar
un efecto directo de las PG en el misculo liso respiratorio, pero la
ingurgitacién vascular como evecto indirecto podria explicar el aumento
de resistencia a la circulacién aérea en algunos experimentos in vivo

(538, 643).

V. Sistema nervioso.

Aungue el establecimiento de = relaciones mas precisas entre algunas
funciones del sistema nervioso y las prostaglandinas es ain algo preci-

pitado, se han descubierto sin embargo hechos muy demostratives.



Se han encontrado cantidades significativas de alguhas PGs, como PGIF ,
(24

El’ E, y sobre todo PG ﬁ', en niveles nuy diversos del sistema nervioso

2 2
central y periférico. Asi por ejemplo se han encontrado en el cerebro
(169, 353, 400), en la médula espinal (353, 363), e incluso en algmos
nervios periféricos (604). En vista de estos resultados HORTON ha sugeri-

do la actuacién de las PGs como neurotransmiscres en distintas estructu-

ras del SNC. (359).

En este sentido es interesante consignar la liberacién de PGs por el
sistema nervioso tanto de forma espontinea como por estimulacién eléctri-
ca y quimica (601-603). También se ha observado la liberacién de PGs por
diversos érganos bajo estimulacidén nerviosa a través de nervios adrenér-

gicos en glindulas adrenales (236, 682), bazo (236) y diafragma (602).

Los efectos de las PGs sobre el sistema nervioso central son de natu-
raleza varia, pero en términos generales puede hablarse de dos tipos de
efectos, uno sedante como el logrado por la PCEl y uno contrario facili-
tador de las vias motrices producido principalmente por la PGFZa (352,

362, 365).

VI. Sistema endocrino.

Se conocen hasta el momento efectos de las PG sobre una serie de

glandulas de secrecién interna.
1 Hipéfisis.

En las ratas, las PG E_ y F_ provocan un incremento en la liberacién

1 2
de hormona del crecimiento hacia 1a circulacidn. La PG A1 incremenl.a en
_cambio la sintesis de la hormona aunque carece de efecto sobre su libe-

racién (490). Este efecto parece mediado por el sistema AMP-ciclico-ade-

nilciclasa (816).

.

2 Tiroides.

Una gran variedad de PGs tienen actividad sobre la glandula tiroidea.



Las PG El’ E El estimulan la actividad metabdlica de la glandula

29 Flr.l y
(116). La mis activa en este sentido es la PGE, que compite en su efecto
con la TSH probablemente porque las dos actian a través del sistema de

la‘adenilciclasa (116, 396) (560, 815).
3 Corteza adrenal.

En ratas hipofisectomizadas, las PG Fl tiene un efecto contrario en
1a oveja (239, 251).

En estudios in vitro con cértex de rata, se ha encontrado que la
PG Ez mimetiza los efectos de la ACTH, provocando una elevacidén en la
tasa de produccién de corticosterona. Esta semejanza de acciones se de-

be probablemente a que ambos sistemas actian a través del mecanismo de

la adenilciclasa (239).
4 Médula adrenal.

En experiencias realizadas en perros, ha podido observarse que la
PG El produce una discreta liberacién de catecolaminas de origen medu-
lar (402), aunque no se ha podido dilucidar si el efecto es directo o

mediado por la intervencidén del sistema nervioso.
§ Pancreas endocrino.

Los niveles plasmiticos de insulina aparecen elevados en el ratén
tras la administracién de PG El, efecto que también pudiera estar tra-

mitado por ¢l mecanismo del AMP ciclico (84).
6 Ovario.

Un importante efeclto sobre el ovario es la accién Inteolitica desarro-
Jlada por la PGE2 (82, 416, 573), que se encuentra en preparaciones
"in vivo" (426), de numerosas especies animales como ratas (51), conejos

(310), hamsters (385), cobayas (82), ovejas (43) y monos (431).

En cambio, en preparaciones "in vitro" aparecen a veces efectos con-

trarios, como los obtenidos con las PG El’ Ez y FZn que resultan en
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v Ay
parte similares a los ejercidos por 14 LH en el ovario, al inhibir la

formacidén de progesterona (6, 433).

Este efecto mimetizante del de la LH se debe posiblemente a la inter-

vencidén de las PG en el sistema AMP-ciclico (433, 497).

El mecanismo responsable del efecto luteolitico de la PGF. no se

2
conoce con seguridad. Se ha supuesto debido a un efecto secundario al
venoconstrictor que posee la misma PGan (574), pero no se han encon-
trado muestras de isquemia en los ovarios tratados. Se ha pensado tam-
bién en un efecto dependiente en este sentido de la LH, e incluso de al-
guna otra hormona hipofisaria (51) pero no hay pruebas definitivas. En

cualquier caso es posible que la PGF2 juegue un papel fisiolégico im-
x

portante en el proceso de regresién del cuerpo liteo.

VII. Tejido adiposo.

Se han efectuado diversos estudios con preparaciones in vitro e in

vivo.

A. In vitro.-~

1
inhibir la accién movilizadora de las grasas que ejercen la adrenali-

La PGE, desarrolla una intensa actividad antilipolitica capaz de

na, noradrenalina, corticotropina, TSH etc., como ha podido constatarse
en experimentos realizados en el paniculo adiposo del epididimo de ra-
ta (703). Todo parece indicar que la prostaglandina citada actda por
inhibicién del sistema de la adenilciclasa, y por consiguiente de la
tasa disponible de AMP-ciclico (702), pero seguramente el mecanismo

de actuacidén es mucho mis complejo ya que en ausencia de una hormona
lipolitica, incrementa la concentracién de AMP--ciclico sin que se

acompafie de estimilo de 1la lipolisis (120).
B. In vivo.-

Los efectos en perros integros dependen de las dosis administracdas



de PGEI. A dosis bajas se comporta como lipolitica, mientras que a do-
sis medias y altas muestra su tipico efecto antipolitico (60). Pero

estas acciones in vivo no son muy claras ya que de alguna forma parece
que el mecanismo de respuesta depende de la localizacién del depésito

graso o de la especie animal considerada (359).

Las respuestas antipoliticas constatadas han sido completamente rati-
ficadas en humanos, tanto en estudios in vivo como en in vitro, aunque
parece existir igualmente una dependencia con la dosis empleada (59).

Precisamente en razén de esta accién antipolitica de la PGE, se ha susci-

1
tado la problemitica, ain sin confirmar, de la posible implicacién de
esta sustancia en la génesis de la obesidad (313), asi como de la posi-
bilidad de utilizar antagonistas de la misma en la terapeitica del

mismo proceso (359).

VIII. Sangre.

Los efectos m3s notables se refieren a los consignados en plaquetas.
Las prostaglandinas afectan a la funcién plaquetaria bien favoreciendo

o bien inhibiendo la formacién de agregados.

. Entre las prostaglandinas netamente agregantes se encuentran los
endoperéxidos PGG2 y PG!2 (319, 800) y los tromboxanos {Txs) TXA
(318).

TXR
2 Y M

Otras prostaglandinas que inducen la agregacidén o, al menos, inter-
vienen en ella son la PGE2 (112) y PGFZn (692).

Entre las que inhiben la agregacidén plaguetaria incluimos Ja PCRI
(422), 1a PGD2 (695) y 1la mis potente de las tres que es la PG12 (519).
Esta {iltima se sintetiza fuera de la plaqueta, concretamente en el
endotelio vascularv(519), habiéndqse‘sugerido_la‘pqsibilidadkderdue
esta prostaglandina sea responsahle de la capacidad de resistencia de
la pared vascular a la adhesién de las plaquetas (519). Quizas el equi-

librio entre formacién de PGI2 por el endotelio vascular y endoperéxidos
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y tromwboxanos en las plaquetas sea crucial en el control de la formacién

de trombos (304).

IX. Sistema urinario.

La PGE1 muestra un efecto diurético por inhibicién de 1la vasopresina

como ha podido observarse en el tdbuio colector del conejo (561).

Por otra parte, como las PGEI, también las PGE, y A1 producen un in-

2

cremento en el volumen de orina, que se acompaiia de un aumento en la

excrecién urinaria de sodio, potasio y cloro (336).

En opinidén de LEE (459) la PGA2 es en realidad la hipotética "hormona
natriurética" a la que con anterioridad se atribuia una inhibicién en
la absorcién de sodio en respuesta a incrementos en el volumen de {lui-
do extracelular. Esta hipdtesis, sin embargo, necesita de mds compro-

baciones.
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III. NUCLEOTIDOS CICLICOS

Cuando, en la década de los afios 50,el equipo de investigacién que di-
rigia E.W. SUTHERLAND, realizaba una serie de trabajos encaminada a
dilucidar el mecanismo de la accién hiperglucemiante de la adrenalina
y glucagon, descubrieron la existencia de un factor termoestable que in-
ducia 1la conversidn de la fosforilasa b (inactiva) en fosforilasa a

(activa).

Este factor de bajo peso molecular resultd ser el acido adenilico

ciclico también conocido como 3':5' adenosin monofosfato ciclico o cAMP

(598, 714).

La estructura de este nucledtido fué descubierta practicamente al
mismo tiempo por CODK, LIPKIN y MARKHAM (162, 479) y el grupo de
SUTHERLAND (599, 712, 713). Es una molécula procedente del adenosin
trifosfato (ATP), en la que, por pérdida de un grupo pirofosfato, queda
el dltimo grupo fosfato unido a las posiciones 3' y 5' de la ribosa

formando un enlace fosfodiéster.

N

N
I' \ﬁ/ \c"
M \R/C\N,//

N
—O0— OH

3'.5"-Adenosinmonofosfato (AMPc),
o Acido adenilico ciclico

‘Desde que SUTHERLAND 7y RALL descubrieron que €l cAMP es un inter—
mediario clave en la accién-glucogenolitica del glucagon y adrenalina,

este nucleétido ciclico ha sido implicado como mediador de la accién de
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varias hormonas y otros agentes en una gran variedad de tejidos de anima-
les mamiferos, (323, 589, 620, 621)10 que le ha valido 1a denominacién

de "2? mensajero".

Como veremos en el transcurso de la presente revisidén, el cAMP ha
resultado ser un importante factor regulador que controla una gran va-
riedad de acontecimientos bioldgicos.

En 1.963 ASIMAN y cols. (34, 594) identificamn por  primera vez en ‘
la naturaleza un segundo nucledtido mediante la inyeccidén del isétopo P32
a ratas. El anilisis posterior de la orina procedente de estos animales
condujo a la deteccién de un nucledtido marcado que resultd ser el acido

guanilico ciclico también llamado 3':§'-guanosin monofosfato ciclico o

cGMP.

De modo similar al cAMP, procede del guanosin trifosfato (GIP) por
pérdida de un grupo pirofosfato y posterior formacién de un enlace fos-
fodiéster entre el fosfato residual y las posiciones 3' y §' de la ri-

bosa.

OH

]
Nfg\cz’"\
1 il CH
H2N‘C§N/ C ~ N/
OCH, O
Ho-p=0 nN'_Wh
O OH

Tuvieron que transcurrir varios afios antes de que comenzaran a rea-
lizarse los primercs estudios serios acerca de su importancia biolégica.
De hecho, es a partir de 1.970 cuando se publican varios articulos y re-
visiones que sygieren qun el cGMP desempeiia una funcién similar a la del

cAMP (270, 282, 287, 370, 589, 672).



Una de las cuestiones que ha preocupado a los investigadores de este
tema ha sido la distribucién de los nucledtidos ciclicos en la naturale-
za. Los primeros resultados que se obtuvieron, en este sentido, fueron

conseguidos mediante el uso de técnicas enzimiticas, (36, 104, 121, 122,

r

281, 286, 321, 322, 373, 441, 745) pudiéndose comprobar que tanto el
cAMP como el cGMP se hallan ampliamente distribuidos en los tejidos ani-
males; corroborindose, asi mismo, que la distribucién del cMP es compa-

rable a la del cAMP, (287).

No obstante, las dificultades de las técnicas enzimiticas restringie-
ron en gran medida el nimero de laboratorios que se ocuparon del tema.
Este obsticulo fué paliado gracias al desarrollo de las técnicas de Ra-
dioinmumoanadlisis aplicadas al estudio de los nucledtidos ciclicos por
STEINER y cols. en 1.972 (704) y a las posteriores modificaciones para
mejorar su sensibilidad, (129, 131, 193, 249, 294, 326), que han permi-
tido, incluso, estudiar la presencia de estas moléculas en procariotas

(ej.: bacterias y otros microorganismos, (572, 616)).

‘Casi paralelamente a la labor de deteccidn, comenzd el estudio de su
metabolismo. Asi, SUTHERLAND y RALL en 1.962, (600, 715), descubrieron
que el enzima adenil:ciclasa cataliza la formacién de cAMP a partir de
ATP y en 1.969, (324, 373, 669, 796) se demostré la existencia de un en-
zima Guanil ciclasa, responsable de la biosintesis de cQMF a partir de

GTP.

En cuanto al catabolismo, ya en 1.958 SUTHFRLAND y cols. (122, 713),
indicarvon que el cAMP reswltaba degradado por una fosfodiesterasa que

hidroliza el nucledtido hasta 5'-AMP.

l.a preparacién enzimitica, que utilizaron, presenta una elevada es-
pecificidad por el enlace 3':5'-fosfodiéster, en cambio, no resulta tan
especifica en cuanteo a discriminar el tipo de anillo pirico que porta

el nucledtido ciclico; de hecho, se ha comprobado que dicha preparacién
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enzimitica hidroliza, también,_ al cGMP rindiendo 5'-GMP e incluso a
nucleétidos pirimidinicos tales como cUMP y cIMP (productos comerciales),
(150, 534). En un apartado posterior nos ocuparemos de un modo mis am-

plio del metabolismo de los nucledtidos ciclicos.

El hecho de que ambos nucleétidos ciclicos estén implicados en un gran
nimero de reacciones bioquimicas responsables del mantenimiento de la
homeostasis de la vida animal ﬁa dado lugar a numerosas interpretaciones
hipotéticas acerca de su papel regulador; siendo de destacar, entre ellas,b
la hipétesis conocida con el nombre de "YIN-YANG", (283-285, 287),que es-
pecula con la posibilidad de que el cAMP y el cGMP poseen un efecto re-
gulador opuesto en muchos de los sistemas bioldgicos con control bidirec-

cional.

Realmente las pruebas experimentales no han conseguido certificar de
un modo concluyente esta hipétesis, pero si dejan entrever que, al menos,
estos dos nucledtidos ciclicos poseen gran importancia como biomoléculas

reguladoras.

Finalizaremos esta breve introduccién aludiendo a otro nucleétido
ciclico que en los Gltimos afios ha adquirido una cierta relevancia como
posible biomolécula reguladora; se trata de un nucleétido pirimidinico,
el 4cido citidilico ciclico o 3':5' citidin monofosfato ciclico (cCMP).
De forma similar al cAMP y cGMP, porta un grupo fosfato formando un

enlace fosfodiéster 3':5' con la ribosa:

NH,

e
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El primero que detectd este nucleétido en la naturaleza fué BIOCH
en 1974, utilizando cultivos de células leucémicas de ratén (1.-1210),
(B5 -87). Observd, asi mismo, que la adicién de cCMP a un medio de
cultivo de estas células, dispara su crecimiento. Por otro lado, pare-
ce existir un mayor nivel de c¢CMP durante el proceso de regeneracién

hepitica en animales parcialmente hepatectomizados (86,87).

Tras los primeros hallazgos de BLOCH, el tema se halla en franca expan-
sién, hasta el punto de que recientemente se ha sefialado la presencia,
en una gran variedad de tejidos, de una fosfodiesterasa que hidroliza

preferentemente al cCMP, (148, 438).

El enzima ha sido parcialmente purificado y caracterizado, por ejem-
plo, se conoce que cierta concentracién de Fe2+ propicia la actividad
6ptima del enzima, los iones Mn2+ y’MgZ+ son menos efectivos, e inope-
rantes el Zn2+, C02+ Yy Ca2+, (438), por otra parte, la teofilina y un de-
rivado de la xantina, claros ichibidores de las ¢AMP y cMP-fosfodieste-
rasas, inhiben también a la c(MP-fosfodiesterasa pero en menor propor-

cidén (438).

KUO y cols. han estudiado la actividad de esta fosfodiesterasa durante
el proceso de regeneracidén hepatica y han hallado que, dicha actividad
es un 40% inferior respecto a la que presentan los animales con el hi-
gado intacto, (438), 1lo cual, explicaria de un modo plausible el au-

mento del nivel de c¢(MP observado por BLOCH, (87).

Mucho mAs polémica estd resultando la bisqueda de un enzima citidil:
ciclasa; asi, mientras CECIl e TGNARRO, (144, 145) dicen haber detectado,
en varios tejidos de animales mamiferos, vma actividad tal, responsable
de la transformacién de CTP en CMP; GAION y KRISIINA, en abierta réplica
a los autores antes citados, utilizando su mismo método e ignales con-
diciones de expreimentacién indican que lo que CFCH e TGNARRO identi-

fican como ¢(MP tras 1a accién de la presunta citidil:ciclasa, no es
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c(MP sino una mezcla de §' CMP, CDP y un producto no identificado, ponien-

do en tela de juicio la existencia de esta ciclasa, (257).

Actualmente se investiga, ademis de su metabolismo, su distribucidn
en los tejidos animales habiéndose obtenido resultados positivos en todos
los tejidos estudiados, (128, 533). En este sentido, CAILLA y cols.
(130), han desarrollado recientemente un método radioirmunolégico que

permite analizar, con gran precisién, el contenido de c(MP.

A 1a vista de estos resultados se ha empezado a especular con la po-
sibilidad de que este nucleétido ciclico posea, al igual que el cAMP y
c@MP, alguna funcién biolégica, habiéndose sefialado como probable su in-

tervencién en la proliferacién celular,(86, 87, 130, 438).

A modo de epilogo, cabe aiiadir el gran auge, reflejado en la infinidad
de articulos publicadoé, que en estos Ultimos afios ha alcanzado la in-
vestigacién de nucledtidos ciclicos, propiciado en gran parte, por el
desarrollo de técnicas mis sencillas, precisas y asequibles y por el in-
dudable interés que despierta la regulacién intima de los procesos

bioquimicos intracelulares.

1~ Metabolismo.

A/.-Biosintesis.
a/ cAMP: En 1.962, SUTIERLAND y cols. (600, 715) €ueron los
primeros en descubriir la existencia de un enzima adenil:ciclasa

(ATP-Pirofosfato-Liasa E.C. 4.6.1.1.) que cataliza la signien-

(ciclante)’
te reaccién: 2+
ATP ——Ze— -  3':5'-AMP ciclicotpirofosfato
Enzima que requicre de la presencia en el medio de un catidén divalen-
2

te, generalmente el Mg ¥ (715). Se halla ampliamente distribuida en la
naturaleza, (572, 616, 620) y suele encontrarse normalmente, fuertemente
unida a la membrana plasmitica (187, 587, 715), constituyendo el 0,005%

del contenido protéico de la misma, (549). También se ha hallado este
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tipo de actividad enzimitica, en mayor o menor grado, en otros orgimi-
los de la célula: microsomas, (332), nicleo, (468, 698), y reticulo

sarcoplasmico, (229).

Aunque la forma mds frecuente del enzima suele ser la forma particu-
lada, también se han detectado formas solubles en algunos microorganismos

(337, 345, 410, 723, 728) y en testiculo de rata adulta, (100).

El principal problema para el estudio de 1la adenil:ciclasa ha sido
precisamente conseguir solubilizarla y purificarla en forma aln mis
activa; para ello se han desarrollado métodos basados en el uso de de-
tergentes no-iénicos y que han sido objeto de sendas revisiones escri-

tas por PERKINS, (570) y JARD y cols. (379).

Los primeros que consiguieron solubilizar el enzima fueron SUTHERLAND
y cols. (715), utilizando el detergente Triton X-100. Posteriormente con
ese mismo detergente y con Lubrol-PX, se han conseguido mejores resulta-
dos en distintos tejidos (32, 77, 245, 384, 464, 465, 471, 588, 627, 632,
641, 719, 759). Recientemente, PILASKI y cols. (582), han logrado s lu-
bilizar el enzima a partir de células de corteza adrenal de rata con lu-
brol 12A9 con solo un 25% de pérdida de actividad respecto a la activi-

dad enzimatica original,

Estos sistemas de solubilizacién y purificacién han permitido estable-
cer algunas de las propiedades fisicas y cinéticas de la adenil:ciclasa

que intentaremos resumir a continuacién,

~-Propiedades Fisico-Quimicas.

Los valores mis frecuentes de peso molecular (r.M.) para la adenil:
ciclasa solubilizada oscilan entre 100.000 y 200.000, (32, 314, 379,
463, 549, 550, S52, 583, 597, 723), aunque también se han publicado
valores de hasta 670.000, (793), que como los mjsmos autores indican
puede deberse a contaminacién con otros componentes protéicos de la

membrana.



BRAUN y DODS (100), han encontrado que los testiculos de rata contie-
nen, ademis de la forma enzimitica asociada a la membrana (P.M.=101.000),
(552), otra forma de adenil:ciclasa soluble, proteina de aspecto globular
y simétrico, cuyo peso molecular es de unos 56.000 daltons, (552) y cuya
caracteristica esencial es su incapacidad para responder a estimulos hor-

monales.

No es el tnico caso en el que se describe mma adenil:ciclasa de tan
bajo peso molecular; de hecho, existen un par de precedentes en la biblio-
grafia consultada en los que se describen adenil:ciclasas de bajo peso
molecular. Por un lado TAKAI y cols. (723), han obtenido a partir de
"Brevibacterium Liquefaciens" una forma del enzima con un peso molecular
de 92.000 y han descubierto que esti constituiaa por dos subunidades de
46.000 daltons que en solucién se asocian formando un dimero. Por otro
lado, NEER, (549) ha puesto de manifiesto la existencia de una pequefia
proteina de 38.000 daltons que posee actividad adenil:ciclasica en mé-
dula renal de rata. No obstante, estos dos enzimas se obtienen por so-
lubilizacién con detergentes, a diferencia del enzima de testiculo de ra-

ta que es soluble.

El origen y 1la funcidén que compete a esta forma hidrosoluble de la

adenil:ciclasa es, hoy en dia, pura especulacién.

Otros dos parametros interesantes son el Radio de Stokes {(Rs) y el
Coeficiente de Sedimentacién (Cs); pardmetros que, al igual que el pe-
so molecular, varian dependiendo del tipo de detergente y preparacién

biolégica utilizados.

La mayoria de los valores publicados hasta el momento oscilan entre
28 y 71 Amstrongs de Rs y entre 3 y 7.5 Svedberg de Cs para adenil:ci-
clasa procedente de tejido tiroideo de buey (32), tejido renal de perro
(550), de rata (548), de cerdo (379), testiculo de rata (552), linfoma

de rata (314) y "Brevibacterium liquefaciens" (723).



El enzima, desarrolla, al parecer, su actividad catalitica éptima
a un pH que ronda el valor 8,3 para la forma solubilizada, (32, 570) y
el valor 7,5 para la forma nativa (ligada a la membrana) (32, 94, 535,
570). Es un enzima francamente termolabil (32, 570, 590, 697) fendmeno
que puede ser paliado por la adicién de GIP o su andlogv el Guanilil-j§'
~imidodifosfato (Gpp (NH)p) y el fluoruro sédico (FNa) (590, 697).

-Propiedades cinéticas.

La adenil:ciclasa requiere para alcanzar su actividad 4ptima, de la

presencia en el medio de cationes divalentes.

SUTHERLAND y cols. (419, 530, 600, 7(3, 715), han obhservado que el
enzima presenta una especial predileccién por el Mg2+. De hecho, pare-
ce ser que el auténtico sustrato del enzima es el compleijo Mgz+ -ATP,
(76, 210). Ademis,se ha establecido que el Mgz+ Jibre (en presencia de
ATP en exceso) incrementa la actividad catalitica del enzima, (76, 210,
716) y modifica la capacidad estimuladora que las hormonas y los guanil

nucleétidos ejercen sobre las adenil:ciclasa (14, 76, 210, 697, 716, 799).

Existen varios trabajos que han corroborado la dependencia del enzi-
ma por el Mgz+, (32, 94, 552), habiéndose aceptado, en general, que el
enzima requiere el Mg2+ como componente del sustrato y que, ademas, po-
see un lugar activador en su estructura que interactiia directamente con
el Mgz+ libre (74). Sin embargo, se han descrito alguncs sistemas adenil:
ciclasa que. para alcanzar su actividad éptima dependen del Mn2+, es el
caso del sistema enzimitico operante en espermatozoide maduro, (509) y
en un cultivo mutante de "Neuroespora Crassa” (240, 241). La descrip-
cidén mas reciente, dentro de la literatura consullada, corresponde a
1la adenil:ciclasa "soluble" descubierta por BRAUN y DODS, (100) en
testiculo de rata. Estas ciclsas apenas tienen actividad en presencia- de

2+ ca
Mg como cation Gnico.

Otro catién divalente que influye en la actividad de la adenil:ci-

2
clasa es el calcio (Caz+). El Ca*" despliega una serie de efectos que
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pueden concretarse como sigue: Inhibe, al parecer, a la adenil:ciclasa
procedente de preparaciones de ;élulas rotas; en cambio, cuando se tra-
baja con preparaciones de células intactas un aumento en el nivel de
Caz+ incrementa la respuesta hormonal (216). En el caso concreto de 1la
adenil:ciclasa procedente de cerebro se observa una conducta bifdsica,
siendo activada a bajas concentraciones de Ca2+ e inhibida en presencia

de elevadas concentraciones de dicho catidn, (99, 107, 488, 767).

2
Algunos autores conceden al Ca * un relevante papel durante el
acoplamiento del complejo Hormona-Receptor con el sistema de la ade-

nil:ciclasa, (661).

Otros, han detectado una proteina de bajo peso molecular con gran
afinidad por el Caz+. La unién del Caz’ a dicha proteina provoca un
incremento en la actividad de la adenil:ciclasa "in vitro", (105, 107).
Esta proteina 1lamada"proteina moduladora" (Modulator protein) o "pro-
teina reguladora Caz-dependiente" (C32+~Dependent Regulator, CDR) ha re-
sultado ser la misma que activa a la fosfodiesterasa (107) y que fué des-

cubierta por CHEUNG (152, 153), KAKIUCHI y cols. (390).

Recientemente VANDERMEERS y cols. (755), han puesto de relieve gue la
"proteina moduladora" con el solo concurso del Ca2+ no es capaz de acti-
var a la adenil:ciclasa; segin estos autores, es necesaria la presencia
de Mg2+ para formar el complejo ternario Ca2+4ﬂg2+—CDR, auténtico activa-

dor del enzima.

: . 2 -
La adenil:ciclasa presenta uina Km para el complejo Mg taTe proxima

a los valores 0.3 - 0.4 mM (32, 94, 211, 570, 597, 727).

Se ha estudiado, también, el comportamiento de este enzima frente
al ATP (sin catién) y otros nucledtidos, habiéndose observado que el
ATP desprovisto de la influencia del catién divalente produce inhibi-
cién de la actividad enzimitica, (74) y, sin embargo, un derivado ani-

logo al ATP, concretamente la adenosina-5'-O-tiotrifosfate {AMPZPPS)
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posee un efecto activador de la adenil:ciclasa (§521).

El nucleétido que incide decisivamente sobre la actividad de la ade-
nil:ciclasa es el GTP. RODBELL y cols. (626, 628) descubrieron que el
GIP potencia el efecto del glucagon sobre el sistema adenil:ciclasa hepi-
tico. Varios trabajos posteriores han corroborado claramente el efecto
activador y estabilizador que el GIP y su andlogp 5'-guanilil imido di-
fosfato (Gpp (NH) p)ejercen sobre la adenil:ciclasa de diversa proceden-
cia (75, 92, 179, 327, 429, 466, 467, 482, 609, 626, 628, 629, 646). Otros

guanin nucleétidos como el guanosin §'-tetrafosfato GTP,, GDP, GMP y

4’
cMP tienen también, en general, un efecto activador sobre este enzima

(368).

Un caso particular lo constituye el sistema adenil:ciclasa de tiroi-

des puesto que prefiere al ITP frente al GIP (59, 189, 190).

b/ cMP: Este nucleétido se biosintetiza a partir de GIP de

acuerdo con la reaccién siguiente:
1631 > CcQMP + PPi

Los productos de la reaccién fueron identificados por GARBERS y cols.
(265) utilizando una preparacién enzimitica procedente del pulmén de ra-

ta.

En un principio se pensd que esta reaccién era dirigida por el enzima
adeail:ciclasa, pero SUTHERLAND y cols. (324, 373), demostraron clara-
mente la existencia de un enzima distinto encargado de catalizar la
biosintesis de ¢@MP, siendo PRICE, ASIMAN y MELLTCOW (594) los que
propusieron para este enzima el nombre de Guanil:ciclasa (GIPpirofosfa-

to-t&z&ante)

-EC.4.6.1.2.).
A diferencia de la adenil:ciclasa, la guanil:ciclasa se encuentra-
en dos formas: "soluble" y "particulada" (324). La proporcién de una

y otra forma varia segiin el tejido y la especie objeto de estudio, asi,




p. ej.: tras la ruptura celular, se obtiene el enzima soluble prictica-
mente en su totalidad en las plaqﬁetas (93); mientras que la forma parti-

culada impera en otras preparaciones, p. e€j.: rifién (248) y esperma (298).

Ambas formas ostentan, sin embargo, una actividad parecida, que al-
.canza un grado éptimo tan solo en presencia de un catién divalente. A di-
ferencia de la adenil ciclasa, la guanil:ciclasa nmuestra su preferencia

2 .
por el catidén Mn * en lugar del Mg+2(324, 373).

Todos los tejidos procedentes de animales mamiferos poseen guanil:ci-
clasa salvo el esperma (279); también, se ha detectado el enzima en
otros organismos del reino animal (287, 415), incluyendo insectos (138,
238), bacterias, (487, 572, 688, 711), moluscos (340, 709), pajaros
(709) y peces (709), no descartindose la posibilidad de hallarlo en las
plantas ya que se ha detectado cGMP en el reino vegetal (312).

En el interior de la célula 1la forma particulada del enzima se dis-
tribuye entre la membrana plasmitica (299, 412, 709), reticulo endo-
pldsmico (623), mitocondria (540) y micleo (56, 685, 795) y la forma
soluble se localiza en el citoplasma. Segiin algunos autores, podria
proceder de la forma particulada (287, 470, 795). Existen evidencias
experimentales que apoyan este punto de vista; p. ej.: los detergentes,
que mimetizan el papel que desempeiian los lipidos de la membrana, activan
a la guanil:ciclasa "soluble" (551) y en contrapartida, si a la forma
particulada la privamos de la influencia de los componentes de la mem-
brana, varias caracteristicas difer=nciales entre dichas formas desapa-

recen (248, 262, 795).

Otros autores, basiandose en casos experimentales en los que se ano-
tan diferencias funcionales de ambas fracciones (155, 175, 176, 293,
411-415, 528), sugieren la presencia, en varios de los tejidos estu-
diados de las dos formas y afladen que ambas son controladas independien-

temente entre si (413, 414).
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Propiedades Fisico-Quimicas

El peso molecular varia con la especie, =1 tejiido y la forma enzimi-
tica de modo que para la forma soluble se han objietivado los siguientes
pesos moleculares en las siguientes especies: Rat.a, médula renal
154.000 (551), pulmdn 70.000 (155) y 110.000 (264}, "Caulobacter Cres-
centus" 140.000 (711}, "Escherichia coli” 30.000 (487); y para la forma
particulada: Erizo de mar, esperma 182.000 (262) y pulmdn de rata
900.000 (155).

A pesar de la disparidad de los valores hallados, en general, se
atribuye a la forma soluble un peso mnlecular aproximado de 150.000
y a la particulada un peso molecular que ronda los 300.000 daltons
(413, 529, §32).

Otras caracteristicas fisicas investigadas han sido el radio de
stokes (Rs) y el coeficiente de sedimentacién (Cs). Concretamente,
NEER (551, 553) ha calculado ambos pardmetros utilizando como prepara-
cién bioldgica médila renal de rata, estimandolos, para la forma solu-

ble, en: RS=54 Amsg y Cs=0.3s.

La guanil:ciclasa es un enzima termoldbil cuyo pH éptimo osc:ila
entre 7.4 y 8.0 (324).

Propiedades cinéticas

La guanil:ciclasa, de forma similar a la adenil:ciclasa, posiee una
2
necesidad absoluta de cationes divalentes (Me +), lo cual puede deberse

2
a que el verdadero sustrato del enzima es el complejo:Me *_arp.

Cuantitativamente las necesidades metilicas del enzima varian amplia-
mente dependiendo de su procedencia de la presencia de moduladores en el

medio y del propio-catién divalente,

La naciente literatura sobre el tema, alli por el afio 1.959, esta-

blecid de un modo definitivo que las guanil:ciclasas procedentes de
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gran variedad de tejidos de animales mamiferos muestran una especial predi-

leccién por el anf(324, 373, 796).

Posteriormente se ha demostrado que la guanil:ciclasa "Soluble" proce-
dente de pulmén (155}, higado (412), corazdn (411), bazo (155), plaque-
tas (276), paratiroides (215) y linfocitos (199), no solo prefiere el
catién Mn2+, sino que, ademis, lo necesita en concentraciones que
superan el nivel normal necesario para coadyuvar la interaccién sustra-
to-centro catalitico del enzima; ello, ha permitido postular la existen-
cia de un locus activador en su molécula, (155), de modo que parte del
Mn2+ se invertira en formar el complejo Me2+~GTP y el excedente interac-

tuari directamente a nivel del "locus" activador.

El Caz* y el Mg2+ poseen cierta efectividad, alcanzindose con ellos,
cotas de entre el 10 y el 40% de la actividad que el enzima soluble de-
sarrolla en presencia de concentraciones dptimas de Mn2+ (93, 155). Por
otro lado, utilizando concentraciones de Mn2+ inferiores a la dptima,
ha podido evidenciarse que la adicién‘de Ca2+ al medio de incubacién
proporciona un incremento adicional de la actividad enzimitica "solu-
ble" (155, 411). Asi mismo, en idénticas condiciones, el Mgz+ activa

a la fraccidén "soluble" (198, 412).

_El efecto désplegado por el Ca2+ y el Mg2+ sobre la fraccién “par-
ticulada" resulta mis confuso. En ausencia de an+ ambos cationes re-
sultan inefectivos sobre la forma particulada procedente de pulmén (155)
y esperma (266); mientras que en presencia de bajas concentraciones
{(snh-dptimas) de an+ se anota un efecto inhibidor del Caz+ sobre el
enzima sin purificar (extracto crudo) (155, 411), una neta inefectividad
sobre el enzima purificado (412) y un efecto estimilador sobre el
enzima solubilizado (773). Por su parte el Mg2+, en condiciones idén—

ticas, incrementa la actividad de la forma "particulada" (412, 708).

2 2
Dada la efectividad que el Ca * y el Mg * parecen poseer, al me-

nos parcialmente, sobre la actividad de la guanil:ciclasa; la anterior
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hipdtesis puede ampliarse indicando que ¢l 17 ime wecesita la presen—

cia en el medio de dos cationes divalentes paca comseguir la actividad
dptima; uno de los cationes formari el compleojo Me?+—(ﬂP y el otro Mei+
intervendri a nivel de locus activador del enzima (155, 263, 266, 268).

. 2+ _ 2+ 2 24 2
Otros cationes como el Fe , Sn , Cu +, Ni y Co * poseen cierta

efectividad sobre la guanil:ciclasa "soluble" (93, 215, 744). Fn cambio ,

2 2 2 2
el Zn +, Cd +, Hg * y Pb * son netamente inhibidores (93, 324, 744).

La mayoria de las guanil:ciclasas solubles ostentan una cinética
clisica Michaeliana con una Km para el complejo Muzr-GTP que oscila
entre 10 y 6§ PM (90, 155, 276, 411, 412, 708) y las formas particula-
das presentan cooperatividad positiva y una Km de entre 70 y JOD)ﬂd
(90, 155, 194, 198, 295, 412, 685, 743).

El enzima resulta inhibido en general por el ATP (176, 195, 199, 215,
324, 470, 741) siendo mis sensible a este efectc la forma soluble que
la forma particulada. Solo, en la bibliografia consultada,se ha descrito
un caso en el que el ATP tiene efecto activador, es el caso de la guanil:

ciclasa uterina (685).

Otros nucledtidos presenta, asi mismo, un efecto inhibidor, por
ejemplo: el Adenosin 5'-tetrafosfato ATP4 y su homélogo derivado de la
guanina GTP4, inhiben competitivamente el enzima (368). E1 ADP, AMP,
GhP, e ITP, también lo inhiben (324, 368). Parece ser que estos nucled-
tidos interactian en el enzima a un nivel distinto del centro catali-

tico.
B/.- Catabolismo.

Los nucledticos ciclicos son degradados, al parecer, por una tinica
clase de enzimas 1lamadas fosfodiesterasa (PDE), (3':5' nucledtido cicli-

co-§'-mucleétidothidrolasa; FC. 3.1.4.17) (713).

La PDE por hidrolisis del enlace 3'-0-fosfato convierte los nucledti-

dos ciclicos en §'-AMP y §5'-(MP. Posteriormente, al menos en el caso del




. cAMP, el matabolito 5'-AMP es degradado hasta Inosina, a través de la
formacidén de cIMP y/o §'-IMP, s.egl'm GULYASSY (308) y FERGUSON y cols.
(235). Segmin trabajos mis recientes realizados por WOMBACHER (809) 1la
ruta seguida implicaria a dos enzimas: una 5'-nucleotidasa que trans-—
formaria el 5'-AMP en adenosina y una adenosina:desanimasa que se

encargarfa de la conversidén de la adenosina en el producto final Ino-

sina.

También se ha detectado la existencia de un enzima 5'- nucledtido fos-
fodiesterasa capaz de hidrolizar a varios adenin nucleétidos incluyendo
la ruptura del cAMP hasta §'-AMP (404, 453); pero sin lugar a dudas la
PDE es el enzima mis relevante implicado en la degradacién de nucledtidos
ciclicos siendo este su tinico efecto metabdlico conocido lo que permite
entrever con verosimilitud la importancia de la misma comc punto de

control de los niveles intracelulares de cAMP y cMP,

Miltiples formas de la PDE

La nucledtido ciclico PDE se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza y esti virtualmente presente en todas las células vivas en
varias formas moleculares (57, 134, 159, 391, 394, 520, 5§83, 587, 630,
640, 737, 738, 753) que difieren en:

-propiedades cinéticas
-especificidad por el sustrato
~distribucién tisular
-estabilidad

-y necesidades idnicas.

Dada la multiplicidad de formas descritas puede decirse, en prin-
cipio, que cada tejido e incluso quizis cada célula parece poseer sn

propio patrén y proporcién de los diferentes iscenzimas.

A pesar de ello, APPLEMAN y cols., (26, 604), mediante cromatogra-

fia en DEAE-celulosa de extractos procedentes de higado de rata detec-



taron tees Lipos do actividades foslodiesteriaiens, que Tes sivvid para
establacer ma clasificacidn que es Ta mis ampliiamente neeptada y obili-

zada hoy dia.

Fsbos investigadores clasiCicaron 1a fosfodiesteraan en Lees Lipos
o formas qua se corresponden con las fracciones o picos elufdos de 1a

colimna cromatografica.

Fostodiesterasa tipo I.

Fs una fomma ciloplasmitica que hidioliza espociCicamente al c(apP

(26, 640).

Otros investigadores han observado, en diver=ns tejidos, Ta presencin
de PDE con uan comportamiento cinébica gue pemile incluiela en e=ie
grupo. No obstante, no resultan Lan especificas pora el (M y Lambidn
hideolizan a1 cAMP (18, 29, §7, 204, 490, 518, 566, 6310, 666, 739, 791),
munpie en menor proporcion, de hecho se ajude a la POE T como forma en-
zimAtica de elevada Km-——~ ("high Km") para el eAMP, ex deciv de bhaja
afinidad para cAMP y elevada alinidad para el o' (103, 292, 350, 400,

639, 751, 789).

Fn el caso descrito por APPLEMAN y cols. (26, 640), el <AMI’ na afncha
a la actividad hidrolitica que esta Fraceidn ejerce sobie ol o(MPL Sin
enbargon, en la Forma "High Km", que hidioliza a ambos oneledbidos, estos

acthan, aparentemente, como inhibidores competitivas (0%, 349, 701).

Por su pacte, DONELLY (619) scfiala que el cAME =n comporta coma
inhibidar compelifive evnando el oM actyin comn austeata o hideralizaeg
en camhia, al jnvertir Jos papeles de ambos pucledlidas, ol P actia
como dnhibider no competitivo de la hidvolisis de cAMPy To coal suge.-

rirfa, segin DONELLY 1a existencia de.2 o mis lugaves de ymidn para el

c(MP y s6lo e para el cAMP, al mepos en Ia POE procedent o de bejido
cardfaco de animales bovines.

2 2
La PPE es sensible a la profteina veguladora Ca’ wdependiente (Ca -

depemdent, regnlator protein, (DR) Lanhién Vhamada, probeina mododadora

- T1



" (Modul ator protein) (152), salvo en tejido pulmonar humano (58), de rata.
(237), de cobaya (186), eritrocitos de rata (567) y glindula pineal de
buey (657).

La existencia de esta proteina modiladora o CDR fué descubierta in-
dependientemente por CHEUNG (152, 153) y KAKIUCHI y cols. (390) a partir

de cerebro de animales mamiferos.

GOREN y ROSEN (291) observaron la presencia de un factor similar en
corazén y TEQ y cols. (731) lo purificaron, demostrando que el activa-

2
dor es una proteina que necesita Ca * para activar a la PDE (730).

Su Pm oscila entre 15.000 y 20.000 daltons (190, 388, 472, 730, 731,
781, 804), tiene caricter icido y es termoestable (152, 153, 291, 390,

730, 731).

Hoy dia se sabe que el CDR se halla ampliamente distribuido en el
Reino animal. En vertebrados aparece en tcdos los tejidos estudiados
salvo en leucocitos humanos (152, 190, 291, 390, 394, 472, 473, 696,

731, 308, 812). Se ha localizado, también, en varias especies de animales
invertebrados (270-272) y en concentraciones especialmente elevadas en
espermatozoides de varias especies incluyendo desde animales inverte-

brados. al hombre (387).

Dentro de la célula, parece ser, que la mayor proporcién se localiza
en la fraccién microsémica y en orden decreciente en fraccidén mitocon-

drial y nuclear (278).

La cantidad presente en muchos tejidos sohbrepasa el nivel 1imite
necesario para activar a toda la fosfodiesterasa (771, 219) y viene

a representar del 1| al 2% de las proteinas solubles del cerebro (754).

Ademids de regular la actividad de la PDE I ostenta otras funciones
reguladoras: a/activa a la adenil:ciclasa {105, 107, 154); b/ activa
2 . .
a una protein- kinasa, que depende del Ca ¥, tanto en misculo liso como

_en niisculo esquelético y que se encarga de fosforilar la cadena ligera



de 1a miosina (181, 770, 812); precisamente y en virtud de esa funcién

y de que ambas proteinas ligan el Caz+ =e ha especulado con una posible
identidad entre CDR y troponina C, pero existen claras evidencias que
demuestran diferencias tanto funcionales (la troponina C no activa a

1a ATP-asa ni a la fosfodiesterasa (705) aunque DEDMAN y cols. (101)
utilizando altas concentraciones han conseguido un efecto activador
sobre la PDE) como estructurales (192). DABROWSKA y cols. (181) especu-
lan con la posibilidad de que el papel desempefiado por la troponina C

en misculo esquelético, como detector del trasiego de Ca2+, sea desem—
pefiado en misculo liso por el CDR. c/dispara la fosforilacién de una
protein kinasa del cerebro (667). d/ activa a Ja ATP-asa Caz+—dependiente
de 1a membrana de los hematies (290, 380). e/ recientemente, WELSH

y cols. (792) han sugerido que el CDR desempefia un papel en el movimiento

de los cromosomas durante la mitosis.

Es posible imaginar que este tipo de moléculas protéicas de gran afi-
2
nidad por el ca" signifiquen un modelo integrador del mecanismo de
. 2 s s . .
accion del Ca * de modo que la union del cation a varias proteinas po-

dria regular varias funciones.

El estudio de diversas proteinas de este tipo demuestra que contienen
secuencias aminoacidicas comunes, especialmente en las zonas de anclaje

del Ca>* (189).

Remitiéndonos =zl papel que la proteina reguladora (CDR) desempefia so-
bre 1a PDE I, poderos decir que la activacién de esta forma enzimitica
por el Céf%equiere la previa formacidn del complejo Ca2+—CDR (392, 472,
730), para lo cual, el Ca2+ se une en dos lugares del CDR, uno de ellos
de gran afinidad por el Ca2+ y a cuyo nivel se unen de 2 a 3 moléculas
del catién por mol de proteina y otro d-2 baja afinidad que capta de
1 a 2 moléculas Ca2+ por mol de proteina. (348, 420, 472, 730, 73t, 780,
781).




La formacién del complejo Ca?+~CDR 1leva asociado un cambio confor-
macional del CDR (348, 480, 780) lo que ha podido apreciarse por el aumen-
to del porcentaje de arrollamiento helicoidal en la proteina (480); de
hecho, en ausencia de Ca2+ existe un 35% de estructura helicoidal que
en presencia de Ca2+ se incrementa hasta un 75% (420, 480, 780, 781)
dicho incremento presumiblemente favorece la interaccién del complejo
Ca2+-CDR con la PDE (4%0). TESHiMA y KAKIUCHI (735) sugieren que la
interaccién tiene Jugar entre 2 moléculas de CDR y 1 molécula del en-
zima. E1 efecto de esta interaccién puede, también, ser un cambio con-

formacional en la PDE (108, 393, 480, 780).

Ademis, del cambio conformacional, el complejo Caz+—CDR modifica los
parametros cinéticos del enzima. Estas variaciones adn hoy dia, no estan
nada claras. Hay autores que describen que el C32+—CDR desciende 1la Km
del enzima por el cAMP (108, 291, 753), otros, un aumento de Vmax (584,
785, 789, 797) y otros aluden a una variacién de ambos parametros (153,

392, 731).

TEO y cols. (731) han tratado de explicar parte de las diferencias
2
en base a la concentracién de Ca +—CDR de modo que a bajas concentracio-
nes aumenta la Vmax para cAMP y a elevadas concentraciones disminuye la

Km para cAMP.

Es muy importante tener en cuenta que, a pesar de que el compl=jo
CagtCDR induce en el enzima modificaciones cinéticas tendentes a Favore-
cér la hidrolisis de cAMP, la PDE I es esencialmente mis especifica
para cQMP que para cAMP, por lo tanto, el complejo CagtCDR es evidenle
que en la mayoria de los tejidos ejerce un control prioritario sobre el

nivel de c(MP.

Precisamente, fueron KAKIUCHI y cols. (392) los primeros en indicar
que el C;Z;egula de un modo mis directc la hidrélisis de cGMP que la

de cAMP, aumentando la afinidad (descenso de Km) y la velocidad mixima
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del enzima para el cQMP. Posteionmentevse ha establecido que la PDE I,
bajo la influencia del complejo Ca2+—CDR, hidroliza en mayor proporcién
(394, 427) con mayor velocidad (108) y especificidad (25} al cMP en va-
rios tejidos. Ultimamente MOSS y cols. (526) han corrcborado el efecto
del Caz+-CDR sobre la Km para el c@MP (higado de rata) aunque afiaden

que el efecto sobre la velocidad de hidrélisis resulta incierto.

A la vista de estas consideraciones de tipo cinético, resulta atrac-
tiva la extrapolacién hipotética, planteada por UZUNOV y cols. (274, 751),
de los fendmenos propiciados por Ca%tCDR sobre PDE I "in vitro", a las
células "in vivo". Segin estos autores (278) el CDR es liberado de las
zonas membranosas de la célula al citoplasma merced a una fosforilacién
mediada por una protein:kinasa cAMP-dependiente. Esta observacién unida
a otras observaciones de tipo experimental tales como que la estimulacidn
transindptica provoca, en algunas células, una activacidén sostenida de
la adenil:ciclasa (306); con la consiguiente elevacidn del nivel de
cAMP, a 1a que sigue un aumento de concentracién de CDR en el citoplas-
ma (752) que en buena 14gica seria debido al efecto liberador que la
protein kinasa cAMP-dependiente ejerce scbre el CDR; les ha permitido
postular un modelo que explicaria, en parte, la misién del CDR en la

célula "in vivo".

Un estimulo capaz de incrementar la actividad de la adenil:ciclasa
haria ascender el nivel de cAMP. El1 cAMP ademis de interactiiar con
aquellos componentes celulares a fin de llevar a cabo la respuesta
fisiolégica, favoreceria la liberacién de CDR (a través de la protein
kinasa).E1 CDR liberado se uniria alCaZ+ y el complejo resultante ac-

tivaria a 1a PDE con lo que se potenciaria la hidrdlisis de cAMP.

Esta secuencia de fendmenos constituiria un mecanismo de "Feed-Back"
disparado por el aumento intracelular delcAMP con el fin de modular
su propia concentracidn y evitar el acimulo de dicho nucledtido en

la célula (278, 751).




En general, la PDE I presenta una cinética Michaeliana (282, 349,
518), anotédndose, en algunos casos (204), un comportamiento distinto
posiblemente debido a la variedad de métodos de purificacién utilizados
(518, 757) y su peso molecular oscila entre 150.000 y 270.000 (29, §§,
338, 350, 394, 473, 511, 524, 657, 666, 735).

Fosfodiesterasa tipo II.

Hidroliza tanto al cAMP como al cGMP. Las afinidades del enzima por

ambos sustratos son relativamente bajs y aproximadamente iguales.

En un principio, esta fraccién fué detectada en extractos de higado
de rata (640) y posteriormente en otros tejidos (1, §8, 73, 203, 338,
349, 732, 789).

A pH=8.0 ambos nucledtidos se comportan como inhibidores competitivos
(640), sin embargo, al variar el pH hasta valores préximos a 7.4 dicho
comportamiento desaparece, observandose, a cambio, que pequefias concentra-
ciones de c@P activan la hidrélisis de cAMP, pero no viceversa (48, 49,
73, 231, 246, 338, 423, 494, 640, 732). Se localiza en el citoplasma
celular, siendo en ocasiones sensible a la proteina moduladora (CDR)

(205, 216, 3€9) y a otros activadores de tipo protéico, presumible-
mente, enzimas proteoliticos (706); en este sentido, MOSS y cols. (526)

han demostrado que la quimotripsina activa a la fosfodiesterasa.

Su Pm es de 400.000 daltons en cerebro, rifidn y tejido adiposo de
rata (737, 738) y de 260.000 en pulmén humano (58).

DONELLY (206) ha sugerido, recientemente, que quizds la PDE IT no
es un isoenzima diferente sino, mds bien, una mezcla de la PDE-I con

varias proteinas reguladoras.

Fosfodiesterasa tipo III.

Es practicamente especifica para el cAMP y por ello se le denomina

PDE "Low Km" (elevada afinidad por el cAMP) (26, 640, 810).

- 16



Ha sido detectada en muchos tejidos animales (26, 205, 206, 216,
306, 369, 657, 786, 790), en algunos de los cuales se presenta asocia-
do a la membrana (1, 58, 478, 495, 640, 737, 738, 810).

El cGMP se comporta, en ocasiones, como inhibidor de esta forma

enzimitica (26, 640) siendo inefectivo en ctras (369, 657).

Es insensible al complejo CngDR (58, 205, 206, 389, 657, 786, 790,
810) presenta una cinética anémala (25), no lineal, que sugiere la pre-
sencia de varios lugares de interaccién para el sustrato con "coopera-
tividad negativa” (58, 786, 790). A su vez, el enzima, parece existir
en varias formas cuyos pesos moleculares, calculados mediante columnas
de gel de Sephadex, oscilan entre 110.000 y 400.000 daltons (56, 378,
576, 640, 666, 737, 738, 742).

Otras formas enzimiticas.

Ademds de estas tres formas a las que hemos hecho referencia se han
descrito otras formas de actividad fosfodi?sterésica en varias especies
(213, 249, 339, 511, 522, 523) entre las que cabe destacar la descrip-
cién ‘de GARDNER y cols. (269); segun estos autores, en iltero de rata exis-
te una unica forma de fosfodiesterasa que cataliza la hidrolisis de cGMP

y cAMP.

Ciertamente, a pesar de la ingente cantidad de articulos y revisiones
publicados en relacién con este tema, no existe un concepto claro acer-
ca del polimorfismo que presenta este enzima (o sistema enzimitico). Ya
en 1.976 VAN INWEGEN y cols. (757) indicaron que la diversidad de méto-
dos utilizados en el estudio de la fosfodiesterasa puede diversificar,
como de hecho ha ocurrido, las propiedades y caracterisitcas del enzima
lo que complica y dificulta las interpretaciones a la hora de exﬁrapolar
los resultados obtenidos "in vitro" a la célula "in vivo". Muchos auto-
res, ante la imposibilidad de conseguir una interconversidn entre los .’

distintos tipos, piensan que se trata de formas claramente diferentes.

117




En cambio, PICHARD y CHEUNG (575) han hallado que las distintas formas
de la fosfodiesterasa procedentes de plaguetas humanas, higado de rata

y cerebro de vaca scn interconvertibles entre si. En base a este y otros
estudios PICHARD y KAPLAN (577) han postulado un modelo capaz de expli-
car varias de las diferencias halladas entre las dos formas mas importan-
tes y abundantes de nucleétido ciclico PDE que son las fracciones I y
I11. El modelo implica que el enzima se halla simultineamente en varios
grados de asociacién y disociacién que estin en equilibrio. La forma
disociada posee mayor afinidad para el cGMP y la asociada, en cambio,
para el cAMP. Asi pues, las diferentes formas descritas en la litera-

tura representarian distintos grados de asociacién de un mismo enzima.

En general, la nucledétido ciclico PDE suele necesitar para su ac-

2+ 2+
y/o Ca

(152, 390, 730, 786). Es un enzima termoldbil (26, 49, 153, 307, 391,

511, 525, 544, 645, 706, 713, 726, 740, 753, 779), aunque SANKARAN y

cols. (657) han descrito una forma procedente de glindula pineal de

tividad éptima de cationes divalentes como el Mg2+, Mn

vaca que calentada a 802 C durante 2 minutos sélo pierde un 22%

de actividad.

Por tltimo, afiadiremos que ademis de las proteinas activadoras de la
PDE, a las que hemos aludido, existen proteinas enddgenas que desarro-

1lan un efecto inhibidor (213, 421, 772, 778).

2.- Regulacién del metabolismo. Control del nivel intracelular del

cAMP y cOMP: relacién con el funcionalismo tisular.

El nivel basal intracelular de los nucledtidos ciclicos viene deter-
minado por un equilibrio dindmico entre los procesos de sintesis.y
degradacién. Existen numerosos agentes (Hormonas, Neurotransmisores, etc.)
que alteran dicho equilibrio; bien modificando la actividad._de la ade-
nil y guanil ciclasas o bien influyendc sobre las fosfodiesterasas, el

efecto subsiguiente es una variacién del nivel intracelular de nucled-
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tidos ciclicos capaz de disparar los mecanismos celulares encargados
de dirigir algunas de las respuestas funcionales para las que el teji-

do, integrado por dichas células, ha sido genéticamente destinado.

La mayoria de estas respuestas funcionales se desencadenan como
consecuencia de la interaccidén de dichos agentes con receptores espe-
cificos situados en la membrana celular y que actiian como puentes de
transmisién de mensajes entre el medio pericelular y el interior de
la célula; creemos acertado, por tanto, dedicar el presente epigrafe
a una descripcién del estado actual de los conocimientos sobre los dis-
tintos tipos de receptores, incluyendo en cada amrtado especifico su
influencia en el funcionalismo de los distintos tejidos y su posible vin-

culacién con los sistemas adenil y guanil ciclasa.

Puesto que la presente Tesis utiliza como material de trabajo la
musculatura lisa, en cada caso, le dedicaremos una especial atencién,
limitandonos en lo que concierne a otrcs tejidos a destacar algunos

de los aspectos a nuestro juicio mis sobresalientes.

A.- Receptores
1/ Adrenérgicos.

a.- Tipos: Fué AHLQUIST (2) quién clasificé los receptores adrenérgicos
en dos tipos: Alfa y Beta, segin el rango de potencia desplegado por
un grupo de agentes simpatomiméticos (alfa-adrenalina, noradrenalina,

alfa-metil noradrenalina, alfa-metil adrenalina e isoprenalina).

Esta clasificacién simplista realizada por ANLQUIST se complicéd
cuando en 1.967 LANDS y cols. (452) observaron que a nivel del misculo
cardiaco la adrenalina desarrollaba una potencia efectora similar a 1la
noradrenalina, a bravés de recepborgs_bepa, mientras que en misculo 1i-
so la adrenalina posee una mayor potencia que la noradrenalina; ello
les permitié postular la existencia de dos subgrupos de receptores

beta a los que llamaron receptores heta] y hetaz. Los primeros estarian
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ubicados en el corazén y los segimdos en la musculatura lisa.

Posteriormente nuevas descripciones experimentales han sugerido la
presencia de varios subgrupos de receptores beta (102, 325). Reciente-
mente BARNETT, RUGG y NAHORSKI (42) han corroborado la clasificacién de
LANDS y cols. (452) indicando la e;istencia de s86lo dos tipos de recep—
tor beta (betal y betaz), cuya relacién, en tejido pulmonar de rata, es
de 1/3. Segiin estos autores sélo existen estos dos subtipos y explican
las diferencias anotadas por otros autores (102, 325) en base a la va-

riabilidad de proporciones de uno y otro subtipos de tejido a tejido.

Una importante ayuda en favor de la existencia de, al menos, dos sub—
tipos de beta-receptor lo ha constituido el hallazgo de un agonista se-

lectivo de receptores betaz 1lamado Procaterol (372).

También, se han anotado diferencias entre los receptores alfa de
distintos tejidos (41, 70, 455 ); concretamente, LANGER (475) propu-
so la existencia de dos subtipos de receptores alfa: alf’al y alfaz,

post-sindpticos y pre-sinipticos respectivamente.

Recientemente WOOD y cols. (811) y MALTA y cols. (493) indican que
1a clasificacién de LANGER (455) puede resultar demasiado simplista da-
da la heterogenidad existente dentro de cada subtipo y estiman que la

misma sirve tan solo como una primera aproximacién.

b.-Efectos metabSlicos y funcionales.

Los receptores alfa median la respuesta contriactil en toda la muscu-
latura lisa cxrepto en el tracto intestinal, en el que median relajacidn
(salvo en esfinteres) y los beta median la relajacidén de toda la muscu-
latura lisa incluido el tracto intestinal (252, 458). De un modo general
se asocia’ el efecto estimulante con los receptores alfa y el inhibidor
con receptores beta (2-4) a pesar de que ambos medien relajacién en

intestino.



La interaccién catecolaminas-receptor alfa conduce a una ripida res-
puesta relajante en colon de conejo previamente contraido por carbamil-
colina (20, 21); respuesta presumiblemente independiente del sistema
CAMP / adenil:ciclasa, aunque se ha ohservado,tras un periodo de laten-
cia de 60 segundos, un descenso del nivel de cAMP incluso cuando el

liquido de perfusién es deficiente en calcio (19).

La respuesta subsiguiente a la estimulacién alfa parece mediada por
el gradiente Na/K de membrana; de hecho, se ha visto que los agentes
como la quinidina,que estabilizan la membrana, bloguean el efecto alfa
(98), en consecuencia el descenso del nivel del cAMP seria Unicamente
un fendmeno metabdlico de tipo secundario (23). Esta falta de correla-
cién entre el receptor alfa y el sistema cAMP/adenil ciclasa ha podido

apreciarse, asi mismo, en otros tejidos {315, 644).

Por otro lado, varios autores han establecido que la estimulacidn
alfa-adtenérgica conduce, en algunos tejidos, a un incremento signifi-
cativo del nivel de cMP (16, 17, 277, 407, 675) pero las posibles im-

plicaciones funcionales de dicho incremento estin ain por dilucidar,

En cuanto a la interaccién catecolaminas-receptor beta, ANDERSSON
en 1.972 (23) ha publicado un interesante trabajo-revisién en el que
fundindose en investigaciones previas realizadas por otros autores y
en sus propias experiencias postula que la relajacidén beta-adrenérgica
del misculo liso resulta mediada por el cAMP. Sin embargo, se descono-
ce la naturaleza de los fendmenos bioquimicos y fisioldégicos responsahles
de 1la traduccién de 1a sefial hormonal en un cambio del tono muscular.
Fn otros tejidos el aimento de cAMP propiciado por 1a beta-estimulacién
desencadena una cascada de reacciones de fosforilacidn (véase apartado:3)
que provocan cambios sobre funciones celulares tales como la glucogeno-
lisis, lipolisis, transporte iénico, etc. (636). Se ha sugerido una se-
cuencia similar capaz de mediar la respuesta beta-relajante en misculo

liso (670) y controlar la distribucién del calcio (22}. No obstante,
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han aparecido varias publicaciones ﬁue ponen en tela de juicio la po-

sible veracidad de esta hipétesis (78, 200, 430).

Entre las razones esgrimidas por estos autores cabe destacar el he-
cho de que no siempre existe correlacién entre la relajacién propicia-
da por un beta-agonista, por ejemplo la isoprenalina, y la elevacién
del nivel de cAMP e incluso ASAKAWA, RUIZ y HO (28) han descrito que:
el receptor beta ubicado en adipocitos de rata, no sélo influye sobre
el nivel de cAMP sino que también eleva el nivel de ¢cGMP, lo que parece:
ser un efecto indirecto concomitante a la elevacién de cAMP. De todas

formas es una observacién aislada.

Ultimamente se ha comprobado que el incremento de la concentracién
de cAMP y el descenso del tono muscular depende con igual magnitud
de las dosis de isoprenalina (355) siendo, ambos efectos, mediados
por el receptor beta y bloqueados con proparolol. Estas respuestas se
verifican rapidamente lo que plantea un serio incoveniente a un mecanis--
mo como el del sistema cAMP/adenil:ciclasa; sin embargo, parece ser
que la produccién de cAMP y las subsiguiente secuencia de fosforilacio-
nes se lleva a cabo en un tiempo inferior a los cinco segundos (tiempo
minimo de observacién que permite la metddica actual) siendo mis rapida
que la aparicién de la respuesta relajante (662) lo que concuerda con
la hipdtesis de que el cAMP media la beta-relajacién en la musculatura

lisa.

SCHEID y cols. (662) a comienzos de 1.979 han aportado pruebas en
favor de esta hipétesis habiendo comprobado experimentalmente que: 1/
la cAMP-Protein kinasa aumenta la actividad ATPasica propiciando el
funcionamiento de la bomba Na/K, 2/ al aumentar la cantidad de pro-
tein kinasa activa,la actividad ATPisica se aproxima a un valor miximo
3/ Este efecto estimulante es bloqueado por una proteina inhibidora de
1la Protein kinasa lo que indica, segiin estos autores, que la cAMP-Pro-

tein kinasa cataliza especificamente la fosforilacién de esta ATPasa



provocando el cambio descrito.

A la vista de estos resultados proporen el siguiente modelo tedrico
de accién del agonista beta-adrenérgico en la musculatwra lisa: 1/ La
interaccién del agonista (isoprenalina) con el beta-receptor dispara un
incremento del nivel de cAMP 2/el cAMP activa a la protefn kinasa, 3/ la .
Protefn kinasa activada cataliza la fosforilacién de 1la ATPasa encargada
de 1a bomba Na/K con lo que aumenta la actividad de la bomba y con ello
asciende la concentracién del K intracelular y disminuye el Na extracelu-
lar, 4/ la entrada masiva del Na aceleraria la salida del calcio desde el
citoplasma al espacio extracelular, 5/ la variacidn de la distribucién del

calcio podria ser la causa del descenso del tono muscular.

El control beta-adrenérgico del nivel intracelular de cAMP se lleva
a cabo a través de la adenil:ciclasa (37, 545, 664); aunque una serie
de estudios de la que puede considerarse como pionero a AMER (15) sugie-
ren que las catecolaminas actian también inhibiendo a la fosfodiesterasa

(143).

2/ Colinérgicos.

a.- Tipos: DALE (182, 183) basindose en el efecto desplegado por la
muscarina y la ni¢otina sobre las sinapsis colinérgicas clasificé los

receptores de la acetil colina en receptores muscarinicos y nicotinicos.

Los receptores muscarinicos se distribuyen preferentemente en musculatu-
ra auténoma: Corazén y misculo liso; tejidos en los que las respuestas

colinérgicas son aparentemente mediadas s6lo por receptores muscarinicos.
Los nicotin-receptores se hallan preferentemente en la wnidn neuromiscu-
Jar o "placa motora". En cerebro y ganglios existen amhbos tipos de recep-

tores (462).

Del mismo modo que se acepta que los receptores nicotinicos no son
idénticos en ganglios y misculo esquelético, existen evidencias de que

los receptores muscarinicos en misculo liso pueden estar constituddos




por mis de un tipo o clase (115).

b.- Efectos metabdlicos y funcionales.

La acetilcolina despliega en la musculatura lisa un efecto contractil

que va acompaiiado de un aumento del nivel de cGMP.

Fueron SCHULTZ y cols. en 1.972 (673, 674) los primeros en seiialar
que la acetilcolina incrementa el nivel de c(MP en conducto deferente
de rata actuando sobre receptores ﬁuscarinicos. Por su parte LEE y
cols. (462) establecieron en el mismo afio que varios agentes muscari-

nicos disparan incrementos de c@MP en {leon de cobaya.

Los bloqueantes nicotinicos como el tetrametilamonio no modifican en
modo alguno este efecto de la acetilcolina; sin embargo, los bloqueantes

muscarinicos como la atropina bloquean este efecto sobre el cGMP (462).

El estudio del comportamiento en otros tejidos ha permitido observar,
asi mismo, la implicacidn del cGMP en las respuestas colinérgicas sobre
todo en tejido cardiovascular (270, 409), sistemas secretores (397,

484, 699), cultivos de neuronas (§01) y tejido nervioso (302).

En ciertas células resultantes de hibridaciones se ha observado que
el carbacol, agonista muscarinico, provoca una inhibicién rapida y
transitoria de la adenil:ciclasa seguida de una lenta recuperacién
(entre 20 y 30 horas) de la actividad hasta alcanzar cotas del 200
al 300% de 1z actividad basal normal (546).

Respecto a los receptores nicotinicos cabe seiialar que NESTLER, BEAM
y GREENGARD (554) han demostrado, recientemente, que la activacidn de
estos receptores, en misculo estriado, también dispara incrementos de

la concentracidn intracelular de cGMP.

3/ Dopaminérgicos.

a.- Tipos: Existen varias publicaciones que seiialan la existencia de

receptores dopaminérgicos en tejidos de varias especies (132, 173, 374)
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entre ellos musculatura lisa vascular (279, 280, $68), eséfago (188,

527, 606) e intestino delgado (305).

No se ha podido demostrar de un modo concluyente la existencia de
subgrupos de dopamin-receptores;sin embargo, ban comenzado a aparecer
publicaciones que aportan las primeras pruebas en favor de ello. A co-
mienzos de 1.979 KEBABIAN y CALNE (404) han propuesto, siguiendo un
criterio bicquimico y farmacolégico,la divisidn de receptores dopami-
nérgicos en dos subtipos D-1 y D-2 , aunque no descartan la posibilidad
de que existan subcategorias de cada tipo de receptor.Esta clsificacién
esti siendo corroborada por nuevos articulos que tratan el tema; entre
ellos cabe destacar el reciente trabajo de CREESE, USDIN y SNYDFR (174)
qnienes aportan pruebas de que los guanin nucledtidos pueden regular
a un tipo de receptor dopaminérgico,presumiblemente el tipo D-1, mien-

tras que son inoperantes sobre otro tipo de receptor (D-2).

b.- Efectos metabdlicos y funcionales.

Una de las acciones metabdlicas de la dopamina, posiblemente media-
da por receptores D-1 (404), es incrementar la produccién de cAMP a
través de la estimulacidén de un sistema adenil:ciclasa sensible a la do-
pamina (405, 110) que se encuentra ampliamente distribuido y particular-
mente en tejido nervioso (173, 302, 374). Este mecanismo dopamina/cAMP
parece implicado en los fendmenos electrofisioldgicos desarrollados
durante la transnisidén nerviosa en ganglio cervical superior (302, 469).
Por otro lado, la activacién de este tipo de receptor en la glandula
paratiroides (animales bovinos),provoca un incremento de cAMP y libera-

cién de paratohormona :(109).

En intestino delgado los receptores dopaminérgicos median el des-
censo de motilidad intestinal (305) 1o cual, esti de acuerdo con el

hecho de que auwmente el nivel de cAMP.

Otras respuestas fisioldgicas desencadenadas por la dopamina son, al



parecer, independientes del sistema adenil:ciclasa. Asi, por ejemplo,
se ha observado que el efecto inhibidor de la dopamina sobre la secre-
cién de prolactina por parte de las células mamotropas de la hipéfisis
anterior es independiente de dicho sistema enzimitico y se verifica

a través de los receptores D-2 (404). También los receptores ubicados
en los cuerpos celulares de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
nigra y en los terminales de las ﬁismas en cuerpo estriado y que reci-
ben el nombre de"autorreceptores" parecen ser independientes del siste-
ma cAMP adenil:ciclasa puesto que su destruccién selectiva no conlleva
una pérdida de actividad de la adenil:ciclasa sensible a dopamina ni

en la sustancia nigra (406) ni en cuerpo estriado (432). Los autorre-
ceptores pueden constituvir un grupo de dopamin-receptores distintos

de los tipos D-1 y D-2 (404), y pueden participar en el control retroac—
tivo ichibidor de la liberacién y sintesis de dopamina a nivel terminal
y del cuerpo celular, y de la velocidad de emisién de impulsos en la

célula dopaminérgica.

4/Triptaminérgicos.
a.- Tipos: La 5-Hidroxi-Triptamina (5-HT) o serotonina ejerce efectos

caracteristicos sobre la musuclatura lisa que parecen indicar la presencia
de receptores especificos para la 5-HT en dicho tejido. Partiendo de los
estudios realizados en ileon de cobaya (133, 254, 255, 622), GADDIM y PI-
CARELLI (256) propusieron la existencia en dicha preparacién de dos -luga-
res distintos de actuacidén para la 5:HT: 1/ que es especificamente bloguea-
da por LSD (dietil amida del Acido Lisérgico) y firmacos similares (ej.:
Metisergida) y 2/ que resulta bloqueado por la atropina y morfina. lLos
primeros han recibido el nombre de receptores D y estin ubicados en %La
célula muscular y los segundos se denominan‘receptores M y se hallan en
las fibras nerviosas ya que la eliminacién del plexo mesentérico (565)
desciende la capacidad de respuesta 5-HT en wunas diez veces y

1a actividad remanente de la §-HT sobre la célula muscular



se bloquea mediante LSD o firmacos similares. La efectividad general
del LSD y sus anilogos sugiere que los receptores de 5-1IT de los dife-

rentes misculos lisos son similares si no idénticos (96).

Unos afios después BROWNLEE y JOHNSON (111) trabajando, también, con
ileon de cobaya no consiguieron obtener respuesta al bloquear con atro-
pina el receptor "M" lo que hacia dudcsa la existencia de receptores
D" y la clasificacién de GADDUM y PICARELLI (256). A comienzos del
presente afio CCSTA y FURNESS (172) han explicado esta contradicién
que al parecer depende de la zona de ileon wtilizada. Asi mientras
GADDUM y PICARELLI (256) utilizaban la porcién terminal del ileon
BROWNLEE y JOIHNSON, utilizaban la porcién media y segin COSTA Y FUR-
NESS (172), 1a porcién mis cercana a la unién ileocecal (unos 4 cm)
responde a la accidén directa de 1la 5-HT, en cambio, a partir de dicho
punto la preparacidén apenas responde a la 5-HT. El hecho es que la
mayoria de los autores aceptan la clasificacidn propuesta por GADDUM

y PICARELLI (256) para tejidos perféricos.

b.~ Efectos metabdlicos y funcionales.

La serotonina provoca la contraccién de la musculatura lisa gastro-
intestinal (133, 171, 172, 254, 256, 565, 622, 794) y en general de toda
la musculatura lisa (5, 103, 141, 157) aungue se han descrito algunas
excepciones; por ejemplo: relaja bronquios y bronqiiolos humanos (103,500} y
triquea de cabra (140). Este efecto hipertonizante depende en algunos ca-
sos de la presencia de calcio extracelular (794) mientras que en otros

casos es independiente (135, 157).

Algunos autores han consignado de un modo fehaciente que el efecto
contractil desplegado por la 5-HT en ciertas preparaciones de misculo
liso va acompaiiado de un incrementc en el nivel de cMP (157, 401).
Se ha descrito algo similar en otro tipo de preparaciones biolégicas

(655).



En lo que concierne al sistema nervioso central, BLOOM y cols. (89)
han observado que la administracién de 5-HT a las distintas ireas del
cerebro provoca una inhibicidén o una aceleracidn de la actividad bioelec- :
trica en casi todas ellas, lo que indica la amplia distribucién de re-
ceptores serotonédrgicos en el cerebro; no cbstante en este érgano no
cabe aplicar la clasificacién en receptores "M" y "D" vilida para
tejidos periféricos puesto que tanto la 5-HT como los agonistas y an-
tagonistas triptaminérgicos actiian de un modo muy diferente en el

sistema nervioso central (315).

Existen, al menos, dos tipos de receptores en el cerebro:1/ recep-
tores presinipticos, localizados en neuronas del niicleo dorsal del Rafe
que contienen 5-HT, y 2/ receptores postsinapticos, localizados en neu-
romas que reciben 5-HT ubicadas en ireas receptoras de proyecciones
" nerviosas procedentes de dicho micleo. Estos receptores descienden la
actividad bioeléctrica de las neuronas afectadas, es decir, son de caric-
ter inhibidor y aunque también existen receptores estimuladores, pare-
ce ser que la accidén primordial de la 5-HT en las sinapsis es la inhibi-
cién 316.

Varios trabajos han demostrado la existencia de adenil:ciclasa sen-
sible a la serotonina (768, 769), aunque se pens6 que dicha adenil:ci-
clasa podria respordder tanto a serotonina como a dopamina. Hoy dia,
parece clara la existencia de una adenil:ciclasa ciertamente especifi-
ca para la serotonina y diferente de 1a adenil:ciclasa ligada a recep-
tores dopaminérgicos (227, 228) que esti conectada con receptores
triptaminérgicos postsinipticos y cuya actividad se incrementa en pre-
sencia de §5-HT con el consiguiente ascenso de la concentracién de cAMP

(227, 228).

Otra accién interesante de la 5-IiT, posiblemente mediada por re-
ceptores '"D" (510), es su actividad agregante sobre las plaquetas.

El receptor triptaminérgico plaquetario posee cierta similitud con re-
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ceptores ubicados en espina dorsal, corteza cerebral y formacién reticu-
lar, lo cual puede ser interesante a fin de utilizar una preparacién mis

asequible como modelo de estudio de receptores triptaminérgicos (296).

La interaccién de la 5-HT con el receptor triptaminérgico plaquetario
provoca la inhibicidn de la adenil:ciclasa con lo que disminuye el conte-
nido intraplaquetario de cAMP; ello podria ser parte del mecanismo por

el que la serotonina dispara la agregacién plaquetaria (661).

De todas formas, muchos autores han descrito que los agentes agregan-
tes, al margen de que afecten o no al nivel de cAMP,elevan el nivel de
c@MP habiéndose sugerido la posibilidad, en base a la hipdtesis "Yin-
Yang" (284, 287), de yue este nucleétido medie el efecto opuesto al del

cAMF, actuando en algiin estadio de la agregacidn plaquetaria (271).

5/ Histaminérgicos.
a.- Tipos: Numerosos estudios farmacolégicos han conducido a la con-
clusién de que existen receptores de histamina en varios tejidos que

pueden clasificarse en dos tipos: Receptores Hl (33) y receptores H2

(79).

Recientemente ANGUS y cols. (24) han sugerido la posibilidad de cue
exista un tercer tipo de receptor para la histamina de caracteristicas

similares al receptor H_, pero con algunas diferencias estéricas.

2

b.- Efectos metabdlicos y funcionales.

La histamina funciona como un neurotransmisor en el sistema nervioso
de los animales mamiferos (677, 678) y ademis ostenta miltiples efectos
en tejidos periféricos entre los que cabe destacar: Su actividad sobre
1a musculatura lisa, a nivel dé la cual despliega efectos distintos;
asi, contrae algunos misculos lisos como;por ejemplo,i]eon,tréqnéa y
bronquios de cobaya (33) y traquea de perro (343), relaja los vasos
que irrigan traquea y rifién de perro (39, 343) e inhibe 1la motilidad

uterina de rata (79).




El efecto contrictil se verifica a través de receptores H1 (33). E1
efecto inhibidor sobre la motilidad uterina es mediado por receptor H2
(69, 79) y el efecto vascdilatador tiene, al parecer, dos vertientes,
por un lado una vasodilatacién rapida mediada por Hl y por otro una

vasodilatacién lenta ¥y mis prolongada mediada por H2 (39, 343).

Su actividad sobre la secrecién gistrica se realiza a través de re-
ceptores H2 (79, 214). El incremento de secrecién gistrica que promueve
1a histamina al interactuar con receptores “2 puede anularse mediante
anﬁagoniétas especificos de HZ’ entre los que destacaremos por su
utilidad terapeiitica la cimetidina (101), firmaco de probada eficacia

como gastroprotector.

Su actividad sobre la funcién cardiaca es, también, notable. En pre-
paraciones aisladas (ej.: corazén aislado de cobaya) incrementa el rit-
mo cardfaco (79, 244). Dicho incremento es mediado primordialmente por

receptores H_. Los receptores "1 median en todo caso la depresidon del

9
ritmo cardiaco (244).

Sobre metaboli=mmo graso la histamina ejerce un neto efecto lipoliti-

co (247) que se lleva a cabo a través de receptores "2 (303).

En general, las{distintas descripciones consultadas: coinciden en se-
flalar un incremento del nivel de c@MP cuando la histamina interac-
tva con receptor "1 (44, 158, 401, S31, 614, 615, 672), efecto que, al
menos en misculo liso intestinal, se compagina con un efecto activador
sobre la cAMP-fosfodiesterasa que acelera la degradacién del cAMP dis-

minuyendo su nivel tisular (354).

En cambio, se ha demostrado que el receptor I, esti ligado a la ade-

2
nil:ciclasa, puesto que la interaccién de la histamina o cuwalquier ago-
nista Hz—histaminérgico con receptores H2 conduce a un incremento de la
actividad de la adenil:ciclasa con la consiguiente elevacién del nivel

tisular de cAMP, tanto en cerebro (300, 334, 563) como en tejidos peri-
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féricos (208, 209, 303, 382, 500, 507, 585).

6/ Otros receptores.

Ademis de los rveceptores especificos para los neurotransmisores a los
que acabamos de referirnos, se ha descrito la existencia de receptores
para hormonas peptidicas (139, 178), la mayoria de los cuales parecen
estar relacionados con la adenil:ciclasa puesto que inducen incrementos

de cAMP en varios tejidos (139).

Un caso particular lo constituye la insulina, cuyo mecanismo de accidn
esti por resolver. Esta hormona provoca en algunos tejidos el descenso
del nivel celular de cAMP, 10 que ha llevado a especular con la posibi-
lidad de que dicho descenso sea responsable de la mayoria de las accio-
nes de la insulina (180). Ahora bien, el descubrimiento de que la insu-
lina eleva el nivel de cGMP en tejido adiposo (370) ha abierto una nue-
va via que intenta implicar al cGMP como mediador de la accién insuli-
nica. Sin embargo, ello no parece probable ya que STEIMBERG (701) ha
consignado recientemente que tanto la cAMP-Protein:kinasa como la cGMP-
Protein:kinasa activan a la triglicérido:lipasa en tejido adiposo favo-
reciendo 1la lipolisis, lo que evidentemente choca con el efecto antili-

politico desplegado por esta hormona.

Quizds uno de los mayores logros en el campo de los receptores ha
sido el descubrimiento de los llamados "receptores opiiceos". Desde
hace muchos siglos viene utilizindose el extracto de opio como material
terapetitico y varios alcaloides procedentes de diclko extracto entre los
que destaca la morfina, provocan wvna variada gama de respuestas farma-
coldégicas:analgesia, euforia, adiccidn,etc... que se verifican primor-

dialmente a nivel del sistema nervioso central.

Sin embargo,hasta 1.973 el mecanismo de accidn de estos agentes opiiceos
era desconocido. En dicho afio, tres equipos de investigacién, trabajando

independientemente, descubrieron la existencia de "receptores opiiceos"
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estereoespecificos en cerebro de rata (569, 689, 733).

Ante este descubrimiento surgidé una pregunta cobvia:;Por qué existen
receptores en el cerebro animal para unos agentes que sblo existen en
el Reino vegetal?. De todas las posibles respuestas la mis razonable
era pensar que dichos receptores desempefian un papel fisiolégico, es
decir, que constituyen'puntos objetivo" para la accidn de sustancias
endbgenas "simil-opiiceas". Tales sustancias han sido ya detectadas, po-
seen estructura peptidica y han recibido el nombre genérico de "Endorfi-
nas". Una publicacién recientemente aparecida se ocupa ampliamente de

estos agentes enddégenos (734).

Desde el punto de vista bioquimico, se esti investigando la posible
intervencién del sistema cAMP/adenil:ciclasa como mediador de los re-
ceptores opiiceos. En este sentido, los resultados obtenidos hasta el
momento son contradictorios puesto que algunos autores describen un
descenso en la actividad de la adenil:ciclasa tanto basal como estimu-
lada por ciertos agentes (prostaglandinas, adenosina, etc...)con el
subsiguiente descenso en la produccién de cAMP (161, 512, 680) y otros
consignan el efecto contrario (95, 596). En este mismo contexto parece
ser que un tratamiento prolongado con morfina puede afect:u~ a la fos-

forilacién de prcteinas de membrana que induce el cAMP (690).

.

Un grupo de agentes cuya importancia biolégica estd fuera de duda y
al que hemos dedicado un apartado especial en la presente revisidn son
las prostaglandinas. Se ha establecido 1a existencia de zonas especifi-

cas de unién para las prostaglandinas E, F y A (359, 650, 651).

Los receptores de la serie E son heterogéneos, existiendo receptores
de "alta" y "baja" afinidad para sus ligandos (651). Parece ser que es-
tos receptores guardan relacién con la adenil:ciclasa, siendo mayor la
activacién propiciada por los receptores de "baja" que por lIos de "al-

ta" afinidad (651).



Por su parte, los receptores de la serie F ostentan también diferen-
te afinidad (alta y baja) y dado que las prostaglandinas de la serie F
elevan, en general, el nivel de cGMP en varios tejidos (651) existe la
posibilidad de que los receptores de la serie F guarden relacién con la

guanil:ciclasa,

Las prostaglandinas E1 YF poseen algunas acciones opuestas, por

20
lo que la relacién PGEI/CAMP y PGan /cMP observada en varios tejidos
(651) podria servir de apoyo a la hipétesis "Yin-Yang" (284, 287). Sin
embargo, los efectos antagdnicos que despliegan dos PGs de la serie E:

PGEl y PGE2 (651)ponen serias dificultades a dicha hipétesis.

Para finalizar creemos interesante destacar la existencia de recepto-
res para la adenosina, nucleésido dotado de una amplia actividad biolégi-
ca siendo destacable su papel como neurotransmisor en el hipotético

"Sistema Purinérgico" de BURNSTOCK (117, 118).

LONDOS y WOLFF (483), utilizando dos tipos de agentes anilogos a la
adenosina con sendas modificaciones en el anillo de ribosa y en el de
purina respectivamente, han conseguido identificar lo que pueden ser dos
tipos de receptores o dos formas de un mismo receptor para la adenosi-
na ligados a la adenilciclasa. Estas dos zonas de anclaje han sido de-

signadas como: "zona R" y "zona P".

La zona R requiere que el anillo de ribosa que porta la adenosina
esté intacto y al ser ocupada por la adenosina conduce, en general,

a la activacidén de la adenil:ciclasa.

La zona P necesita de la integridad del anillo pirico y su ncupacidn

da lugar a la inhibicidén de la adenil:ciclasa.

La zona R parece ubicarse en la superficie externa de la membrana
celular (156, 806), mientras que ain no ha podido establecerse la si-

tuacién celular de la zona P.

Numerosas publicaciones dan cuenta del efecto de la adenosina sobre

-93

-

Sl

.



la actividad de la adenil:ciclasa y la acumqlacién de cAMP (91, 156, 301,
328, 367, 491, 593, 659). Dicho‘efecto, como hemos apuntado anteriormente,
conduce a la activacién de la adenil:ciclasa a través de la zona R salvo
en tejido adiposo donde el efecto es netamente inhibidor, tanto para la

actividad adenil:ciclisica como para la lipolisis (232, 247, 481).

Ademis del efectc antipolitico (232, 347, 481) y de su posible vincu-
lacién con el sistema purinérgico (117, 118) la adenosina,relaja la mus-
culatura lisa (329, 403, 489) lo que concuerda con el hecho, comprobado
en otros tejidos, de que estimula a la adenil:ciclasa (91, 328, 367, 491,
659). Sin embargo, en la musculatura lisa,la adenosina no modifica de
un modo estadisticamente significativo el nivel de cAMP (489), por lo
que la posible implicacidén del sistema cAMP/ adenil:ciclasa en la res-

puesta relajante de la adenosina resulta dudosa.

Otras acciones a destacar son su posible papel como regulador del
flujo coronario (67) y como mediador en el sistema nervioso central
(504), ademis del efecto inhibidor presiniptico en algunos tejidos
(275, 333, 504) y su accidn antinicotinica bloqueante de la liberacidén

de acetilcolina en nervios colinérgicos intestinales (311, 330, 502, 660).

B.- Actividad del misculo liso y nucledtidos ciclicos.

Como hemos podido apreciar en el transcurso de la exposicidén prece-
dentz, existe un gran mimero de publicaciones que a través de sus re-
sultados permiten especular con la posibilidad de que las variaciones
en el contenido miscular de nucledtidos ciclicos sean las responsables
de las respiestas relajantes o contrictiles propiciadas por varios agen-
tes; concretamente el cAMP seria responsable de la respuesta relajante
(42, 71, 355, 542, 662) y el cGMF se encargaria de la contraccién (40,
49, 157, 158, 284, 287, 401, 462, 673, 674).

Algunos autores han estudiado, asi mismo, las modificaciones que la

concentracién de estas biomoléculas experimenta durante la actividad
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musculafr espontinea {671) habiéndose descrito en algunas preparaciones
musculares como por ejemplo el ﬁtéro de rata, un incremento de las con-
centraciones de ¢cMP y ¢AMP al comienzo de la contraccién y relajacidn
respectivamente (381). Otros autores han probado el efecto de ambos nu-
cledtidos sobre varias preparaciones musculares. El efecto constatado
utilizando cAMP o derivados andlogns mis permeables para la membrana
celular como el dibutiril-cAMP ha -sido nulo o relajante (40)mientras que
el aporte exégeno de cGMP resulta dificil de clasificar, no habiéndose

obtenido respuestas claras y convincentes (40}.

Todos estos trabajos constituyen una importante base en la que funda-
mentar la posible implicacién del cAMP y cOMP en el funcionalismo de la
musculatura lisa. Sin embargo, trabajos recientemente publicados aportan
serios inconvenientes sobre la validez de la anterior hipétesis puesto
que sustancias como el nitroprusiato sédico, la hidralazina y el ve-
rapamil son capaces de elevar el nivel de cGMP a pesar de que relajan

1la musculatura lisa (201).

Ademis el uso del derivado 8-bromo-cGMP sobre una preparacién de con-
ducto deferente de rata, es capaz de provocar relajacién de la misma

en ciertas condiciones (676).

Por otro lado, la Neurotensina, pequefio péptido que provoca la con-
traccién del ileon de cobaya, no modifica los niveles de cAMP ni c(MP,
lo que parece descartar la participacién de dichos nucledtidos en la
respuesta contrictil que este péptido desencadena (418). Otro tanto ca-
be sefialar para la adenosina que, como indicamos en nuestro anterior epi-

grafe, relaja la musculatura lisa sin modificar el nivel de cAMP (489).

C.- Modelos tedricos de interaccidén entre el complejo hormona-receptor

y la adenil:ciclasa.

Una de las principales incégnitas a despejar en el campo de la biolc-

gia atafie a 1la naturaleza de los receptores de membrana y al mecanismo
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por el que las interacciones de estos receptores con sus respectivos
ligandos modifican el metabolismo celular. En este sentido, el modelo
mis estudiado es el sistema de receptores acoplados a la adenil:cicla-
sa, de amplia distribucién en las membranas celulares de las especies

animales.

Este sistema presenta la ventaja de que emite una sefial facilmente
mensurable: produccién de cAMP a partir de ATP, lo que simplifica su

estudio y permite utilizar membranas aisladas.

Los receptores asociados a la adenil:ciclasa son de naturaleza proté-
ica (74) y son entidades independientes de la adenil:ciclasa (562, 629,’
665), presumiblemente programadas por genes distintos (371). En favor
de este concepto se halla el hecho de que al trasplantar un receptor
de una célula a otra, la adenil:ciclasa de la célula aceptora es ca-

paz de responder al receptor trasplantado (451, 668).

En principio y teniendo en cuenta 1c que acabamos de exponer, pode-
mos imaginar el receptor como una estructura integrada por una zona hete-
rogénea proyectada hacia el exterior de la superficie de la membrana
i
celular encargada de reconocer especificamente al ligando correspon- !
diente y una zon® homogénea que se extiende a través de la bicapa es- !

tructural de la membrana y que interactia con la adenil:ciclasa.

Ademas de estas dos unidades: receptor y enzima, el sistema de la
adenil:ciclasa posee componentes que ligan al guanosin trifosfato
(GTP) (625, 629) y que parecen estar dotados de un papel central en la ;
regulacién de la adenil:ciclasa y la respuesta del sistema a las hormo-

nas (625).

MARTIN RODBELL (625) denomina a estos componentes: Nl y NZ' EL com-
ponente N1 estd asociado a los receptores y el componente N2 1o esta
a la adenil:ciclasa. La unién del GTP al primero de ellos sensibiliza

a los receptores para el proceso de acoplado con el ligando ccrrespon-




diente, mientras que la ocupacién del segundo activa automiticamente al

enzima sin necesidad de acoplamiento previo entre hormona y receptor.

RODBELL (625) propone el siguiente modelo general de actuacién del

GIP y de las hormonas sobre el sistema de la adenil:ciclasa:

RN, + GTP

1 RsNI. GTP

EN2 + GIP ~ E'N_. GIP

—_———— 2

h H
RsN,. GIP + E'N,.GIP (hormona: H) (HReN ,GIP) (E''N,.GIP)

Donde Rs= forma sensibilizada del receptor, Rc=forma acoplada a la

hormona, E'= enzima activc y E''= enzima en estado hiperactivo.

La dependencia de la respuesta hormonal por el GIP ha sido cuestiona-
da puesto que, también, se ha descrito un efecto inhibidor por parte
de bajas concentraciones de este nucledtido sobre la adenil:ciclasa en
tejido adiposo (481), en médula renal, (75), en sarcolema cardiaco ( 543)
y también en plaquetas, puesto que la inhibicién alfa-adrenérgica de la
adenil:ciclasa plaquetaria depende de GTP (377). Sin embargo, el hecho
de que posea efecto positivo y negativo sobre la adenil:ciclasa puede

conferir al GTP un importante papel regulador (481).

Algunos autores han sugerido, as{ mismo, que los fosfolfpidos de la
membrana £elular pueden estar implicados en la regalacién de la activi-
dad adenil:ciclasa (226) e incluso en el acoplamiento receptor-enzima

(32).

TOLKOVSKY y LEVITZKY (736) han descrito recientemente cinco posibles
modelos de acoplamiento entre el receptor y la adenil:ciclasa que trans-
cribimos brevemente:

135 Modelo: En el que el receptor y el enzima se hallan "pre-acoplados":

k [
—l

)

3

H + RE HRE!
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Este modelo postula: 1/ que en ausencia de la hormona no hay activi-
dad basal por parte de la adenil:ciclasa, 2/ que 1a tasa de activacién
del enzima depende de la activacidén hormonal y se satura siguiendo una
cinética Michaeliana, 3/ que la afinidad de la hormona por el receptor
medida cinéticamente debe de ser igual o mayor que la afinidad medida
directamente mediante experimentos de unién, 4/ que el descenso de 1la
concentracién ﬁe receptores o del enzima mediante el uso de inhibidores
irreversihles no debe afectar la proporcién en que aparece el complejo
activo (HRE'), sin embargo, debe de ascender el nivel miximo asequible

de HRE' tanto en presencia de GTP como de su derivado GppNIiip.

292 Modelo: En el que la hormona se une al complejo, previamente

acoplado, receptor-enzima y lo disocia:

RE + Ho— o 1RE =—K& iR , E L

E?

€Como en el modelo anterior el receptor y el enzima se hallan pre-

acoplados.

Este modelo preconiza 1/ que puede existir cierta actividad enzimi-
tica basal en ausencia de la hormona, siempre y cuvando el pre-acoplado
(R-E) no sea total, 2/ que la unién de la hormona posee "cooperativi-
dad negativa", a pesar de que una constante intrinseca de acoplamien-
to gobierna dicho proceso. Ello se debe a que coexisten paralelamente
el complejo HR y el complejo HRE, 3/ que la cinética que rige la acu-
mulacién de enzima activo E' no es de primer orden, 4/ que la reduccidn
de la concentracién de receptores totales Rt y enzima total Et por inac-
tivacidn irreversible dari como resultado el descenso de nivel maximo

de enzima activo E' asequible, descendiendo su tasa de formacidn.

e

3‘£ Modelo: En el que se da por supuesta la existencia de equilibrio
entre el cowplejo hormona-receptor y el enzima. Este modelo suele deno-
minarse como "del receptor flotante', puesto que supone que el receptor

"Flota" en la membrana celular (375). Esquemdticamernte se representa




como sigue:

k k
H + R""l““’TﬂR + E ._____.HRE'-——JL—~HRE'
k K
2 e

La unién hormonal presenta"cooperatividad negativa" y una cinética

de segundo orden,

42 Modelo: O modelo de "acoplamiento por colisién”. En el cual se desci-

be la activacidén enzimitica mediante la siguiente ecuacién:

[ k k
3 5
14 +R%”HR + E"T"(IIRE—“'HRE')—-—»HR + E!
4

Es, en realidad, un caso espec¢ial del modelo anterior y postula:
1/ que la unién hormonal es "no-cooperativa", 2/ que la activacién en-
zimitica de GppNHp a saturacién es de primer orden,3/ que, en contras-

te con el modelo anterior, la constante de proporcionalidad K_ que di-

5
rige la formacién del enzima activado depende linealmente de la concen-
tracién total de receptores pero es independiente de la concentracidn
de enzima, 4/ que dicha constante en presencia de GppNHp aumenta en

funcidén de la concentracién hcrmonal hasta saturacién de acuerdo con una

curva de dependencia"no-cooperativa”.

52 Modelo: Este modelo es, en realidad, el resultado de la combinacién

e
del I—E y 22 modelos:

H +,RE = (HRE llRE')—-li—-HR + E'
Ke Kh
R + E H+' R

Preconiza una unién hcrmonal "no-cooperativa" y una cinética de
formacidén de enzima activo fuertemente desviada de la cinética de pri-

mer orden.
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La simbologia utilizada en las representaciones esquemiticas es la
siguiente: R= receptor, E= enzima, E'= enzima activado, H- hormona, Kh=
cte de disociacién del complejo (HR), y Ke=cte de disociacién del com-

plejo (RE).

3.- Interaccidén de los mucleétidos ciclicos con componentes celulares.

A fin de comprender con claridad el papel exacto que los nucledtidos
ciclicos juegan como moléculas regiladores de muchos procesos bioldgi-
cos, resulta imprescindible conocer la identidad del componente o com-
ponentes celulares que constituyen el objetivo directo de su accién y
de cuya interaccién resultara un efecto modulador de las funciones ce-

lulares especificas.

Existe, ain hoy en dfa, muy poca informacién al respecto y a pe-
sar de que experimentalmente se ha demostrado que gran parte de los
nucledtidos ciclicos endégenos se encuentran formando complejos con
proteinas solubles (282, 642, 746, 749) tan solo se ha légrado identi-
ficar y estudiar en profundidad un tipo de proteinas denominadas pro-
tein kinasas nucleétido ciclico-dependientes que son protefnas enzimiti-
cas que catalizan la transferencia del grupo ganma-fosfato desde el ATP
hasta los grupos hidroxilo (OH) de residuos aminoacidicos, tales como
la serina y treonina, integrantes de varias proteinas (630). Los nucled-
tidos ciclicos actiian como efectores alostéricos y por ello se denominan

nucledtido ciclico-dependientes.

A- Protein kinasa cAMP-dependiente:

La protein kinasa cAMP-dependiente (cAMP-FK), (ATP:protefna fosfo-
transferasa, EC 2. 7. 1. 37) fué descubierta por WALSII, PERKINS y KREBS
(776) en 1.968; con ello se ﬁaba qn‘importante paso en el dificil‘caui—
né haciaklabcomp;ensién del mecanismo por el que'los segundos mensajeros'
transmiten "el mensaje hormonal" a fin de modular las operaciones celu-

lares especificas.
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Los primeros estudios subsiguientes al descubrimiento de WALSH y
cols., indicaban la existencia de miltiples formas de cAMP-PK (454,
149); sin embargo, muchas de las formas obtenidas no son mis que arte-
factos quimicos,habiéndose establecido claramente que la mayoria de
los tejidos procedentes de animales mamiferos poseen dos formas de cAMP-
PK que pueden separarse por cromatografia en DEAE-celulosa y que en virtud
de la posicidén durante la eluctidn han recibido la denominacién de for-

mas I y IT respectivamente (165, 351, 613).

Se distribuyen ampliamente en tejidos de animales mamiferos, habién-
dose detectado ambas formas en cerebro (165, 243, 505),corazén (114, 165,
351, 635), mucosa gistrica (165, 610), tejido adiposc (165, 424), higa-
do (149, 165, 434), ovario (725), testiculo (165), espermatozoides

(267), y misculo esquelético (165).

Las proporciones de ambas formas varian de especie a especie y den-
tro de la misma especie de tejido a tejido. Asi por ejemplo: el isocen-
zima tipo II predomina en corazén de vaca y cobaya (164, 243), mien-
tras que el mismo tejido de ratén y rata contiene entre un 75 a un 30%

de 1a forma T (165).

~Propiedades: Ambas protein kinasas son enzimas tetraméricos inte-
grados por cuatro subunidades: dos reguladoras (R) y dos catalizado-
ras (C) (225, 351, 428, 454, 631). Al parecer, el cAMP activa al en-
zima uniéndose a las subunidades R, lo que provoca la disociacidn del
tetrimero quedando libres las subunidades C (428, 454). Podemos re-

presentar esquemiticamente el proceso de Ja siguiente forma:

RZC2 + 2cAMP — Rz-(cAMP) 2 + 2C

{inactivo) (activo)

Sin embargo, recientemente, algunos autores han propuesto un modelo
cinético diferente (27, 747), en el que se incluye la formacidn de un

complejo ternario intermedio integrado por 2 moléculas de cAMP, dos
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reguladoras y dos catalizadoras; este complejo es muy inestable y se

rompe ripidamente liberando la porcién catalitica. Esquemiticamente

- quedaria como sigue:

) .
RZCZ + cAMP &> R2 (CW)ZCZ & R2 (cAMP)2 + 2C

(inactivo) (activo)

De cualquier modo, el efectc final es la liberacién del dimero cata-

1itico.

Ambas formas I y II del holoenzima poseen pesos moleculares simila-
res de 170.000 y i74.000 respectivamente (47, 230). El dimero integrado
por las subunidades R ostenta un Pm de 86.000 para 1a PK-I y 98.000
para la PK-II, mientras que las subunidades C poseen pesos molecula-
res similares para ambos isoenzimas (de 38.000 a 40.000) (47, 230),
por tanto, la dnica diferencia estructural clara entre ambas formas

es el Pm de los dimeros R,

Ademis de estos valores ‘detectados en misculo esquelético de co-
razén de conejo y vaca respectivamente, se han dado a conocer los pe-
sos moleculares- de cAMP-PKs procedentes de otras fuentes, observando-
se que, en general, el Pm para el dimero R oscila entre 40.000 y
100.000 y para el dimero C entre 38.000 y 60.000 (163, 272, 450, 586,
729).

Adem3s de la similitud en Pm, las subunidades C de las PK I y II

poseen, al menos en apariencia, una idéntidad funcional (159, 813).

Es posible que el diferente Pm de las subunidades R en una y otra
forma de la PK sea la responsable de los diferentes tiempos de eluc-
cién durante su separacién cromatogrifica. Por otro lado, estudios in-
munolégicos han demostrado claramente que las subunidades R de lé,PK-I,

(Rl) y de la PK-II (RZ) son proteinas distintas (243).

Un estudio comparativo entre las dos formas enzimaticas han permiti-

do llegar a las siguientes conclusiones: 1/ la PK-I, ademis de su menor
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Pm, posee una mayor afinidad por el Mgg:ATP (sustrato) que la PK-II
(351). Asi mismo, en ausencia de MggiATP tiene mias afinidad por el cAMP

que la PK-II. (351).

2/ posiblemente la diferencia mis importante entre ambas estriba en
la capacidad de autofosforilacidén de la PK-II (631) de la que carece la

PK-I (351).

La autofosforilacién es un proceso por el cual se transfiere una mo-
lécula de fosfato desde el ATP a un resto de serina de cada subunidad
R2 de la PK-IT {351, 631, 508) dicha transferencia es catalizada por

la subunidad C del propio enzima.

3/ cabe destacar, por tltimo, las diferencias de comportamiento de
las dos formas frente al proceso "asociacidén-disociacién' de las subu-
‘nidades correspondientes. La PK-I requiere la presencia de MthATP a

302 C para que sus subunidades R, y C se asccien (351, 106), mientras

que las subunidades R2 y C de laxPK~II pueden asociarse en ausencia

de MgtgATP (351). Por otro lado en presencia de histona o concentracio-
nes elevadas de ClNa, las subunidades Rl y C se disocian rapidamente
reasocifindose lentamente en buffer diluido (165, 243), en tanto que

en la forma IT la presencia de dichos reactivos provoca una lenta di-

sociacidn que se convierte en riapida reasociacién tan pronto como se

elimine el cAMP del medio (165).

Ademis de estos dos tipos de cAMP-PK, posiblemente de origen cito-
plasmico, se ha detectado este tipo de actividad enzimitica en las
membranas celulares de varios tejidos (higado, misculo esquelético,
cerebro, corazén, tejido adiposo y mucosa gistrica) (142, 607, 624,
750). Esta cAMP-PK ligada a la membrana viene a representar el 5% de

la actividad total desarrollada por las cAMP-PK celulares (750).

B.- Protein kinasa-cMP dependiente: cMP-PK (ATP: Proteina fosfo-

transferasa, EC. 2.8.1.37).
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Este tipo de kinasa especifica para el cMP fué descubierta en ar-
trépodos por KUO y GREENGARD en 1.970 (442). Posteriormente se ha iden-
tificado en tejidos de animales mamiferos; tales como cerebro (435,
436, 443, 445, 477, 724), corazén (435, 436, 439, 443, 477, 551}, pul-
mon (425, 435, 437, 439, 443, 477, 551, 758), intestino (435), pancreas
(758), capilares (435), higado (435) y tejido adiposo (435).

Sélo se ha detectado una forma de cGMP-PK (477), que abunda en pul-
mén y cerebelo y es escasa en misculo esquelético (477). Dentro de la
célula la mayor parte de la actividad enzimitica se detecta en el ci-
tosol y sélo una pequeiia parte aparece asociada a la membrana celular
(448). Sin embargo, en algunos tejidos, parece existir una considerable
actividad c@MP-protein kindsica asociada a la membrana(758), siendo de

destacar su presencia en misuculo liso de animales mamiferos (137).

-Propiedades: La ¢cGMP-PK es un dimero integrado por un solo tipo de
subunidad consistente en una cadena polipéptida simple que posee una
zona reguladora, una zona de reunién con el c@MP y una zona catalitica
(273, 274, 475). La activacién de la cMP-Pk discurre sin disociacién
fisica (474, 475), habiendo propuesto LINCOLN y cols. (474, 475 ) la

siguiente ecuacién:

2
(inactivo) (activo)

E + 2eGMP TT——= l-:z—(cGMl’)2

en la que E representa la subunidad constitutiva de la cMP-FK.

LINCOLN, FLOCKHART y CORBIN (476) han desarrollado un modelo del
mecanismo de accién de la cMP-PK capaz de explicar muchos de los

problemas experimentales anotados.

El modelo propuesto (v. fig.:3.4 ) representa las cadenas protoméri-
cas Qué contienen uha'zona-reguiadbra "R", una zoﬁa‘cétaiitica nce y
una zona de unidn para el cMP dispuestas de modo que la regién regu-

ladora R se halla bloqueando la zona catalitica C. Esta inhibicién
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Figura, 3.4.: Mecanismo de accién de la cMP-FPK

R= Zona regul adora

[w]
1

Zona catalizadora
A= Residuo de arginina

S= Residuo de serina
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permanente (en ausencia de cGMP) podria explicarse por la existencia

en la zona R de una porcién similar en composicién y estructura a la

de las proteinas que actian como sustrato en el proceso fosforilativo.
En presencia del cMP, éste interactia con el locus de unién en cada

wna de las cadenas propiciando un cambio conformacional que podemos des-
cribir como una "apetura" de las cadenas, que dejan libre el centro
catalitico para que el sustrato protéico a fosforilar pueda "anclar"

en dicha porcidn.

Este modelo puede, entre otros problemas, explicar la observacién
de que la tasa de autofosforilacidén es mayor en ausencia que en pre-
sencia de cGMP (196) puesto que en presencia de cGMP el dimero se "abre"
y aleja en consecuencia la zona R de la zona G dificultando la fosfori-

lacidén del residuo de serina (autofosforilacién).

El Pm del holoenzima completo procedente de varios tejidos de animales
mamiferos oscila entre 120.000 y 165.000 daltons (445, 446, 686, 687,
724). Su catidn divalente predilecto es el Magnesio y en menor cuantia
el calcio (445, 686, 687). E1 pH éptimo para su actividad oscila entre
6.5 y 8.5 (435, 446, 448, 474, 686, 724). El donador de fosfato es, co-
hm en el caso de la cAMP-PK, el ATP (636).

C.- Regulacidén y funcidén de las protein kinasas-nucleétido ciclico-

dependientes.

En 1.971 WALSH y cols. (774) aislaron a partir de misculo esqueléti-
co un factor protéico termoestable que inhibe a la cAMP-PK a nivel de
la subunidad catalftica (30, 31). El significado fisiolégico de esta pro-
teina inhibidora es desconocido. Hipotéticamente EARP y STE]NER[(Z]ﬁ)
sugieren, entre otras explicaciones, que, de localizarse el inhibidor
en una (s) zona (s) determinada (s) de la célula, bien podria bloquear
1a accién del cAMP en dicha (s) zona (s) permitiendo la expresién del

efecto del cAMP en el resto de la célula.
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Posteriormente se aisld una proteina, también termoestable, capaz
de estimular a la cGMP-PK (202) e inhibir a la cAMP-PK. Dada la d(')ble
accién de este factor se pensd que el inhibidor de la cAMP y el estimu-—
lador de la cMP-PK son la misma proteina y se le 1lamé "Modulador de

la protein kinasa'.

Estudios posteriores aportaron pruebas sobre la presencia de esta
proteina estimuladora de la cGMP-PK en varios tejidos de animales
mamiferos (435, 436, 444, 445, 686, 687) pero ain quedaba por estable-
cer si este factor estimulador y el inhibidor de la cAMP-PK era la
misma proteina. A juzgar por los estudios de KUO y cols. (443, 447)
se trata de proteinas diferentes distribuidas en cantidades equipa-
rables en la mayoria de los tejidos a excepcidén del misculo esquelé-
tico que posee casi exclusivamente el "modulador inhibidor" y del
misculo liso que contiene practicamente en exclusiva el "modulador

estimulador".

Como en el caso del modulador inhibidor de la cAMP, se desconoce
1la funcién y el mecanismo de accién del modulador estimulador de la
cMP-PK, aunque KUO y cols. (448) sefialan que este modulador interactia
con las histonas y otros sustratos protéicos haciéndolos mejores sus-

tratos para la cGMP-PK.

Ademis de estos dos moduladores, también se ha descrito la existen-
cia de un tercer factor protéico que inhibe tanto a la cAMP-PK como

a la cGMP-PK (720).

Evidentemente, al margen de estas proteinas moduladoras de origen
endbgeno, la actividad de las protein kinasas nucleétido ciclico-
dependientes es también regulada por aquellos agentes capaces de-
modificar la concentracién intracelular de nucleétidos ciclicos
(véase aptdo. 2 ). La funcién de las cAMP- y cMP-PKs consiste, como

deciamos al comienzo, en transferir el grupo gamma-fosfato desde ATP
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hasta diversas moléculas protéicas capaces de actuar como sustratos de
dichos enzimas. Se ha demostrado que las histonas, caseina, fosvitina,
protamina y la fosforilasa b kinasa son sustratos efectivos de la cAMP-
PK (428, 514, 775, 776) "in vitro". Si, ademis, tenemos en cuenta que
el enzima puede ser mediador de varias hormonas, es légico pensar en
su capacidad para fosforilar otras proteinas "in vivo" entre las que
cabria incluir: la glucdgeno:sintetasa, piruvato:kinasa, triglicérido:

lipasa, fosforilasa:kinasa, colesterol:esterasa, etc...

Todo ello puede interpretarse en el sentido de que la cAMP-PK es un
enzima poco especifico (454), sin embargo, varios trabajos aparecidos
en los iiltimos afios han puesto de relieve la especificidad de la cAMP-
FK; por ejemplo, COHEN y cols. (160) trabajando con fosforilasa:kinasa
de misculo esquelético de conejo observan que de los 200 residuos de
lisina que posee el enzima completo sélo dos resultan fosforilados,
de los 150 residuos de treonina no se fosforilan ninguno y tampoco
fosforila a residuos de serina que, en cambio, si son marcados por
otras kinasas (160). As{ mismo, la cAMP-PK es capaz de distinguir
entre proteinas similares, por ejemplo: fosforila a la L-piruvato:ki-

nasa (217, 346) y no a la M-piruvato:kinasa (160).

Ademis de la especificidad, se han estudiado también los =lementos
estructurales necesarios para que la cAMP-PK pueda reconocer it los sus-
tratos a fosforilar. En este sentido, parece que la estructura primaria
de las proteinas,sustratos en potencia de la cAMP-PK, es mAs importante
que la terciaria puesto que 1la cAMP-PK puede fosforilar a proteinas
desnaturalizadas (555). También parece claro, quc la cAMP-PK no es
capaz de reconocer una determminada secuencia de aminoicidos (555), sin
embargo, al menos aparentemente, los aminoicidos bisicos juegan un im-
portante papel en el reconocimiento de los sustratos por parte de la
cAMP-PK (555).

En lo que respecta a la cGMP-PK, se sabe que actda preferentemente
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sobre las histonas, fosforilando en lugares diferentes a los de la cAMP-
PK (445, 556, 724). Ademis, se ha comprobado que la cGMP-FK procedente

de pulmén bovino es capaz de fosforilar a la piruvato:kinasa, fructosa 1;6
difosfatasa, glucégeno:sintetasa y fosforilasa b kinasa ( 474 ),

también la mielina procedente de varias fuentes es buen sustrato de la

cOMP-PK (448).

D.- La fosforilacién como mecanismo de las diversas acciones desplegadas

por_los nuclebtidos ciclicos.

Tras el descubrimiento de la cAMP-PK (776) se propuso la hipétesis
de que los diversos efectos del cAMP en los distintos tejidos son me-
diados por las protefn kinasas (440). A modo de inciso y antes de
proseguir cabe saflalar la reciente sugerencia de BORON y cols. (97)
que adjudica al pH intracelular el papel de "tercer mensajero" ya que,
al parecer, el cAMP juega un papel regulador de dicho pardmetro y en
consecuencia la influencia hormonal sobre el sistema cAMP/adenil:ci-
clasa daria lugar a una modificacién del pHi que bién podria afectar

a una variedad de procesos celulares.

Continuando con la idea inicial, cabe indicar que segin dicha hi-
pétesis el cAMP sélo necesita regular la actividad de un tipo de enzimas
y la especificidad de accién del cAMP vendria dada por el tipo de pro-
teina especifica que resulta fosforilada por dichas protein kinasas

en varios tejidos.

Una funcién de especial interés en el contexto del presente trabajo
lo constituye el fendmeno de la permeabilidad idénica de las membranas
bioldgicas, que en el caso de tejidos excitables como el nervioso y miscular
resulta el pilar fundamental de la funcidn biolégica que genéticamente
les ha sido asignada, por ello la posible aplicacién de la hipdtesis
desarrollada por el equipo de PAUL GREENGARD {440) para explicar la

transmisién nerviosa y la actividad muscular, reviste el mAximo inte-
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rés en orden a explicar la posible intervencidén de los nucleétidos ci-

clicos en ambas funciones.

Recientemente GREENGARD (302) ha publicado una interesante revisidn

1la que expone algunos hallazgos experimentales que apoyan el papel

g

&

los nucleétidos ciclicos en el funcionalismo nervioso y muscular,
de los que vamos a dar cuenta resumidamente en los siguientes parrafos:
el cAMP y 1la fosforilacién protéica juegan, al parecer, tres papeles
en la sinapsis nerviosa:

1.- Regular la biosintesis de los neurotransmisores de los termina-
les presinipticos.
2.~ Alterar la funcién del sistema microtubular.
3.~ Modificar la permeabilidad de la membrana de las neuronas post-

sinipticas.

Existen evidencias que indican que la tercera funcién es resultado
de la regulacidén del estado de fosforilacién de proteinas especificas
de la propia membrana. En este sentido, se ha descrito la presencia de
dos sustratos protéicos de la cAMP-PK en la membrana siniptica (748)
1lamados protefna I y proteina II. Ambas proteinas resultan fosfori-
ladas por la cAMP-PK, La proteina I se halla sblo en tejido nervioso,
mientras que la pfoteina I1 existe, también, en las membranas y el

citoplasma de células de otros tejidos.

La fosforilacién de ambas proteinas se alcanza en un tiempo miximo
de 5 seg. (tiempo minimo de observacién que las técnicas actuales
permiten), evidentemente dada la rapidez con que se efectia la trans-
misién del impulso nervioso es imprescindible que la accién del cAMP
sobre la PK y la subsiguiente fosforilacién de las proteinas I y II

tenga lugar en un espacio de tiempo compatible con la velocidad de

transmisién del impulso nervioso.

DPada la dificultad que conlleva el estudio de Fendnenos electry:

fisolégicos tan rdpidos como los desarrollados en tejido nervioso}

MRLIOTECA
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se han utilizado otros tipos de células que permiten dicho estudio. En
este sentido, existen varios tejidos en los que, también, los nucledti-
dos ciclicos parecen implicados en la funcién de 1a membrana celular y
que pueden servir como modelo de estudio. Asi se han estudiado fragmen-
tos de membrana de reticulo sarcoplasmico procedente de células de mio-
cardio, viéndose que el cAMP estimula el transporte activo de calcio y
que existe correlacién entre dicho transporte, estimulacién de una
ATPasa calcio y magnesjo-dependiente y la fosforilacién de una proteina
de membrana de un Pm aproximado de 22.000 daltons (456, 721, 722). Uti-
lizando células epiteliales de vejiga de sapo intactas se ha estable-
cido una buena correlacién entre el grado de fosforilacién de una pro-
teina de membrana llamada proteina D, transporte de sodio y niveles de

¢AMP en varias situaciones (197, 777).

Los agonistas beta-adrenérgicos provocan un incremento de flujo de
sodio y potasio através de la membrana en hematies de ciertas aves. Pues-
to que el receptor beta interactiia con el sistema cAMP/adenil:ciclasa
(véase aptdo. 2A.1) elevando el nivel de cAMP parece factible que el
cAMP sea el mediador de dicho incremento del flujo iénico. Ademds el cAMP
imita a los agonistas beta-adrenérgicos en este aspecto. Existe en este
caso, segin el equipo de GREENGARD (638) una correlacién entre el aumen-
to del flujo catiénico a través de la membrana y la fosforilacién de

una proteina de membrana de unos 240.000 daltons de Pm.

WELLER y WELLER y LAING (787, 788) en sus resultados experimentales
no consiguen las correlaciones a las que alude GREENGARD (308). Utili-
zando hematies humanos y de paloma describencomo, en efecto,el cAMP awnen-
ta la permeabilidad al calcio pero sin guardar relacién con la fosfori-
lacidén de proteinas de membrana ya que, incluso, dicha fosforilacién
compromete seriamente la mayor permeabilidad al calcio propiciada por
el cAMP, Consideran, por tanto, fortuita la correlacién transporte de

calcio, nivel de cAMP y fosforilacién de proteinas de membrana consig-
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nada por GREENGARD (302) y ‘postu.lan que el cAMP regula la permeabilidad
de la membrana para el calcio de un modo bifdsico, por un lado,inter-
actuando directamente con algin componente de la membrana eleva la per-
meabilidad al calcio y por otro fosforila a proteinas de membrana a
través de la cAMP-PK reduciendo la permeabilidad; asf mismo, indican
que el cAMP aumenta la permeabilidad al sodio en hematies de paloma
merced a un efecto directo y no a través de la fosforilacién de pro-

tefnas (788).

Estos resultados (787, 788) constituyen una seria objecién a la

hipétesis propuesta por KUO y GREENGARD (440).

La aplicacidén de esta hipdtesis al cGMP plantea miltiples problemas
puesto que, a pesar de que la cGMP-FK ha sido hallada en varios tejidos
(425, 435, 437, 439, 443, 477, 541, 724, 758), tan solo en el misculo
1iso se han detectado proteinas de membrana capaces de actuar como sus-
tratos de la cQMP-PK (137). Estas proteinas han sido denominadas G-I y
G-1I.

Dado que un agente como la acetilcolina provoca un ripido aumento
del nivel de cGMP en misculo liso (462, 675) y que el c(MP a bajas
concentraciones est.imula la fosforilacién de las proteinas G-I y G-II
(137) podria ser que el ¢MF y dichas proteinas de membrana modularan

algunos de los efectos de la acetilcolina en misculo liso.

Quizis este mecanismo justifique el incremento de c(MP y el efecto
contrictil desarrcllado por varios agentes sobre la musculatura lisa,
fenbdmenos ambos que han sido ampliamente tratados en anteriores apar-

tados.
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MATERIAL Y METODOS

Las investigaciones han sido realizadas en el Departamento de Fisio—
logia y Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad Auté-

noma de Bilbao.
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MATERTAL

I. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

En el presente trabajo se han utilizado un total de 86 cobayas de
ambos sexos repartidas del modo siguiente:
-~ 66 cobayas, de ambos sexos, con pesos comprendidos entre 350 y
550 gramos para las pruebas fisio-farmacoldgicas en bafio de drganos.
- 8 cobayas, de ambos sexos, con pesos comprendidos entre 350 y
450 gramos para las determinaciones de histamina.

- 12 cobayas hembras con pesos comnrendidos entre 400 y 500 gramos
para las determinaciones de nucledtidos ciclicos.

Los animales permanecieron en el estabulario a una temperatura de
18-259C hasta el comienzo de la experiencia, con acceso libre a comi-
da y bebida hasta 48 horas antes del experimento, momento en el que’

eran privados de comida.

II. PRODUCTOS QUIMICOS.

A.- Relacién de productos quimicos utilizados para la preparacidén

de la solucién salina nutricia:

Cloruro de sodio "Merck".

- Bicarbonato de sodio "Merck".

Cloruro de potasio '"Merck".

- Cloruro de calcio '"Merck"”.

1

Sulfato de magnesio con 7H20 "Merck" .

Fosfato de sodio primario con 2"20 "Merck" .

- Glucosa anhidra "Merck".
B.- Productos utilizados en la preparacién del extracto esplénico:

- Hidréxido de sodio "Merck”.
- Sulfato de Zinc '"Merck".
- Acido sulfiirico "Merck".

~ Arena de mar purificada "Merck".



C.- Productos utilizados durante las pruebas fisio-farmacolégicas

con ileon aislado de cobaya:

- Clorhidrato de histamina "Signa".

- Maleato de d-clorofeniramina, bajo el nombre comercial de Polara-
mine, inyectable, de laboratorios SCHERING, USA., en forma de ampollas
de 1 cc.,conteniendo 5 mg del producto.

- Clorhidrato de difenhidraﬁina, bajo el nombre comercial de Benadryl,
inyectable, de laboratorios PARKE DAVIS, S.A.E., en forma de ampollas
de 1 cc., conteniendo 50 mg del producto.

- S-hidroxi-triptamina (serotonina) formando complejo con sulfato
de creatinina "Sigma".

- Dimaleato de metisergida en polvo seco, producto conseguido gra-
cias a la gentileza de laboratorios SANDOZ, S.A.E.

-~ Sulfato de atropina, bajo el nombre comercial de Atropina "Miré",
inyectable, de laboratorios MIRO, en forma de ampollas de 1 cc., con-

teniendo 1 mg de producto.
D.- Productos utilizados para las determinaciones de histamina:

- Hidréxido de sodio "Merck".

- Acido sulfirico "Merck".

~ Clorhidrato de histamina "Sigma".
-~ O-ftalaldehido "Sigma".

- n-butanol "Merck".

- n-heptano '"Merck".

- Metanol para espectroscopia de fluorescencia, Uvasnl "Merck".

E.- Productos utilizados para la determinacién de nucledtidos ci-

clicos:

- Dioxano para centelleo liquido "Merck".
- Metanol para centelleo liquido '"Merck".

- Etilenglicol "Merck".



- Naftaleno para centelleo liquido "Merck" y "BDII".
~ Dimetil-POPOP, p.bis(2(4 metil-5-feniloxazolil) benceno) para cen-
telleo liquido "Merck".
- PPO (2,5 difeniloxazol) para centelleo liquido "Hopkin & Williams",
SEARLE, Co.
- Kits de radioinmunoanalisis de nucleétidos ciclicos, procedentes
de "The Radiochemical Centre", conteniendo:
- Kits de cAMP:
- Buffer Tris/EDTA.
- Antisuero especifico para cAMP.
-~ 8—H3-Adenosin 37: 5’monofosfato ciclico.
- Adenosin 37: §’monofosfato ciclico.

- Adsorbente ("Charcoal™).

- Kits de c(MP:
~ Buffer Tris/EDTA.
~ Antisuero especifico para cMP.
- 8-"3-guanosin 3": 5'monofosfato ciclico.
- Guanosin 3°: §’monofosfato ciclico.
- Reactivo blanco.

- Sulfato de amonio.
F.- Productos utilizados para la detemminacién de proteinas:

- Folin-Cicoalteu, reactivo de fenoles "Merck".
- Carbonato de sodio anhidro "Merck'.

~ Tartrato de sodio y potasio "Merck".

- Hidréxido de sodio '"Merck".

- Sulfato de cobre con 5H20 "Merck".

-~ Acido sulfﬁrico "Mércﬁ".

~ Seroalbimina bovina al 204 "Behring".

- Suero control "Ortho".



III. INSTRUMENTACION.

A. Relacién de aparatos mis significativos utilizados en la prepara-

cién del extracto esplénico:

- Los macerados de bazo fueron centrifugados mediante una centrifuga
preparativa modelo J-21 de BECKMAN,
- E1 ajuste a pH 4cido de los extractos se realizé con auxilio de un

pH-METER ZEROMATIC de BECKMAN.

B.- Aparatos mds importantes utilizados durante el registro de la

actividad de la preparacién intestinal:

- Bafios termostatados: Se utilizé un bafio HERMI para érganos aisla-

dos y un bafio BRAUN con rango de temperatura hasta 1002C para usos di-
versos, especialmente para atemperar las soluciones a ensayar antes de
afadirlas a la copa del bafio de érganos.

- Registradores: El registro grifico de las diferentes pruebas reali-
zadas se llevd a cabo mediante un registrador HEWLETT-PACKARD tipo 7754A
de cuatro canales. Ademis del registro grafico, se empled para la visua-
lizacidén de los fenémenos obtenidos un osciloscopio PHILIPS PM 3231 de
0-15 Miiz.

- La eliminacién del plexo mesentérico y la 1imbieza de la pieza se
efectun con ayuda de una ldpa binocular BAUSCH & LOMB modelo SVB-73

{lentes 10X, estereozoom de 0.7X a 3X).

C. - Aparatos de mayor relevancia utilizados para las determinaciones

de histamina:

- Centrifuga: Se utilizd una centrifuga MSE hodelo MISTRAL 4I. capaz
de aceptar los tubos con tapdn esmerilado imprescindibles en esta ex-
periencia.

- Agitadores: Se utilizaron dos agitadores vibradores CENCO y uno
WILTEN & Co.B.V., asi como, un agitador de bandeja P-SELECTA modelo
UNITRONIC-320.



-Espectrofluorimetro: Las mediciones de fluorescencia se realizaron

en un espectrofluorimetro BATRD-ATOMIC modelo FLUORIPOINT dotado de mo-

nocromadores de excitacién'y emisién. El rango de longitud de onda os-

cila entre 220 y 770 nm en excitacidén y entre 250 y 800 rm en emisidn.
- Para las determinaciones efectuadas en la solucién salina nutricia

se utilizd el utillaje descrito en el apartado A.

D.- Instrumental mis importante utilizado para la determinacién de

nucleétidos ciclicos:

- Pipetas de precisidn: Para el manejo de pequefios volumenes, se uti-

lizaron micropipetas EPPENDORF con puntas de plistico deshechables y
con capacidades de: 50, 100, 150 y 200 microlitros. La manipulacién de
volumenes mayores, aunque menores de 1 mililitro, se llevé a cabo me-
diante pipetas automaticas CLAY ADAMS graduadas entre 0 y 1000 micro-
litros con intervalos de 100 microlitros, dotadas de puntas plasticas
SELECTAPETTE deshechables.

- Centrifuga: Las separaciones entre nucleétido ciclico libre y liga-
do a antisuero se realizaron por centrifugacién en una centrifuga prepa-
rativa modelo J-21 de BECKMAN.

- Bafio refrigerador: Los tubos procesados en el transcurso de esta

experiencia permanecieron en todo momentn a una temperatura de entre
2-42C, para lo cual se utilizé un ULTRATERMOSTAT NB 35423 y un compre-
sor-refrigerador para bajas temperaturas de COLORA.

- Las piezas intestinales fueron privadas de la capa mcosa con
ayuda de una lupa binocular BAUSCH & LOMD (vease apartado A) y corta-
das en fragmentos de aproximadamente 0.5 mn x 0.5 mm mediante un apa-
rato diseiiado y construido en nuestro laboratorio (ver figura: 4.1)
consistente en una empalizada de finas hojas de acero separadas entre
si por piezas rectangulares de plastico duro de 0.5 mm de espesor.

- Baifio termostatado: Los Fragmentos de {leon suspendidos en solucidn

de Tyrode se mantuvieron a 372C mediante un baiio BRAUN.



" Figura, 4.1
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~ Homogeneizador: Los fragmentos tisulares fueron homogeneizados con
un homogeneizador de ultrasonidos modelo ULTRASONIC de MSE.

- Espectrofotdémetro de centelleo liquido: Una vez procesadas las mues-

tras, su contenido radiactivo era registrado merced a un espectrofoté-
metro de centelleo liquido modelo ABAC SL-40 de la casa INTERTECIHNIQUE,

acoplado a3 un teletipo.

E.~ Aparatos mis importantes relacionados con la determinacién de

proteinas:

- Analizador centrifugo GEMSAEC I1I

Pipeteador automitico de cuatro bombas GEMSAEC

~ Ordenador PDP-11 acoplado al autoanalizador.
F.~ Aparatos de cilculo:

Ordenador PDP-11

Calculadora 9862A de HEWLETT-PACKARD, dotada de graficador.
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METODOS

I. PREPARACION DEL EXTRACTO ESPLENICO.

Durante el presente trabajo se utilizaron extractos de bazo de vaca

por reunir las mejores condiciones de obtencién y resultados.

1.~ Homogeneizado.

Los bazos de vaca utilizados para este propésito procedian de
ganado sacrificado entre 1 y 2 horas antes de la preparacién del extrac-
to habiendose conservado durante este intervalo en camara frigorifica.

El peso de los citados bazos oscilaba entre 400 y 600 gramos, siendo
troceados antes de cualquier intervencidn y cada fragmento cuidadosamen-
te pesado. Una vez efectuada la pesada se mezclaban con arena de mar pu-
rificada "Merck" en la proporcién de 1 parte de bazo por 3 de arena en
peso y de esta forma macerados en un mortero. A continuacién se afa-
dfan las soluciones desproteinizantes en la siguiente proporcién: por
cada parte de bazo se afiaden, peso a volumen, § de NaOH 0.3 N y poste-
riormente otras § de SO4Zn al 5%. Una vez efectuada la desproteiniza-
cién, se introducia el macerado en frascos de centrifuga adecuados en
los que , tras haber efectuado las pesadas correspondientes para el cil-
culo del extracto obtenido de toda la operacién, se dejaba decantar du-
rante 5 minutos.

2.~ Desproteinizacién.

El método de desproteinizacién utilizado, que se cita en el pérra-
fo anterior, es el recomendado por SOMOGYI y NELSON para la desprotei-
nizacién del plasma en su mélodo de determinacién de la glucosa plas-
matica (5, 9, 19).

Las soluciones necesarias para este procedimiento son:
- SO4Zn . 6“20 al 5% en agua bidestilada
~ Ba(Oll)2 0.3 N ...... (NaOH 0.3 N).

Las soluciones deben de estar ajustadas de tal forma que § ml de

SO4Zn requieren 4,7 a 4,8 ml de hidréxido de bario para producir color

B
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rosa con la fenolftalefna ( § ). Las soluciones deben conservarse en bo-
tellas protegidas del CO2 de la atmésfera ( 5 ).

En este trabajo se sustituyd el hidréxido de bario por hidréxido de
sodio a igual concentracidén, con objeto de evitar el efecto de los jo-
nes bario sobre la musculatura lisa intestinal. El ién sodio se mostré
en cambio completamente inoperante en este sentido y sin embargo esta
sustitucidén no parece menoscabar la eficacia del método de desproteini-
zacién utilizado (5, 9).

3.- Centrifugado.

Antes de la centrifugacidén propiamente dicha se refrigeraba la
centrifuga hasta una temperatura de 59-82C, conseguida la cual se in-
troducian en la centrifuga los frascos debidamente compensados. La cen-
trifugacién duraba 5 minutos a 6.000 r.p.m. y una vez transcurrido este
tiempo se sacaban los frascos y se disponian para su filtrado.

4.- Filtrado.

El sobrenadante obtenido de la centrifugacién era filtrado se-
guidamente a través de papel de filtro para analisis gravimétrico la-
vado a los 4cidos, obteniendose un liquido transparente e incoloro con
pH aproximadamente neutro.

5.~ Fijacidn del pH.

El volumen obtenido tras el filtrado se dividia en varias fraccio-
nes que eran guardadas en cimara frigorifica. Immediatamente antes de
la utilizacidén de estas fracciones para una experiencia, eran llevadns
a pll 4cido mediante la adicidn de pequeiias cantidades de Acido sulfi-
rico diluido, utilizando de esta forma }los mismos iones que darante 1a
desproteinizacién. El ajuste a pli = § se 1llevé a cabo mediante un pline-

tro Beckman (7, 9, 17).

II. BANO DE ORGANOS AISLADOS.

Las preparaciones de ileon son colocadas para su experimentacién en

un bafio para érganos aislados ( 2 ). En sus partes mis esenciales, un
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bafic de érganos aislados consta de lo siguiente (verifigura: 4.2):

El bafio propiamente dicho (A) o bafio externo cuya misién es mante-
ner, a través del agua que contiene, una tempeéatura constante gracias
a la intervencién de untermostato (A) incluido en el propio baiio.

La copa o bafio interno (C) que contiene la solucién nutricia, y
sumergida en ella la preparacién (P) de tejido aislado. Dicha prepara-
cién se encuentra sujeta por su extremo superior a una varilla fija-
dora (F) y por su parte inferior cuelga un pequefio contrapeso de 0.§
gramos unido a una barrita de hierro dulce de 1 centimetro de longi-
tud (B) que actita como niicleo de desplazamiento a lo largo de las espi-
ras de un transductor isoténico diferencial (T).

La solucidén salina nutricia se encuentra almacenada en un depdsito
(D) y antes de entrar en la copa debe ajustar su temperatura para lo
cual atraviesa un serpentin (S) sumergido en el propio bafo de érga-
nos.

El aireado se efectua por burbujeo desde el extremo inferior de la
copa mediante un delgado tubo de vidrio uno de cuyos extremos se con-
vierte en capilar exponiendolo a la llama de un mechero Bunseh y el
otro se conecta con una bomba de aire tipo pecera (V).

La solucidén salina de la copa se cambia con regularidad cada vez
que finaliza una brueba y se desea preparar la siguiente. En el pre-
sente trabajo el lavado de la preparacidén se hizo siempre por el sis~
tema de rebosamiento, dejando correr una cantidad de solucién salina
constante en cada caso y vaciando posteriormente la copa hasta un vo-
luwnen prefijado (25 ml), tras abrir la pinza de desagiie.

El volumen constante de arrastre se logra mediante la interposicidn
entre el depésito (D) y el serpeﬁtin (S), de un frasco graduado que se
llena a partir del depdsito hasta un nivel deseado abriendo la pinza
Pl. Posteriormente, al abrir la pinza P2, el volumen contenido en di-
cho frasco de lavado (L) baja arrastrando el 1iguido del serpentin
hacia el interior de la copa eliminando por rebosamiento el contenido

previo de 1la misna, que cae en el baflo externo.
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Los volumenes de arrastre y final de la copa eran de 50 y 25 ml res-

pectivamente.

2.- Solucién salina:

Las soluciones salinas para érganos aislados deben ser prepara-—-
das cuidadosamente, con materiales de gradeo de pureza analitico y agua
bidestilada.

Es aconsejable la utilizacidén de soluciones concentradas de depdsito
de cada uno de los componentes de la solucién evitandose de esta for-
ma la necesidad de tener que pesar cada producto durante su preparacién.
Las pesadas para estas soluciones madre deberin hacerse en balanzas con
errores inferiores al 1% de la masa del producto a pesar. Ademis estis
soluciones asi preparadas se conservan en el frigorifico durante una
semana, mientras que las soluciones ya diluidas solo tienen validez
para un dia. ,

Para nuestro trabajo utilizamos la solucidn de Tyrode, cuya prepara-
cién se hizo con arreglo a las instrucciones que figuran en ei cuadro
4.1.

Se utilizd sulfato de magnesio con 7H20 en lugar de cloruro de mag-
nesio, que por su caricter higroscédpico resulta de dificil pesada. En
este sentido no parece presentar problema alguno el cambio de idén ¢la-
ruro por sulfato. La reduccién consecuente en la concentracién de los
cloruros es pequefia, ya que la mayoria procede del cloruro de sodio.
Por otra parte la incorporacién de iones sulfato resulta completamete
inocua ( 10 ).

Por motivos completamente superponibles a los anteriores el cloruro
de calcio se empled en su forma bihidratada, de muy facil manejo (10).

La mezcla de las soluciones concentradas se hizo en el orden citado
en el cuadro con la excepcidn del cloruro de calcio que se afiadia al
final de cada preparacidn, una vez dilufidas casi a totalidad con agua,

a la vez que se agitaba con objeto de evitar la precipitacién de las
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de las sales de calcio. A

La solucién asi preparada se conserva aproximadamente 24 horas a la
temperatura ambiente y algo mis en el frigorifico. En cdualquier caso,
para el presente trabajo se deshecharon las soluciones que no habian
sido preparadas en el dia.

El gaseado de la solucién se realizé mediante una bomba de aire.

Puesto que el extracto a ensayar es un fluido biolégico, se adicio-
né,a la solucién de Tyrode, sulfato de atropina (5,1 x 10—6 moles/ml de

sol. salina), a fin de evitar las posibles interferencias debidas a una

eventual presencia de acetilcolina en el extracto ( 10 ).

.- Preparacidén de los farmacos utilizados.

Como norma general las soluciones se han preparado a partir de
un stock concentrado del que por diluciones sucesivas se obtenian las
concentraciones deseadas. Tanto las soluciones madre como las dilucio-
nes consiguientes se han preparado poco antes del comienzo de cada ex-
periencia. Como medio de dilucién se ha empleado solucién salina fisio-
l4gica en lugar de agua destilada ( 10 ). Todos los agentes incluido el
extracto esplénico han sido afladidos a la copa del bafio de érganos debi—
damente atemperadss en un bafio auxiliar a 372C, y en una cantidad, en
volumen, de 1 mililitro.

Las soluciones madre de los distintos agentes asi como sus dilucio-
nes han sido preparadas siguiendo un criterio comin basado en un sen-
cillo calculo:

Pm del agente a preparar, en mg/ml ——————————— sol. 1 M
mg disponibles del agente/ml =  ———————u sol. X M

lLas soluciones X M sirven como soluciones madre a partir de las
cuales y por sucesivas diluciones 1/10 se obtiénen las concentraciones
a utilizar. v

Teniendo en cuenta que la adicién de los distintos reactivos a la

copa representa una dilucidén adicional (25 ml en la copa + 1 ml de reac-
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tivo afiadido = 26 ml, vol. final en copa) se ha realizado la oportuna

correccién:

26 ml XM
1 ml M

De forma que la concentracién de las soluciones utilizadas se expre-
san en moles por mililitro de solucién de Tyrode (volumen final en la
copa) .

De todas las concentraciones examinadas, las mis utilizadas por sus
buenos resultados han sido:

- Para la histamina: Sol. 5.2 x 10-6M, conc. en copa: 2 x 10_7m01es/m1.

- Para el maleato de d-clorofeniramina: Sol. 9.8 x 10”6M, conc. en co-
pa: 3.8 x l0—7m01es/m1.
- Para el clorhidrato de difenhidramina: Sol. 9.8 x IO_SM, conc. en
copa: 3.8 x 10_6moles/ml.

- Para la serotonina: Sol. 2.6 x 10—4M, conc. en copa: 1 x IO—Smoles/ml.

Para la metisergida: So0l.6.5 x IO—SM, conc. en copa: 2.5 x 10—6moles/m1.

4.~ Preparacién del ileon aislado.

La preparacién del ileon aislado de cobaya es como sigue ( 10 ):

Se mata una cobaya mediante un golpe en la cabeza y posteriormen-
te se le corta el cuello para desangrarla. Se abre el abdomen, y cuando
se tiene localizada la unién ileo-cecal se corta a este nivel extrayen-
do unos 6 centimetros de intestino delgado terminal, adyacente a dicha
mién, que se colocan en una placa conteniendo solucién de Tyrode tem-
plada. Se limpia la pieza de mesenterio y se corta un trozo de unos 3
centimetros, preferentemente de la porcién terminal. En algunos casos
es necesario lavar el interior del ileon de restos alimenticios, 1o que
se consigue pasando a su través liquido de Tyrode con ayuda de una je-
ringuilla, pero cuidando de no ejercer una presién excesiva que pueda

dafiar la pieza.
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Posteriormente se ata un hilo a cada extremo del fragmento de intes-
tino y se coloca en un bafio para dérganos aislados sujeto por el extre-
mo superior a una varilla fija y por el inferior a un contrapeso del
que pende una pequetia barrita de hierro dulce que actiia como nicleo de
nn transductor isoténico diferencial ( ver figura: 4.3). La temperatu-
ra del bafio es de 379C y la pieza es gaseada mediante burbujeo direc-
to de aire en la copa.

Una vez efectuadas estas operaciones, se da a la pieza un periodo
de estabilizacién de 30 minutos, al cabo de los cuales se comprueba de
nuevo la longitud del trozo de intestino y se ajusta, si fuera necesa--
rio, a la longitud deseada de unos 3 centimetros.

La eleccién de la preparacién de ileon de cobaya se basé en que sus
respuestas a 1a histamina y serotonina son de sobra conocidas ( 6, 10 )
y en su baja motilidad basal que la hace especialmente indicada para el
estudio de niveles tisulares de nucleétidos ciclicos, ya que, al pare-

cer dichos niveles fluctuan durante la actividad espontanea ( 12 ).

§.- Método de registro grafico.

La actividad de la preparacidén se registré mediante un transduc-
tor isoténico acoplado a los aparatos consignados en el apartado de
material.

El transductor isoténico diferencial,cuyo diseiio, construccién y
puesta a punto fué llevada a cabo por personal de nuestro laboratorio
( 1), consiste en un puente de WHEATSTONE modificado, en el que un
ramal posee dos bobinas y el otro dus resistencias conocidas (vease fi-
guFa: 4.4). Durante el ensayo el micleo de hierro dulce se introdice en
la zona de las bobinas de moxdo que al modificarse la longitud de la
pieza intestinal (bien por contraccién o bien por relajacién) el nicleo
se desplaza a lo largo de las mismas lo que origina que una de ellas
tenga mayor inductancia que la otra con la consiguiente variacién del
voltaje. Dicha variacién es proporcional al movimiento experimentado

por el nicleo de hierro dulce y enviada como sefial eléctrica al apara-
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to de registro que la amplifica y la traduce en seiial visual grafican-
dola sobre papel y/o en la pantalla de un osciloscopio. El recorrido de
la palanca de inscripcién es proporcional al camino recorrido por el ni-
cleo de hierro dulce o 1o que es lo mismo al grado en que la pieza se

haya contraido o relajado.

IIX. DETERMINACION DE HISTAMINA.

Dentro de este epigrafe cabe distinguir dos bloque experimentales:

1/ Analisis de histamina en el extracto esplénico.

2/ Analisis de histamina en la solucién de Tyrode.

El primer bloque comprende el estudio comparativo de la posible pre-
sencia de histamina en el extracto frente a un placebo obtenido siguien-
do rigurosamente el procedimiento de extraccién detallado en el apartado 1
salvo que se omite la adicidn de los fragmentos de bazo de vaca.

Asi pues, durante la realizacién de este primer bloque se procedid
al. analisis de muestras de extracto esplénico y placebo, para su poste-
rior comparacién. ‘

En el segundo bloque se pretendia estudiar la posibilidad de que el
extracto esplénico 4cido, al ser afiadido a la copa del bafio de érganos,
propiciara la liberacién de cierta cantidad de histamina por parte de
la pieza intestinal.

La toma de muestras en este segundo bloque se realizd del signiente
modo:

Una vez colocada la pieza intestinal en el bafio de érganns, tal y
como se ha descrito en el apartado 11.4, y tras el correspondiente pe-
riodo de estabilizacién, se procedia a lavar la preparacién. Una vez
lavada y tras un periodo de reposo de entre (0 y 15 minutos, se va——
ciaba el contenido de la copa en un Erlenmeyer de 50 mililitros de ca-
pacidad. Inmediatamente se llenaba de nuevo la copa repitiendo el tiem-
po de reposo (10-1§ minutos) transcurrido el cual se afiadia un milili-
tro de extracto esplénico acido y rapidamente se colectaba el conteni-

do de la copa en otro Erlermeyer de la misma capacidad. Ambas muestras
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(antes y despues de la adicidn del extracto) eran analizadas y compara—
das.

El analisis de las muestras procedentes de ambos bloques se realizé
siguiendo el método fluorimétrico de SHORE y cols. ( 18 ); cuyo funda-
mento consiste en que la histamina se condensa con el O-ftalaldehido
dando un producto que emite fluorescencia en la zona de los 450 nm
cuando es excitado por una fuente luminosa cuya longitud de onda se
halla préxima a los 360 nm.

La histamina se extrae del extracto desproteinizado, primero con
butanol y tras afladir heptano, al extracto butandlico, se extrae al
fih-con acido sulfirico diluido. Este extracto 4cido se alcaliniza y
la histamina se condensa con el 0-ftalaldehido. El producto fluorescen-
te de dicha condensacién se estabiliza acidificando el medio. La fluo-
rescencia de esta solucién es proporcional a la cantidad de histamina
presente en la misma.

2.- Preparacidén de reactivos.

- 0-ftalaldehido: Se prepara al 1% en metanol; para ello se
disolvieron 60 mg del producto en 6 ml de metanol. La solucién asi pre-
pargda es estable, al menos, durante dos semanas siempre que se conserve
en cimara frigorifica y a oscuras. En nuestro trabajo se preparé poco

antes de cada ensayo.

- Estandards de histamina: Se preparan a partir de una solucién
madre al 10%. Para ello se disolvieron 16,6 mg de diclorhidrato de his-
tamina en 100 ml de 5éido sulfirico 0,05N. Una vez elaborada la solu-
cién madre era conservada en camara frigorifica por espacio de una se-
mana transcurrida la cual se deshechaba. Las diluciones estandard se
obtenian a partir de dicha solucién del modo siguiente:

1/ Se diluia 1 mililitro de solucién madre hasta 100 mililitros can
agua destilada para obtener una concentracién de 1 microgramo/ml.
2/ A continuacién 1 mililitro de dicha solucién se sometia a las

sighientes diluciones en dcido sulfirico 0,1 N:
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1/50  ~mmemmemeee 0.02 " "
| 1 S —— 0.04 " "
1/12,5 ~m e 0.08 " "
1/6,25 ~——mmm e 0.16 " "

Estas diluciones estandard se preparaban poco antes de cada ensayo
y eran utilizadas como patrones para la construccién de la recta es-
tandard sobre la que se extrapolaban los valores de fluorescencia de

las muestras problema.

3.~ Procedimiento experimental.

El desarrollo experimental fué el siguiente:
1/- Se ponen 4 mililitros de las muestras problema a analizar

en tubos de centrifuga con tapén de vidrio esmerilado conteniendo:

- 0.5 ml de NaOH 5N
- 1.5 gr de ClNa
- Agitar (agitador vibrador)
2/~ Afadir 10 mililitros de n-butanol. Agitar § minutos (agita-
dor de bandeja).
3/~ Centrifugar (3000 r.p.m., entre § y 10 minutos), descartar
la fase inferior (acuosa).
4/~ Afiadir 3 mililitros de NaOl O.1N saturada con ClNa a la fase
orginica., Agitar 1 minuto (agitador de bandeja). Centrifugar (3000 r.p.m.
entre 5 y 10 minutos).
§/- Pasar 4 mililitres del extracto butandlico a un tubo de cen-
trifuga con tapén de vidrio.
6/- Afiadir 7.5 mililitros de n-heptano. Agitar (agitador vibra-
dor). ‘
7/~ Aiadir 2.5 mililitros de 4dcido sulfiirico 0.1N. Agitar § mi-

nutos (agitador de bandeja).
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8/- Centrifugar (3000 r.p.m. entre § y 10 minutos). Eliminar la
fase organica.

9/~ Colocar 2 mililitros del extracto 4cido obtenido tras el pa-
50 8 en un tubo de ensayo y afladirle 0.4 mililitros de NaOH IN. Agitar
{agitador vibrador).

10/~ Afiadir 0,1 mililitros de O-ftalaldehido al 1% en metanol.
Agitar (agitador vibrador).

11/- Exactamente 4 minutos despues afiadir 0.2 mililitros de 4ci-

do sulfiirico 2N. Agitar (agitador vibrador).

Con este 1iltimo paso tenemos ya preparadas las muestras para su pos-
terior lectura en el espectrofluorimetro.

Las soluciones problema-referencia se obtienen siguiendo fielmente
todo el procedimiento que acabamos de detallar pero invirtiendo el orden
de los pasos 10 y 11.

Las soluciones estandard se preparan sometiendo 2 mililitros de ca-
da dilucidén estandard a los pasos 9, 10 y 11 exclusivamente.

Las soluciones estandard-referencia se obtienen tratando 2 mililitros
de cada dilucién estandard a través de los pasos 9 , 11 y 10 exclusiva~
mente y por ese orden. :

La eficacia del método se determiné cebando muestras de placebo y
solucién de Tyrode con concentraciones conocidas de histamina y some-

tiendolas: a todas las manipulaciones del proceso experimental (pasos

1 all).

IV. DETERMINACION DE NUCLEOTIDOS CICLICOS.

En la experimentacién con nucledtidos ciclicos cabe distinguir dos
fases:
1/- Deteccidn de nucleétidos ciclicos en el extracto.

2/~ Deteccién de nucledtidos ciclicos en el tejido intestinal.

En el transcurso de la primera fase, se realizé un analisis compa-

rativo del contenido de cAMP y cGMP en extracto esplénico y placebo gre-
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parados segin la normativa descrita en el apartado I; para ello, se uti-
1lizd la técnica del radioinmunoanalisis (RTA).

En la segunda fase se pretendia determinar los niveles de cAMP y c(MP
en la pieza intestinal, tras la adicidén de extracto esplénico acido.
Para ello, se utilizdé un método basado en el que describen LEE, KUO,
GREENGARD ( 14 ) y GARTHWAITE, BALAZS ( 8 ), que detallamos a continua-
cién:

Se sacrifica una cobaya de entre 400 y 500 gr de peso, mantenida
en ayunas desde 48 horas antes (vease apartado I1.4), se le abre el
abdémen y z partir de la vidlvula ileocecal se cortan 6 centimetros de
intestino delgado sumergiendolos en solucién de Tyrode templada. Se
limpia meticulosamente de mesenterio y en su caso de restos alimenti-
cios (vease apartado II1.4). Posteriormente, se introduce cuidadosamen-
te por la luz intestinal una barrita de vidric en la que en uno de sus
extremos se ha practicado una pequefia hendidura de bordes suavizados
a la 1lama. Un extremo,el mis alejado de la unidm ileocecal, se aproxi-
ma hasta la hendidura y mediante un hilo se ata la pieza a la barrita
utilizando dicha ranura como punto de sujeccién. Entonces suavemente y
empujarclo por el extremo opuesto a la ligadura se evierte el intestino
de modo que la mucosa quede a la vista, Immediatamente despues se reali-
zan dos lavados sucesivos con 100 mililitreos de solucién de Tyrode a
379C, cada vez, y con ayuda de una espatula y una lupa binocular se
elimina la capa mucosa cuidando de no lesionar la capa muscular. A con-
tinuacién, se corta longitudinalmente el fragmento intestinal de modo
que chtenemos una 1imina rectangular de células muscndares. Dicha 14-
mina se coloca en un porta transparente de plastico y se extiende que-
dando adherida por capilaridad ya que se halla empapada en solucidén de
Tyrode. Una vez que tenemos asi dispuesta la lAmina muscular, el porta
se coloca sobre una empalizada de finisimas cuchillas de acero (vease
apartado ITI.D en la seccién de material) separadas 0,5 milimetros

entre si y mediante una espatula presionamos el porta hasta observar
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que las cuchillas traspasan la_pieza. Esta operacidén se realiza dos ve-
ces, una en sentido longitudinal y otra en sentido transversal, consi-
guiendo fragmentar la preparacién intestinal en numerosos trocitos de
aproximadamente 0.5 x 0.5 mm, que son suspendidos en 50 mililitros de
solucién de Tyrode a }72C. Esta suspensién se centrifuga a 1000 g du-
rante 30-60 segundos eliminando a continuacién el liquido nutricio y
resuspendiendo los fragmentos en nueva solucién de Tyrode a 37°C. El
lavado se repite una o dos veces mis y finalmente la suspensidén se co-
loca en un bafio a 372C. Con ayuda de un agitador magnético se remieve
la suspensién y se divide en partes alicuotas de 2.5 mililitros que con-
tienen alrededor de 11.1 mg de proteina/ml., traspasandolas a pequefias
cipsulas de porcelana. Las alicuotas asi preparadas se mantienen en in-
cubacidén a 372C. Una vez efectuado esto, se procede a afiadir a distin-
tos tiempos de incubacién el extracto esplénico 3cido.

La cantidad de extracto esplénico 4cido afladida a cada alicuota de
2,5 ml fué de 0,1 ml a fin de ccnservar la proporcidén respecto a la
cantidad utilizada en otros momentos del presente trabajo (1ml/25ml).

A los tiempos de incubacidén que se especifican en el apartado de re--
sultados, las reacciones fueron detenidas mediante ebullicién de los
incubados ( 8 ) y , tras pasarlas a tubos de homogeneizacién de 12 ml
de capacidad, fueron homogeneizados (convenientemente refrigerados) en
un homogeneizador de ultrasonidos a una frecuencia de 6 Kciclos duran-
te dos minutos. Estos homogenados se centrifugaron (6000 r.p.m., duran-
te 5 minutos) utilizando los precipitadqs para la determinacién de pro-
teinas ( 14 ) y los sobrenadantes se procesaron por RIA mediante kits
comerciales del "Radiochemical Centre" ( 8 ).

A.- RIA DE cAMP.

El método se basa en la competicién que se establece entrevel
cAMP frio (no-marcado) y una cantidad determinada de ¢AMP marcado con
tritio, para unirse a una proteina que posee gran afinidad y especifici--

dad por el cAMP.
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La cantidad de complejo proteina-cAMP marcado , formado durante el
proceso, es inversamente proporcional a la cantidad de cAMP-frio pre-
sente en la muestra analizada.

La medicién de la radiactividad ligada a la proteina nos permite
calcular la cantidad de cAMP no-marcado en la muestra.

La separacién entre el cAMP unido a la proteina y el cAMP no unido
se lleva a cabo mediante adsorcién del nucleétido libre en una matriz
de "charcoal" y posterior centrifugacién.

La radiactividad contenida en partes alicuotas del sobrenadante
procedente de la centrifugacién se determina mediante la técnica del

centelleo liquido.

1.~ Preparacién de reactivos.

Todos los reactivos utilizados en el RIA de cAMP son componen-
tes de un kit (vease apartado I1.E de material) y se siministran en
forma de polvo liofilizado.

Las soluciones de estos reactivos se prepararon siguiendo las
instrucciones de la firma expendedora "The Radichemical Centre':

Reactivo 1.- Buffer Tris/EDTA: Se disuelve el contenido del frasco
en 25 ml de agua destilada para obtener una solucidn aproximadament.e
0.05M con un pH de 7.5 y un contenido de 4 mM de EDTA.

Reactivo 2.- Proteina-ligadora: Se prepara disolviendo el contenido
del frasco en 15 ml de agua destilada y sgitando suavemente a fin de
evitar la formacién de espuma.

Reactivo 3.- (8—H3)—Adenosin 37: §'monofosfato ciclico (cAMP-marcado):
Se disuelve el contenido del vial en 10 ml de agua destilada.

Reactivo 4.- Adenosin 3°: 5 monofosfato ciclico (cAMP-frio): Se afia-
den 5 ml de agua destilada al frasco y se agita obteniéndose una solu-
cién con 320 pmoles/ml.

Reactivo §.- Charcoal: Este material adsorbente se prepara anadiendo
20 ml de agua destilada helada en el recipiente que lo contiene. La

suspensién resultante se mantiene en un bajio helado y bajo agitacidn
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constante mediante un agitador magnético.

2.~ Preparacion de los estandards.

Se preparan a partir de la solucién de cAMP-frio (reactivo 4) del
siguwiente modo:
Se colocan 0.5 ml de buffer (reactivo 1) en cuatro tubos de ensayo
A, B, C, D. En el tubo A se afiaden C.§5 ml de solucién de cAMP-frio (reac-
tivo 4). En el tubo B se afladen 0.5 ml de solucién A, etc.... . De mo-

do que obtenemos las siguientes concentraciones estandard por 50 micro-

litros:
Solucién de cAMP-frio (react.4)--—---—- 16 pmol/50 sl
" " A e 8§ "
" " I 4 " "
" " — 2 v om
" " D e 1 » "

3.~ Estabilidad de los reactivos.

Los reactivos 1 a § una vez disueltos tienen una duracién maxima
de una semana si se mantienen en camara frigorifica a temperaturas de
entre 2-42C y de dos meses si se congelan inmediatamente despues de su
utilizacién. En este caso no se aprecian variaciones significativas in-
cluso despues de varios ciclos de congelacién-descongelacidn.

El kit completo coro tal tiene una duracién de 4 meses a partir de la
fecha de expedicién.
Las soluciones estandard de cAMP se preparan poco antes de comenzar

la experiencia.

4.~ Procedimiento experinmental.

El proceso experimental se desarrollé de acuerdo con las instruc-
ciones recomendadas por el proveedor "The Radiechemical Centre'", que

describimos a continuacién:

1/~ Se coloca un nimero suficiente de pequefios tubos de centrifu-
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ga con tapdn, en gradillas adecuadas dentro de un bafio refrigerado a
2~-4°C. Los 14 primeros tubos se utilizan para determinar: dosis "blan-
co", dosis "cero" y dosis estandards, y los siguientes se utilizan pa-
ra las muestras problema.

2/~ Se pipetean 150 microlitros de buffer Tris/EDTA (reactivo 1)
en los tubos 1 y 2. Estos tubos sirven para determinar las cuentas de
fondo debidas a los reactivos del ensayo.

3/- En los tubos 3 y 4 se pipetean 50 microlitros de buffer
Tris/EDTA (reactivo 1). Estos tubos se destinan al analisis de la dosis
"cero", es decir, radiactividad total unida a la proteina en ausencia
de cAMP-frio.

4/- En los tubos 5-14 se afiaden, por duplicado, 50 microlitros
de cada diluciéu de cAMP-frio (reactivo 4) comenzande por la de menor
concentracién (tubo D).

5/- En los tubos siguientes al tubo nimero 14 se afiaden 50 mi-
crolitros de la muestra problema que se quiere analizar. .

6/- Se aiiaden 50 microlitros de cAMP-marcado (reactivo 3) a
todos y cada uno de los tubos a procesar.

7/~ Tanto en los tubos 3 a 14 como en los tubos problema se
afiaden 100 microlitros de proteina-ligadora (reactivo 2).

8/~ Se agitan (agitador vibrador) todos los tubos durante unos
5 segundos.

9/- Se colocan de nuevo en el bafio refrigerado a una temperatu-
ra de entre 2-4°C y se les deja incubar por un periodo que puede va-
riar entre 30 minutos y 18 horas. Aunque en 30 minutos la reaccién de
unién del cAMP con la proteina especifica alcanza ya el equilibrio,
conviene dejar un tiempo de reaccidén de unas dos horas con el fin de
minimizar la variacién dentro del enéayo.‘ o

10/- Unos 15 minutos antes de que finalice la incubacidén se pre-

para la suspensién adsorbente tal y como se ha descrito anteriormente.
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11/~ Al finalizar 1a incubacidén se afiade a todos y cada uno de
de los tubos 100 microlitros de la suspensién adsorbente (reactivo §)
y se agitan brevemente. No debe afiadirse este reactivo mis que a aque-
1los tubos que puedan‘ser centrifugados de una sola vez.

12/- Una vez que se ha efectuado la adicién del adsorbente se
procede a centrifugar (12000 r.p.m. durante 10 minutos) tras un perio-
do de reposo que no debe de exceder los 6 minutos contados desde la
adicién del adsorbente al dltimo tubo, ni tampoco debe de ser inferior
a 1 minuto.

13/~ Una vez realizada la centrifugacién, con cuidado de no tocair
el precipitado, se toman 200 microlitros de cada tubo y se colocan en
viales de centelleo con el liquido de centelleo apropiado (vease mis
adelante). Estos viales as{ preparados, estan ya dispuestos para la

lectura en el espectrofotémetro de centelleo liquido.

5.— Especificidad del ensayo.

El ensayo resulta altamente especifico para el cAMP. Baste de-
cir que los nucledtidos, potencialmente existentes en extractos como
el que nos ocupa, capaces de producir interferencias en el ensayo:

ATP y cMP, deben de exceder en 1 millén y 200 veces respectivamente
a la cantidad de cAMP presente en el tubo de ensayo para dar lugar a
reacciones cruzadas. Ello descarta la posibilidad de tales interferen-
cias por parte del ATP y también del cGMP a la vista de las concentra-
ciones de este nucleétido halladas en diversos tejidos ( 20 ).

Por otro lado, todos los reactivos del kit poseen cierta cantidad
de EDTA, sustancia que inhibe marcadamente la actividad de la fosfo-

diesterasa ( 4 ) evitando con ello posibles perdidas de cAMP.
B.- RIA DE cGMP,

El fundamento de este ensayo estriba en la competencia que se
establece entre el cGMP-frio y una cantidad fija de c@P-marcado con

tritio por unirse a un antisuero altamente especifico para el cGMP.



La cantidad de cMP marcado que se une al antisuero es inversamente
proporcional a la cantidad de cQMP presente en la muestra a analizar.
Midiendo la radiactividad unida al anticuerpo podemos calcular la can-
tidad de ¢c@MP-frio de la muestra.

La separacién entre el cGMP unido al anticuerpo y el cGMP libre se
lleva a cabo por precipitacidn con sulfato amdnico y posterior centri-
fugacién. El precipitado que contiene el complejo cMP-anticuerpo se
redisuelve en agua,despues de haber eliminado el sobrenadante, y se

afade a frascos de centelleo para su posterior contaje.

1.- Preparacién de los reactivos.

Todos los reactivos utilizados en el RIA de c¢cMP vien=zn, al
igual que los del RIA de cAMP, en forma de polvo seco (vease apartado
II.E de material).

Las soluciones se han preparado siguiendo las instrucciones espe-

cificadas por "The Radiochemical Centre":

Reactivo 1.- Buffer Tris/EDTA: Disolver el contenido del vial en 25
mililitros de agua destilada. Se obtiene asi una solucidn 0.05M, a
pll = 7.5, que contiene 4mM de EDTA.

Reactivo 2.- Antisuero: Aiadir 7.5 mililitros de agua destilada al
frasco y agitarlo guavenente para evitar la formacién de espuma.

Reactivo 3.- (8-"3)~Glanosin 3”: § monofosfato ciclico, (c@IP-marca-
do): Afadir 10 mililitros de agua destilada y agitar.

Reactivo 4.- Guanosin 3°: 5 monofosfato ciclico, (cMP-frio): Des-
tapar con cuidado el vial para evitar perdidas de material y afadir
§ mililitros de agua destilada. Agitar.

Reactivo 5.- Reactivo "blanco": Afadir 2 mililitros de agua destila-
da y agitar.

Reactivo 6.- Sulfato aménico: Pcner el contenido del frasco en un
Erlemmeyer de 200 mililitros de capacidad y afladir 15C mililitros de

agua destilada fria (Esta solucién no debe hacerse en matraz aforado
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enrasando a 150 mililitros puestq que de este modo se obtiéne una solu-
cidn incorrecta). Agitar hasta la completa disolucién del reactivo y man-
tenerlo en camara frigorifica a temperaturas entre 2-42C hasta el momen-
to de su utilizacién.

La cantidad de sulfato aménico es de 58.8 gramos y al disolverlcs en

150 mililitros de agua destilada da como resultado una solucidén satura-

da al 60%.

2.- Preparacién de los estandards.

Despues de reconstituir el reactivo 4 se obtiéne una solucién
con 8 pmoles de cGMP/100 microlitros. Los demis estandards de 4, 2,
1y 0.5 pmoles/100 microlitros, se preparan del modo siguiente: En 4
tubos A, B, C, D, se afladen 0.5 ml de buffer Tris/EDTA (reactivo 1).
Al tubo A se le affaden 0.5 ml de reactivo 4 obteniéndo una dilucién
1/2 (4pmol). Al tubo B se le afladen 0.5 ml del tubo A para conseguir
una dilucidén 1/4 (2 pmol) y asi sucesivamente. Al final obtendremos

§ concentraciones estandard:

Solucién de cMP original (react. 4) —————- — 8 pmol/100 1
" A __ 4 " "
" B g "
" c 1 v "
" D 5" "

En varias ocasiones se utilizé un sexto estandard con 0.25 pmol/lOO

microlitros.

3.- Estabilidad de los reactivos.

En estado de polvo seco puede permanecer almacenado durante 3
meses a 2-42C sin cambios apreciables.
En solucién son estables durante dos semanas a 2-49C y durante dos

meses si se congelan inmediatamente despues de su uso y se mantienen
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a temperaturas bajo cero. En este- caso pueden realizarse hasta 6 ciclos
de congelacidé-descongelacién sin variaciones apreciables de calidad.
Las diluciones estandard se prepararon poco antes del comienzo de

cada experiencia.

4.~ Procedimiento experimental.

Se siguid el recomendado por "The Radiochemical Centre", que des-
cribimcs a continuacidn:

1/~ Se coloca un nimero de tubos con tapén, suficientes para el
analisis de estandards, dosis "cero", dosis "blancc" y problemas a de-
terminar, en un bafio refrigerado entre 2-42C.

2/- Se pipetean 50 microlitros de ¢c@P-marcado (reactivo 3) en
cada uno de los tubos a ensayar.

3/~ Se pipetean 100 microlitros de buffer (reactivo 1) en los
tubos 1 y 2. Estos tubos se emplearan para determinar la dosis "cero",
es decir, la unién de c@MP-marcado al antisuero en ausencia de c@{P-frio.

4/- En los tubos 3-12 se afiaden 100 microlitros de cada dilucidn
estandard comenzando por la mis diluida. Cada dilucién se analiza por
duplicado.

5/- En los tubos dispuestos para los problemas se afiaden 100
microlitros del problema a analizar.

6/~ En los tubos 13 y 14 se afiaden 100 microlitros de reactivo
blanco (reactivo 5). Este reactivo desplaza completamente al cGMP-mar-
cado de los lugares de unién al antisuero y por ello estos tubos se
utilizan para determinar el nimero de cuentas achacables a los reac-
tivos del ensayo.

7/~ Una vez que se ha procedido del modo expuesto, se ailadenh 50
microlitros de antisuero (reactivo 2) a todos y cada uno ce los tubos.
Se tapan y se agitan durante unos segundos (agitador vibrador).

8/- Tras la agitacién los tubos se dejan reposar a 2-4°C por

espacio de una hora y media; tiempo suficiente para que se alcance el

185



equilibrio de la reaccién de unién : cMP-antisuero.
La incubacién puede prolongarse hasta 18 horas sin problemas, siempre

y cuando todos los tubos esten sujetos a la misma condicién.

9/~ Acabada la incubacién se destapan los tubos y se afiade 1 ml
de sulfzto aménico helado a tantos tubos como puedan ser centrifugados
de una sola vez. Se agitan (agitador vibrador) umos segundos y se co-
locan de nuevo en el bafio frio durante § minutos contados desde 1la a-
dicién de sulfato aménico al dltimo tubo.

10/- Transcurridos Jos cinco minutos se procede a centrifugarlos
(8000 r.p.m. durante 10 mimrtos).

11/~ Efectuado lo cual se decanta el sobrenadante y se deshecha,
limpiande la embocadura de los tubos con un trocito de tejido para eli-
minar pequefias gotas de sobrenadante que hayan podido quedar adheridas.
Este sistema se sustituyd, tras el correspondiente estudio comparativo,
por un sistema menos engorroso consistente en aspirar el sobrenadante
mediante el vacfo realizado por una trompa de agua.

12/- Al finalizar el procesado de todos los tubos se agrega en
cada uno 1,1 ml de agua destilada. Se tapan y se agitan hasta la com-
pleta redisolucién de todo el precipitado. Una vez concluida esta ope-
racién se toma 1 ml de cada muestra y se coloca en su correspondiente
vial de centelleo a fin de proceder a su posterior lectura.

5.~ Especificidad del ensayo.

Resulta altamente especifico pzra el c(MP puesto que para la
aparicién de interferencias es necesaria la presencia en la muestra a
analizar de aproximadamente 100.000 veces mis cAMP que cMP, lo que
es muy poco probable dadas las cifras normales de cAMP en este tipo
de fluidos bioldégicos ( 20 ).

Otros nucleStidos como el ATP, ADP, AMP y GIP, GDP, GMP, deben de
exceder en 500,000 y 50.000 veces, respectivamente a la cantidad de

cMP para producir interferencias.
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La presencia de EDTA en cada uno de los reactivos asegura la mixima
provisién de c(MP puesto que evita su metabolizacién a cargo de la --

fosfodiesterasa ( 4 ).

C.- TECNICA DE CENTELLEO LIQUIDO.

Es una técnica ampliamente utilizada para medir isétopos emi-
sores de particulas beta, tales como el carbono-14 y el tritio. Se
basa en la capacidad que ciertas sustancias llamadas "centelleantes"
("scintillators") poseen para captar la energia radiante liherada
durante la emisidén de una particula beta y reexpedirla en forma de
luz ( 13 ).

Existen dos tipos de sustancias "centelleantes": primarias y secun-
darias. Las primarias son sustancias con gran capacidad de produccién
de luz en presencia de energia radiante; mientras que las secundarias
se utilizan en funcién de las caracteristicas opticas del aparato de
lectura c contador y sobre todo para disminuir la posibilidad de per-
dida de cuentas ("quenching") y elevar con ello la eficacia del méto-
do. Su actividad primordial consiste en absorber la luz emitida por
la sustancia centelleante primaria y reemitirla a una longitud de on-
da mayor, de modo que se halle en la zona de mixima sensibilidad del
espectrofotémetro de centelleo.

Ademis de las sustancias "centelleantes", la preparacién Ae la so-
lucién de centelleo requiere de solventes apropiados. La eleccidén de
los mismos se efectia en funcién de su solubilidad para la muestra a
analizar y de su transparencia a la energia radiante. Si 1a muestra
es soluble en disolventes orginicos suele utilizarse el tolueno y si,
por el contrario, es acuosa se utiliza el 1,4 dioxano dada su miscibi-
lidad con el agua.

1.- Solucién de centelleo.

En el caso que nos ocupa las muestras a analizar eran acuosas

por lo que la solucién de centelleo debia ser miscible con el agua.



Existen varias firmulas para preparar esta solucién y de todas ellas
elegimos la férmula de BRAY ( 3 ), por tres razones fundamentales: su
elevada miscibilidad con el agua, su buena eficacia, y por ser una de
las soluciones de centelleo que "The Radiochemical Centre" recomienda
para estos kits.

La solucién de BRAY es como sigue:

Dioxano ————-————eeeem c.s.p. 1 litro

- Metanol - 100 ml.
- Etilenglicol ————ee—m— 20 ml.
- Naftaleno  ——————-— 60 gr.
-PPO ———— 4 gr.
- Dimetil-POPOP ———-oeemme 200 mgr.

El dioxano durante su almacenamiento suele formar peréxidos que
propician la aparicién de "quenching”, para evitarlo le adicionabamos
1 mgr de dietil-ditiocarbamato s6dico/100 ml ( 13 ).

Esta solucién asi preparada acepta por encima del 20% de agua.

2.~ Preparacién de los viales para la lectura.

Una vez preparada la solucién de cventelleo se reparte en viales
de vidrio con tapén roscado a razén de 10ml en cada vial. Posteriormen-
te,se agrega a cada uno el correspondiente volumen de las muestras pro-
cedentes del RIA y tras suave agitécién se les permite reposar en la
bandeja del contador por un periodo de entre 2 y 3 horas, transcurridas

las cuales se procede a su lectura.
3.- Lectura.

El espectrofotémetro de centelleo ( contador ) es un aparato que,
simplificando al miximo, funciona del modo siguiente (vease figura:4.5}:
Los frascos colocados en la bandeja son transportados mediante un

cinturén de arrastre hasta el nicho de lectura. Una vez allf, median-

te una pequeiia plataforma dotada de mcvimiento ascendente y descendente
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el frasco accede al interior del nicho ubicandose a la altura del tubo
fotomultiplicador.

La energia radiante liberada durante la emisiém de particulas beta
por el isdtopo radiactivo atraviesa los solventes de un modo proporcio-
nal a su transparencia a la radiacién y alcanza a las sustancias "cen-
telleantes" que absorben dicha energia y la reemiten en forma de luz
(fotones) cuya intensidad serd proporcional a la energia recibida.

Esta luz (fotones) llega a un fotocitodo en el tubo fotomultiplicador
y convierte dichos fotones en fotoeléctrones primarios.

Los fotoeléctrones primarios son multiplicados en el tubo fotomul-
tiplicador produciéndose pulsos eléctricos mensurables (cada particu-
la beta emitida daria lugar a un pulso eléctrico) que son amplificados,
a continuacién, por una unidad amplificadora. Los pulsos amplificados
atraviesan un analizador que actéia a modo de filtro y posteriormente
un detector ("scaler") capta los pulsos y los anota en un display
digital como simples cuentas.

Las lecturas se registran en papel como cuentas por minuto (c.p.m.),
mediznte un teletipo.

En nuestro caso, las condiciones de lectura fueron las sigiientes:

- Isétopo : tritio
- Tiempo de lectura: 4 minutos (tal y como recomienda "The
Radiochemical Centre').
- NéGmero de lecturas de cada vial: 2
- Cada lectura fué automi ticamente contrastada por el pro-
pio aparato, merced a una fuente de Cesic que actuaba como

estandard externo.

La eficacia del RIA para ambos nucledtidos se determind en la prime-
ra fase (extracto-placebo) cebando alicuotas de placebo con una canti-~
dad conocida: de cAMP y cMP resprctivamente. Y en la segunda fase

(extracto de tejido intestinal) se determiné afiadiendo a alicuotas de
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de solucién de Tyrode, cuantidades conocidas de ambos micleétidos y so-
metiendolas a todas las operaciones de extraccién especificadas al co~

mienzo del presente apartado.

V. DETERMINACION DE PROTEINAS.

Los precipitados protéicos procedentes de los homogenados destina-
dos a la medicidn de nucleétidos ciclicos eran recogidos y tras diluir-
los con 3 ml de agua destilada eran congelados y conservados a -209C
hasta el momento de su determinacidén. El método utilizado, para ello,
fué una variante automatizada del clisico método de LOWRY ( 11, 15 ).

Este método se basa en que al afiadir sucesivamente una sal de cobre
en medio alcalino y el reactivo de fenoles de Folin-Cicoalteu a una
solucién protéica diluida, ésta desarrolla una ccloracién azul que
guarda proporcién con la cantidad de proteinas. Dicha coloracidén es
el resultado de la reaccién del cobre sobre los enlaces peptidicos
(biuret) y de la reduccidn del icido fosfo-tiingstico-molibdico por la
tirosina, el triptéfano y la cisteina.

La nueva versidn automatizada de éste método, puesta a punto en
nuestro laboratorio, aparece esquematicarente descrita en el protocolo

adjunto.
VI. CALCULOS.

A.- En la determinacién de histamina.

E1l contenido de histamina en las muestras problema se obtiene
extrapolando sus correspondientes valores de fluorescencia, sobre una
recta estandard construida a partir de las lecturas de fluorescencia
de cinco soluciones de histamina de concentracidén conocida.

Cada una de las soluciones estandard de histamina se analiza por
triplicado. Por tanto, el valor de fluorescencia utilizado es la media

de tres valorves:
i Fstd”+ Fstd” "+ Fstd” ™~

3

Fstd. =
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: \& ELECTRO-NUCLEONICS INC.
24 EUROPE

“Tramsi 39-Breda- Holland
Tel. 01600-45565
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Procedure sheet for  prorernas- TotaLEs  (LowrY)

Reaction - | Rotoloader instructions

Sample volume 1 Yo )11
Flusgvolume §8 ::!. z ég%)'ﬁ Into Well
Reagent | volume 380 nl, ( 40%) into Well
Reagent Il volume ul, { 80%)' Into Well
1) for pumpa of 20, 200, ]000, 50

. Sample swilch position C
Blank switch position Reagent
Standard into posilion

2
Sample | Gemsaec instructions
Solucién proteica ({leon de cobaya) Reactiontemp.  379¢
] Wavelength
diluida 1/30 . Filter position 5 78'5
Reactionmode end-point
Reagent preparation Runningmode ~auto
A-Solucidn alcalina: Initial Reading Reading Intervel  Number of Resdings
~Carbonato de sodio anhidro: 20grs. 180 30 1
: . sec. soc. I
-Tartrato de sodio y potasio: 0.2grs
—Hidréxido de sodio O.IN : 1 litro Computer instruction
. R IR = ;80 TC = Hl =
B-Solucién ciprica: ) ARt = 30 AD = LO =
’ NR = 1 CD = 2 RM =
-Sulfato de cobre.SHZO : 0.5rs. TF = {.00 SA = 2 XX =
SC= ¢
-Acido sulfirico (conec.): 1 gota KT = ?’(5)3

~-Agua destilada : 100ml.

'C-Folin-Cicoalteu (Merck)

o Specific procedure notes
REACTIVO I : 50ml de A + 1 ml de B

(estabilidad 24 horas). ‘ Patrén Ortho, §,8 grs/100 ml, dilufdo

REACTIVO IT: 1 ml de C en 2 ml de agua 1/100. Debidamente contrastado con

destilada (estabilidad 24 horas a 49C). un patrén de serr;albumina bovina
References . aplicando el método mantal.

Una vez preparado el disco, incubarlo

§ minutos a 379C
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Lo mismo ocurre con las soluciones "estandard-referencia" y en con-
secuencia:
Fstd-ref! + Fstd-re€!” + Fstd-ref!””’
3

La fluorescencia final de cada concentracién estandard viene dada

Fstd-ref. =

por:

Fstd ~ Fstd-ref. = Fs
As{ pues, si en un sistema de coordenadas cartesianas representamos
los valores de Fs en ordenadas frente a las respectivas concentracjones
en abscisas definiremos cinco puntos con los que constriiir la corres-
pondiente recta estandard. -
La fluorescencia Fp final de las muestras problema se calcula de un

mcdo idéntico, pero teniendo en cuenta, que en este caso el analisis

se verifica por duplicado.

Los valores de Fp vienen, ademis, corregidos en virtud del porcen-
taje de recuperacién del método, estimado en un 60% (.18 }, que en nues-
tro caso fué del 50,1% durante el primer bloque experimental y del 45,75%
en el segundo bloque.

La correccién se lleva a cabo multiplicando la Fp por 100 y dividien-

por el porcentaje de recuperacién, es decir:

Fp x 100

50,1

Fp x 100

45,75
0. lo que es lo mismo: Fp x 2y Fp x 2,2 respectivamente.
Al extrapolar los valores de Fp sobre la recta estandard obtenemos
las concentraciones correspondientes eapresadas en microgramos/ml.
La construccién de la recta de regresién asi como la extrapolacién

de las fluorescencias problema se efectuaron con el auxilio de un
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ordenador acoplado a un graficador, debidamente programados.

B.- En la determinacién de nucledtidos ciclicos.

Las lecturas realizadas por el espectrofotémetro de centelleo
vienen expresadas en cuentas por minuto (c.p.m.). Normalmente, las va-
riaciones del nimero de cuentas entre las muestras no son grandes, lo
que permite el uso directo de las c.p.m. sin necesidad de recurrir a

transformarlas en desintegraciones por minuto.

Conviene indicar que todas las muestras se procesaban por duplicado

y que en cada ensayo se determinaban dos series de concentraciones es-
tandard conocidas (4 tubos de cada concentracién) en cada una de las
cuales se ingertaban pares de tubos destinados a medir la dosis "cero!
{radiactividad unida a la protefna especifica eh ausencia de nucleéti-
do ciclico no-marcado) y la dosis "blanco" (radiactividad de "fondo"
debida a los reactivos y al propio contador). As{ pues, los valores
finales constitufan la media de dos valores para las muestras proble-~
ma y de cuatro valores para las demis muestras.
Una vez obtenidos estos promedios en c.p.m., se les restaba el va-
lor medio de la dosis "blanco" a fin de eliminaf las cuentas de "fondo"
. ¥ posteriormente se construfa una curva estandard mediante los patrones
de concentracidn conocida. Para ellc, entre varios métodos de repre-
sentacién grifica, se eligid el método Logit/log, ya que posee una
gran linearidad que mejora sensiblemente la exactitud y reproductibi-
lidad de los resultados ( 16 ).
Este método consiste en representar en un sistema de coordenadas
métricas, Logit Y en funcién del logaritmo de la concentracién (Log ).

La ecuacién de la recta subsiguiente viene dada por:

logit Y = + P log C + Q

En donde,




Es decir, porcentaje de nucleétido ciclico marcado combinado con 1a
proteina, siendo B = nimerc de c.p.m., obtenidas con cada concentracidn
estandard y T = nimero de c.p.m. totales correspondientes a la dosis "ce-
ro".

Y,

Logit Y = 1In Y
100-Y

Una vez definida la pendiente P y el termino independiente Q de la
ecuacién de la recta, mediante las cinco concentraciones estandard, po-
demos calcular la concentracién de los problemas con solo despejar log
de C en dicha ecuacién.

En nuestro caso, una vez conocidas las distintas funciones matemiti-
cas necesarias, se realizdé un prbgrama que grabado en tarjeta magnética
permitia procesar todos lcs datos en una calculadora dotada de grafica-
dor, de modo que,introduciendo los valores en c:ﬁ.m. y las concentra-
ciones estandard, se obtenian diréctamente la curva patrén y las con-
centraciones de las muestras problema en pmoles/tubo.

En éste caso no fué necesario efectuar ninguna correccidén puesto que

la eficacia del método rondaba el 100%.
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5. RESULTADOS



I. DISTRIBUCION ESQUEMATICA.

A/ .- PRUEBAS FISIO-FARMACOLOGICAS.

En las que se incluyen los distintos resultados obtenidos duran-

te la experimentacién en ileon aislado; es decir:

1.~ Pruebas con extracto esplénico icido.

1

Pruebas con histamina.

1

1

Pruebas de antagonismo con antihistaminicos.

2
3
4.- Pruebas con serotonina.
5

1

Pruebas de antagonismo con antiserotoninicos.

B/.- DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.

1.- Determinacidén de histamina:

a/.- En extracto esplénico y placebo.

b/.~ En la solucién nutricia que bafia a la pieza intestinal.
2.~ Determinacién de nucleétidos ciclicos:

a/.- En extracto esplénico y placebo.

b/.- En 1a pieza intestinal.

c/.- Apéndice: Determinacién de proteinas.

C/.- RESUMEN.
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II. RESULTADOS OBTENIDOS.

A.- Pruebas fisio-farmacolégicas.

Estas pruebas se efectuaron bajo condiciones experimentales comunes

que se detallan a continuacién:

-Bafio_de drganos:

-Temperatura 372 C

-Solucién nutricia de Tyrode conteniendo 5,1 x 10
moles de sulfato de atropina por milimetro.
-Gaseado con aire (directo).

-Lavado por rebosamiento 50 ml. Volumen final 25 ml.

~Transductor: El transductor utilizade fué del tipo isoténico diferen-

«cial. El contrapeso unido a la pieza intestinal pesaba 500 mg.

~Registrador: Las caracteristicas del registrador fueron:
-velocidad: 25 mm/min.

-sensibilidad: 100 mV/cm.

20



A.1- Pruebas con extracto esplénico icido (E.E.A.).

Al afiadir E.E.A., en dosis de 1 ml. equivalente a 100 mgrs. de te-
jido fresco, se observé un rdpido y considerable aumento de la linea

basal de tono, tal y como puede apreciarse en las figuras 5.1 a 5.4.
Tras el lavado las preparaciones recuperaron su ritmo inicial.

Paralelamente, se presentaﬁ registros de motilidad en pruebas
testigo, figuras 5.5 y 5.6, a las que se afiadid placebo con idéntico
pH al del extracto esplénico, a fin de contrastar sus efectos. Dichas

adiciones no modificaron los niveles medios establecidos en reposo.
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EXTRACTO ESPLENICQ ACIDO.
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{ileon de cobaya hembra, peso 390 gr.
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EXTRACTQ ESPLENICO ACIDQ.

figura 5.2

{leon de cobaya hembra, peso: 327 gr.

207



EXTRACTO ESPLENICO ACIDO.

figura 5.3

ileon de cobaya hesmbra, peso: 366 gr
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO.
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figura 5.4

{leon de cobaya macho, peso: 312 gr.
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PLACEBO_ACIDO.

{leon de cobaya hembra, peso: 306,5 gr.

figura 5.6
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PLACEBO ACIDO
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figura 5.5

ileon de cobaya hembra, peso: 319 gr.
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A.2- Pruebas con histamina:

En las figuras 5.7 y 5.8 se advierten los registros de la motili-
dad intestinal obtenidos tras la adicién de 1 ml de clorhidrato de his-
tamina. La concentracién final en la copa del bafio de érganos era de
2 xl(','“7 moles/ml de solucién nutricia. Como puede apreciarse, las res-

puestas propiciadas por la histamina son similares a aquellas registra-

das al ensayar el extracto esplénico 4cido.
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CLORHIDRATO DE HISTAMINA.
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figura 5.7

350 gr.

ileon de cobaya hembra, peso:

n




CLORHIDRATO DE HISTAMINA.
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figura 5.8

{leon de cobaya macho, peso: 452 gr.
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A.3- Pruebas de antagonismo con antihistaminicos.

En la seccién que sigue a continuacidn se investigé el efecto que
antagonistas selectivos de receptores H1 de histamina despliegan sobre
la accién del extracto esplénico dcido. Para ello se utilizaron dos an-
tihistaminicos, el maleato de d-clorofeniramina (Polaramine) y el clorhi-

drato de difenhidramina (Benadryl).

La capacidad antagonista de ambos antihistaminicos queda patente en
las figuras 5.10, §5.11, 5.12 y 5.13 en las que se anota la supresién de
la respuesta a la histamina (2 x 10-7 moles/ml de Tyrode) cuando se ha

procedido a la adicidén previa de 1 ml (5§ minutos antes) de Polaramine

7 6

y Benadryl en concentraciones {finales en copa) de 3.8 x 10 ' y 3.8 x 10~

moles/ml de solucién de Tyrode, respectivamente.

En las figuras §5.14, §5.1§, 5.16, y 5.17 se presentan registros en
los que ambos antihistaminicos, en idénticas condiciones a las que aca-
bamos de exponer, anulan pricticamente la accién del extracto esplénico

4cido.



HISTAMINA + MALEATO DE_D-CLOROFENIRAMINA (P).
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ileon de cobaya hembra, peso: 349 grs.
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HISTAMINA + MALEATO DE D-CLOROFENIRAMINA
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ileon de cobaya macho, peso: 350 grs.’
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HISTAMINA + CLORHIDRATO DE DIFENHIDRAMINA(B).
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{leon de cobaya hembra, peso: 483 grs.
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HISTAMINA + CLORHIDRATO DE DIFENHIDRAMINA(B).
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ileon de cobaya hembra, peso:385 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO + MALEATO DE D-CLOROFENIRAMINA(P).
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ileon de cobaya hembra, peso: 349 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO + MALEATO DE D-CLOROFENIRAMINA(P).
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ileon de cobaya hembra, peso: 390 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO + CLORHIDRATO DE DIFENHIDRAMINA (B).
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{leon de cobaya hembra, peso: 483 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO + CLORIIDRATO DE DIFENHIDRAMINA (B}.
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figura 5.17

{leon de cobaya hembra, peso:385 grs.
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A.4- Pruebas con serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-HT).

En las figuras 5.18 y §5.19 se advierten los registros de la motili-
dad intestinal obtenidos tras la adicién de 1 ml de 5-hidroxi-triptami-
na. La concentracién final en la copa del bafio de 6rganos era de 1 x 10_.5
moles/ml de solucién nutricia. En todos los casos obtuvimos respuestas

é mucho menores a aquellas registradas al ensayar la histamina y el ex-

tracto esplénico acido.
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S-HIDROXI-TRIPTAMINA (5-HT).

figura 5.18

ileon de cobaya hembra, peso: §22 grs.
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5-HIDROXI-TRIPTAMINA (5-HT).
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figura 5.19

{leon de cobaya hembra, peso: 502 grs.
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A.5- Pruebas de antagonismo con antiserotoninicos.

En la seccidén que sigue a continuacién se investigd el efecto que an-
tagonistas selectivos de receptores "D" de serotonina despliegan sobre
1a accidén del extracto esplénico 4cido. Para ello se utilizé el antisero-

toninico dimaleato de metisergida (MSD).

La capacidad antagonista del dimaleato de metisergida queda patente
en las figuras 5.20 y 5.21, en las que se anota la supresién de la res-
puesta a la serotonina (concentracién final: 1 x 10—5 moles/ml de Tyrode)
cuando se ha procedido a la adicién previa (5 minutos antes) de I milili-
tro de dimaleato de metisergida en una concentracién final en copa de

2.5 x 10-6 moles/ml de solucién de Tyrode.

Con el fin de descartar la eventual actividad antihistominica del dima-
leato de metisergida se llevaron a cabo una serie de ensayos en los que
se enfrentd dimaleato de metisergida en las condiciones que acabamos de
detallar e histamina a la concentracidén usual ya descrita {2 x 10..7 mo-
les/ml de Tyrode). Los resultados obtenidos quedan plasmados en las figu-
ras §5.22 y 5.23. En ellas puede apreciarse que la metisergida no inhibe

la accidén de la histamina.

En las figuras 5.24 y 5.25 se presentan registros en los que se deno-
ta que el dimaleato de metisergida no antagoniza la accidn del extracto

, . 2 s
esplénico acido.



5-HIDROXI-TRIPTAMINA (5-HT) + DIMALEATO DE MET'ISERGIDA (MSD).

e i

figura 5.20

{leon de cobaya hembra, peso:580 grs.
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5-HIDROXI~TRIPTAMINA . (5-HT) + DIMALEATO DE METISERGIDA (MSD).
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figura 5.21

ileon de cobaya hembra, peso: 502 grs.
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CLORHIDRATO DE HISTAMINA (H) + DIMALEATO DE METISERGIDA (MsSD)
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figura §,22

ileon de cobaya hembra, peso: 487 grs.

221



CLORHIDRATO DE HISTAMINA (H) + DIMALEATO DE METISERGIDA (MsD).
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figura 5.23

ileon de cobaya hembra, peso: 487 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO (EEA) + DIMALEATO DE METISERGIDA (MSD).

figura 5.24

{leon de cobaya‘heﬁbra,‘péso: 510 grs.
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EXTRACTO_ESPLENICO ACIDO (EEA) + DIMALEATO DE METISERGIDA (MSD).

figura 5.25

{leon de cobaya hembra, peso: 419 grs.
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B.- Determinaciones bioquimicas.

Antes de proceder a la exposicidn detallada de los distintos resulta-
dos obtenidos indicaremos que, todas las tablas de resultados que se
presentan en el transcurso de este apartado expresan los diferentes va-
lores obtenidos para las distintas series experimentales junto con un

diagrama que representa la distribucidn con respecto a la media.

Por otro lado, los coeficientes de variacién interensayo se obtienen
mediante la oportuna comparacién de las pendientes de las rectas estan-
dard cuyas graficas se ofrecen al comienzo de cada serie experimental
en las que se especifica, ademas del valor de la pendiente (a), el
coeficiente de correlacién (r) entre los puntos que definen cada una

de las rectas estandard.

Al final de cada serie experimental se realiza el correspondiente
estudio estadistico comparativo a fin de establecer el nivel de signifi-
cacién de los resultados obtenidos, que se expresan en todos los casos
como la media (X) + el error estandard (E.S.). Para ello, se utiliza el

parametro t de Student:

Esd

Donde il y iz, son las respectivas medidas de los colectivos compara-

dos.

Y Esd, es el error estandard de la diferencia de las medias, y se

expresa:
Esd E 2 E z
sd= s, + Es,
Los limites del parimetro t para los coeficientes de seguridad 95%

(p=0.05), 99% (p=0.01) y 99,9% (p=0.001), dependen del nimero de grados

de libertad (v) = Erﬁfﬂz) ~ 2] y vienen tabulados (véase tabla: 5.1).

Cuando el valor experimental de t supera el limite establecido para
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un determinado nimero de grades de libertad se dice que la diferencia
entre las medias es estadisticamente significativa, es decir, existe una
probabilidad extremadamente débil para que la diferencia comprobada sea

imputable {micamente a fluctuaciones fortuitas y viceversa.

Tabla 5.1: Limites del parimetro t correspondientes a los coeficientes
de seguridad 95%, 99%, y 99,9% paré diferentes valores de (v).

: . i TC. 01y : TC,001)
i 43,66 636,62

g P52 31,60

X 5.84 12,94

4 4,60 8.61

5 4.03 4.86

4 3,70 5.96

7 3.50 5,40

1 3,35 5,04
3,25 4.78

3.17 4,59

3,05 4,32

2.98 4,14

2.92 4.01

2.88 3,92

2,84 3,85

2.75 31,72

2,75 3.64

i L4 2.58 3,29
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B.1- Determinacién de histamina.

a/- En extracto esplénico y placebo.

- Coeficiente de variacién interensayo:

Al comparar las pendientes de las rectas estandard que aparecen
en las figuras 5.26 a 5.29, se obtienen los siguientes resulta-

dos:

Valor de las pendientes (a)

1.- 1.8121
2.- 1.3854
3.- 1.7106
4.- 1.5493

X = 1.6144
E.S = 0.1080
CV% = 11.5%
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- Eficacia del Método:
Valor teérico: 0.32 microgramos/ml.

Valores pricticos obtenidos:

Y
.
1

0.1568 ugrs/ml.
. 0'1595 n L)
— 0.1650 non

.~ 0.1540 non
.~ 0.1677 won
0.1650 "o
- 0.1568 won
.~ 0.1568 "o
.- 0.1595 o
0.1650 "o

=T B - LY. TR R FC Ry X
h
!

—
e
1

X = 0.1606
E.S.= 0.0016

% recuperacién = 50,1%



~Concentraciones en ugrs/ml de histamina en el placebo:

X = 0.01461 , E.S = 0.001376

Tabla 5.2
atea B I N TR R R
G GRED *
) ¥
¥
¥
X
¥
*
X
X
X
X
 §
b 3

E R 3 I
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~Concentraciones en ”grs/ml de histamina en el extracto esplénico:
X = 0.01175 , E.S. = 0.000761

Tabla, 5.3
ihﬁ‘”\ '::.':'_"co'ot'o‘oiocllllocchioooQoaolOotl‘cooog:“
. ¥ .
X
¥
X
D ) ¥
& 0.0077 X :
7 00134 X
B CLOLRY X
o : X
X
X
X
X
L3
3
X
X
¥
X
) 4
X
*
¥
¥
X
X
¥
X
X
¥
¥
¥
¥
*
X
X
b 4
%
¥
¥
¥




- Estudio estadistico:
Valor medio de histamina en el placebo (i + E.S.):
0.01461 + 0.001376°
Valor medio de histamina en el extracto esplénico (X + E.S.):
0.01175 + 0.000761
Némero de grados de libertad (v) =59
t de Student experimental = 1,9713

Limite del pardmetro t para un coeficiente de seguridad del 95%
(p = 0.05) = 2.

Por lo tanto, los valores de histamina hallados en el extracto es-
plénico no difieren significativamente de los correspondientes al

placebo.
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b/- En la solucién nutricia que bafia a la pieza intestinal.

- Coeficiente de variacién interensayo:

Al comparar las pendientes de las rectas estandard que aparecen en

las figuras 5.30 a 5.33, se obtienen los siguientes resultados:

Valor de las pendientes (a)

1.- 0.9068
2.- 0.7760
3.~ 0.6893
4.- 1.0403
X = 0.8531
E.S. = 0.0886
CvV% = 17,9%
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- Eficacia del método:
Valor tedrico: 0.32 microgramos/ml.

Valores priacticos obtenidos:

—
.
J

.1475 pgrs/ml.
1475 v
571 m o
1379 v
379 v
1475 n v
1475 "o
1475 v
1475 v
1475 " v

.

.

O W0 N N AL N
1
O O O O O 9O O © ©o o

o
e
¥

X = 0.1464

E.S. = 0.0018

n

% recuperacién = 45,75%



—Concentraciones en ugrs/ml. de histamina en la solucién nutricia que

bafia la pieza intestinal antes de la adicién del extracto esplénico

4cido:
X = 0.006596 , E.S. = 0.000666
Tabla, 5.4
TaTé ':':::390§Ol10;010'90000'0'1000!'O00!10'00000502‘

1 DO X
2 j *
k1 ¥
; X
b
%
*
2 X
pad ¥
00 X
' X
X
X
*
*
X
*
. X
*
X
¥
*
*
X
4
¥
¥
k3
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-Concentracién en pugrs/ml. de histamina en la solucidén nutricia que

bafia 1la pieza intestinal después de la adicién del extracto esplénico

X = 0.006385

3

E.S. = 0.000602

Tabla, 5.§

LT
Goiea?
GL00a7
G,0047
0. 00a7
G.0047
O, 0047
O.0047
G.0047
00,0047
0.0047
0. 0082

G, 0082

0,011t
0.0111
0.,0062
0.0062
0.0062
0.0062
0. 0042
0.0062
0. 0044
0.0044
0.0044
0,0044
2.,00449
0.0044
0.0148
0.,0148
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-Estudio estadistico:

Vélor medio de histamina en la solucidén nutricia antes de la adicién
del extracto esplénico &cido (X + E.S.):

0.00(:)596 + 0.000666
Valor medio de histamina en la solucidén nutricia después de la alicién
del extracto esplénico icido (X + F.8.):

0.006385 + 0.000620
Namero de grados de libertad (v) = 5§

t de Student experimental = 0.2440

Limite del parimetro t para un coeficiente de seguridad del 95% (p = 0.05)
=2-

Por lo tanto, los valores de histamina hallados en la solucié de Ty-
rode antes de la adicién del extracto esplénico no difieren sigificati-
vamente de los correspondientes valores obtenidos después de la adicién

del mismo.
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B.2- Determinacién de nucleétidos ciclicos.

a/- En extracto esplénico y placebo.

1/- Adenosin 3':5'-monofosfato ciclico {cAMP).

~Coeficiente de variacidén interensayo:

Al comparar las pendientes de las rectas estandard que
aparecen en las figuras 5.34 a .39, se obtienen los siguien-

tes resultados:

Valor de las pendientes (a)

1.~ 2.6158
2.- 2.4215
.= 2.4445
.~ 2.3463
.~ 2.4409
6.- 2.4378

X = 2.4511
0.0397
- 3.61%

aQ m
R o
1] 1]
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- Eficacia del método: -
Valor tedrico : 16 pmol/50 pl -

Valores priacticos obtenidos:

—
t

15.37 pmol/50 pl
- 15.62 " n
.- 16.19 n "
- 16.30 " v
- 15.69 " w
15.62 » v
- 16,25 v v
.- 16,22 " v
.- 15.33 v "
15.84 v "

o 0 N (= NV, T R ] N
[}

_
o
|

X

]

15.843
0.1241

E.S.

% recuperacién = 99,01%
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-Concentraciones en pmoles/50 /1 de cAMP en el placebo: (tabla, 5.6)

X =0.01731 , E.S. = 0.00713

o bien en pmoles/ml:

X = 0.3462 , E.S.

)

0.1426

Tabla, 5.6

o sy
um.'ﬁi&r'cfli’oieco‘oi'rioll0!!‘!01!00!!00!01‘.’.:"

¥

F* X e * 3¢

¥* X X X
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-Concentraciones en pmoles/50 ul de cAMP en el extracto esplénico:
(tabla, 5.7)

X ~3.9523 , E.S. = 0.08168
o bien en pmoles/ml:
X =79.046 , E.E. =1.6336
Tabla, 5.7
Ty I R L TR Y T e -
) +
N \J
¥
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= ¥
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-~Estudio estadistico:

Valor medio de cAMP en el placebo (X + E.S.):
0.01731 + 0.00713
Valor medio de cAMP en el extracto esplénico (X + E.S.)
3.9523 + 0.08168
Namero de grados de libertad (v) = 77
t de Student experimental = 26.9778
Limite del parametro t para un coeficiente de seguridad del 99,9%

(P=0-001) =3,3.

Por lo tanto, los valores de cAMP hallados en el extracto esplénico

difieren muy significativamente de los correspondientes al placebo.

261




2/- Guanosin 3':5'-monofosfato ciclico (cGMP).

- Coeficiente de variacidn interensayo:

Al comparar las pendientes de las rectas estandard que aparecen en

las figuras 5.40 a 5.45, se obtienen los siguientes resultados:

Valor de las pendientes (a)

1.- 1.8616
2.- 2.1232
3.- 2.0131
4.- 1.9950
5.- 1.8282
6.~ 2.0934
X = 1.9858
E.S. = 0.0535
V% = 6.02%
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~ Eficacia del método
Valor tedrico : 4 pmoles/100 ul

Valores practicos obtenidos:

1.- 3.89 pmol/100 ul
2.-4.57 n
3.-3.33 v n
4.- 4.47 "
5.-3.52 » "
6.-3.60 "
7.- 3.8
8.-3.72  n
9.-4.39 " "
10.- §.31 " »
X = 4.068

E.S. = 0.200

% recuperacién= 101,7%
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- Concentraciones en pmoles/100 ul de cMP en €l placebo: (tabla, 5.8)

X

i

0.08147 , E.S.

n

0.008364

o bien en pmoles/ml:

-
1]

- 0.8147 , E.S. = 0.08364

Tabla, 5.8
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- Concentraciones en pmoles/100 pl de c@IP en el extracto esplénico:

(tabla, 5.9)

X = 0.07676 , E.S. = 0.00601
o bien en pmoles/ml:
X = 0.7676 , E.S. = 0.0601
Tabla, §.9
3 L
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- Estudio estadistico:
Valor medio de ¢GMP en el placebo (x + E.S.):
0.08147 + 0.008364

Valor medio de cGMP en el extracto esplénico (X + E.8.):
0.07676 + 0.00601

Nimero de grados de libertad {v) = 8§
t de Student experimental = 0.3756

Limite del pardmetro t para un coeficiente de seguridad del 95%
(p = 0.05) = 2.

Por lo tanto, los valores de cGMP hallados en el extracto esplénico

no difieren significativamente de los correspondientes al placebo.
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b/ En_la pieza intestinal.

Antes de proceder a la descripcién de los resultados obtenidos en
el transcurso de esta fase experimental, es necesario indicar que los
valores especificados en las tablas y grificas correspondientes se expre-
san en pmoles/mg de proteina, por lo que remitimos al lector al apéndice
que aparece al final del presente apartado(B. 2. c.)}, donde hallari

cumplida informacidén sobre la determinacién proteica.

1/- Adenosin 3':5' -monofosfato ciclico(cAMP).

- Coeficiente de variacién interensayo:

Al comparar las pendientes de las rectas estandard que aparecen en

las figuras 5.46 a 5.51, se obtienen los siguientes resultados:

Valor de las pendientes (a)

1.- 2.1684
2.- 2.1870
3.~ 2.1430
4.- 1.9083
§5.- 1.9032
6.- 2.1645
X = 2.0791
E.S. = 0.0604
CV% = 6,49%
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—~ Eficacia del métodog
Valor teérico : 16 pmol/50 pul.

Valores pricticos obtenidos:

1.~ 15.86 pmol/50 u1.
2.-15.27 " n
3.- 14.64 » v
4.- 14.81 v
§.-15.65 "
6.- 16,01 " n
7.-15.43 " "
8.-16.45 " v
9.- 16.85 " n
10.- 16.80 " n
X =15.777

E.S. = 0.2566

% recuperacién = 98,6%
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- Valores de cAMP en tejido intestinal:

En las tablas 5.11 a 5.16, se ofrecen los datos obtenidos a diferentes
tiempos de incubacién (0, 10, 20, 40, 60 y 120 segundos) después de la
adicién del extracto esplénico acido (E.E.A.} a la suspensién intesti-

nal.

La tabla 5.10 recoge los valores control obtenidos en ausencia de

E.E.A,

La figura 5.52 constituye un cuadro resumen de lus valores obtenidos,
tento para control comc para los distintos tiempos de incubacién, expre-

sados como la media (X) + el error estandard (E.S.).

Las figuras 5.53 y 5.54, constituyen expresiones grificas de los re-
sultados destinadas a ofrecer una visién de conjunto de la influencia
que el extracto esplénico icido despliega sobre el nivel tisular de
cAMP. Las barras verticales que parten, en ambos sentidos, de los pun-
tos correspondientes a las respectivas medias representan errores es-

tandard.
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Tabla, 5.10: Valores control.. Concentraciones en pmol/mg proteina de
cAMP en {leon (sin adicién de E.E.A.):

X = 1.3802 , E.S. = 0.096

":,.‘.’ooonoooaolpou-o»-oo”ooonvv-ooloowoloooo

¥
X

X

8 1.3480 . %
2 0. TTRO %

L0 1, 9100 %

1 9.7180




Tabla, 5.11: Concentraciones en pmol/mg de proteina de cAMP en ileon
a los O segundos después de la adicién de E.E.A.:

X -1.3842 , E.S. = 0.076

aka I Y H I R R I N
1 X

2 X

3 X :
X

¥

%

E ¥

e ¥

it ¥

' b
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Tabla, 5.12: Concentraciones en pnol/mg de proteina de cAMP en ileon
a los 10 segundos después de la adicién de E.E.A.:

X = 1.1400 , E.S. = 0.145

e S T RN TETEE TR R 5
X
b 3
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Tabla, §.13: Concentraciones en pmol/mg de proteina de cAMP en ileon

a los 20 segundos después de la adicidén de E.E.A.:

X - 1.0816 , E.S. = 0.157

. | . y
".{..qo.co-ouleoeo-ey-c"'livo;;o-a¢1¢«ono;oov.-_.<

X
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Tabla, 5.14: Concentraciones en pmol/mg de proteina de cAMP en {leon
a los 40 segundos después de la adicién de E.E.A.:

X =1.0456 , E.S. =0.118
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Tabla, 5.15: Concentraciones en pmol/mg de proteina de cAMP en ileon a

los 60 segundos después de la adicidén de E.E.A.:

X = 0.8082 , E.S. = 0.142

'::::.'nootvqov;lnno;occcah‘:ﬁen.o-rql'saovo-oag:?f’
*
2 ¥ i
4 X
5] X
& G.7670 ¥
7 O.9570 X
8 0. 5220 X
k4 OLSP00 X
10 1.0304G *
11 1L.37%0 ¥



Tabla, 5.16: Concentraciones en pmol/mg de proteina- de cAMP en ileon
a los 120 segundos después de la adicién de E.E.A.:

X =0.7620 , E.S.= 0.100

i-.::’:.‘r’ I"“"I‘ﬁ ':::;1900’00000100'l.0'0"‘00"00."1'.’0"000'2:‘
1 0.4570 X
2 0.8200 X
3 0.9330 X
4 0.5540 ¥
5 0. 7570 X
& (. 4680 X
7 05850 X
8 1.3720
4 C.8720 *x
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-Estudio estadistico:

Medias comparadas (v) t de Student significacién
Control -- O" 27 0.0314 n.s.
" - 10" 23 1.4330 n.s.
H -— 20" 25 1.7142 n.s.
N —-— 40" 23 2.1412 p = 0.05
n - 6Om 25 3.4580 p = 0.01
" -— 120" 23 4.1343 p = 0.001
o -- 10" 20 1.6194 n.s.
" - 20% 22 1.8119 n.s.
" -— 40" 20 2,5193 p = 0.0§5
" -— 60" 22 3.7189 p = 0.01
m - 120m 20 4.9984 p = 0.001
io" -— 20" 18 0.2639 n.s.
n -~ 40" 16 0.4998 n.s.
" — 60" 18 1.6144 n.s.
" - 120" 18 2.2146 p = 0.05
20" -~ 40" : 18 0.1766 n.s.
" - 60" 20 1.2922 n.s.
" -- 120" 18 1.6519 n.s.
40" - 60" 18 1.2472 n.s.
" - 120" 16 1.8289 n.s.
60" -- 120" 18 0.2537 n.s.

Por tanto, puede apreciarse que el E.E.A., provoca un descenso del ni-
vel tisular de cAMP en el transcurso del tiempo que adquiere significacidén
estadistica, respecto al control y al tiempo cero, a partir del periodo
de incubacién 40 segundcs; significacién que persiste, inclusive, al com-
parar el nivel de cAMP a los 10 segundos y a los 120 segundos.Sin embargo
a partir de los 60 segundos parece alcanzarse el maximo descenso y el ni-~

vel permanece practicamente 2?%$ble.
O



Tiempo de

Adicién incubacién (seg.) AMPC

Control —_— 1.380%0.09
EEA 0 1.384%0.07
EEA 10 1.140%0.14
EEA 20 1.081%0.15
EEA 40 1.045%0.11
EEA 60 0.808%0.14
EEA 120 0.762%0.10

Figuwra, 5.52
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2/- Guanosin 3':5' -monofosfato ciclico (cGMP).

- Coeficiente de variacién interensayo:

Al comparar la pendiente de las rectas estandard que aparecen en

las figuras 5.55 a 5.60, se obtienen los siguientes resultados:

Valor de las pendientes (a)

1.- 1.4341
2.- 1.3639
3.- 1.5507
4.- 1.5192
5.~ 1.4042
6.~ 1.5788
X = 1.4752
E.S. = 0.0387
cv% = 5,87%
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- Eficacia del método:

Valor teérico: 4 pmol/100 ul

Valores pricticos obtenidos:
1.- 3.75 rmol/100 ul

2.- 4.20 " "
3.~ 3.58 ® "
4.-3.91 " "
5.- 4.15 " "
6.- 3.95 " "
7.~ 3.81 "
8.- 3.87 v "
.- 4.30 " "
10.- 4.40 v "
X = 3.992

E.S. = 0,0871

% recuperacién = 99,8%
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- Valores de cMP en tejido intestinal:

En las tablas 5.18 a §.23, se ofrecen los datos obtenidos a diferentes
tiempos de incubacién (0, 10, 20, 4C, 60, y 120 segundos) después de
1z adicién del extracto esplénico dcido (E.E.A.) a la suspensién in-

testinal.

La tabla 5.17 recoge los valores control obtenidos en ausencia de

E.E.A..

la figura 5.61 constituye un cuadro resumen de los valores obtenidos,
tanto para el control como para los distintos tiempos de incutacién, ex-

presados como la media (X) + el error estandard (E.S.).

Las figuras 5.62 y 5.63, constituyen expresiones grificas de los re-
siltados destinadas a ofrecer una visién de conjunto de la influencia que
el extracto esplénico 4cido despliega sobre el nivel tisular de cGMP.

Las barras verticales que parten, en ambos senticos, de los puntos co-

rrespondientes a las respectivas medias representan errores estandard.

3on



]

MUV LR~

=

Tabla, 5.17: Valores control. Concentraciones en pwol/mg de proteina de

c¢MP en ileon (sin adicidén de E.E.A.):

X =0.1264 , E.S.

= 0.0091

DATA
0.,1130
Q0.1440
0.1430
0.031%
0.0382
0:1900
0.1730
0.1370
0, 1510
0,1650
01380
0,1150
0.1040
00,1280
Q.0951
00,1530
0.1420
0.1540
0.0878
0.,1300
0.,0792
O, 1840
O, 0887
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Tabla, §5.18: Concentraciones, en pmol/mg de proteina; de cQMP en
{leon a los O segundos después de la adicién de E.E.A.:

X =0.0962 , E.S.= 0.0107

e - |
) s ! . N R R I

0.1040 *
G, 1510
0.06816 ¥

0,027 X

0.04¢9 ¥

0. 1060 *
0.0704 ¥
0.1560%

0.0671 *

00850 *

G 1630

Q. 1050 ¥
0.10%0 *
0. 05%:; : ¥
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Tabla, 5.19: Concentraciones, en pmol/mg de proteina, de cGMP en ileon

a los 10 segundos después de la adicién de E.E.A.:

X=0.0944 , E.S.=0.0078

SEQR L= s O N I T N S T AP
3 00594 *
2 Q.1a10 ¥
3 Q.0315 ¥
4 0.,1420 ] ¥
b 00,0613 K
A 0,0830 ¥
7 D.1180 %
8 0.0877 *
9 0.,14350 : *
10 0.0844 E
11 00,0771 ¥
12 00,0881 #
13 00,0622 X
14 0.1050 %
19 0.0425 %
16 0.1260 *
17 01250 3
18 00,0931 *
19 0.0704 X
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Tabla, §.20: Concentraciones, en pmol/mg de protefna,
a los 20 segundos después de la adicién de E.E.A.:

X = 0.1021

»

E.S. = 0.0096

de cGMF en ileon

LaTa
Q0565
0.1250
0.0422
0.0772
0.0755
00,0575
0.1540
00,1120
0.0887
0.,1020
0.1340
G 1200

00855

0.1150
0.1070
018760
., 1030

':::&?OODiﬂvoiO.l“ﬂoaivb’Mr)oo‘f‘)l.'.‘-!
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Tabla, 5.21; Concentraciones, en pmol/mg de proteina, de c@MP en {leon
a los 40 segundos después de la adicién de E.E.A.:

X -0.1081 ., E.S. = 0.0120

3.
*
*
¥
X
X
X
¥
*
¥
%
*
X
*
X
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Tabla, §.22 : Concentraciones, en pmol/mg de proteina, de c@MP en {leon

a lcs 60 segundos después de la adicidén de E.E.A.:

X =-0,0878 , E.S. = 0.0073

B - -
--..:.cc»ooec-nl;.noano.o“oa'.f-vful.a;.o0o¢¢,:3.»',\

) 4

0.¢
3 0,043
4 0. 051 ¥

5 0, 0980 : X

b 4

et fed tt fen e
i B N B

PR

'
1
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Tabla, 5.23: Concentraciones, en pmol/mg de proteina de cGMP en {leon

a los 120 segundos después de la adicién de E.E.A.:

X = 0.0804 N E.S.= 0.0099

Iﬁl’-"'l?l':‘l *l'll’.-.g...o-.l......‘-.N...--....1'.-..-...2.‘-*-
3 01180 X
2 (ro 14 ¥
3 G042 *
4 0. 047 *
] Q327 ¥
*
- X
E
X
%
X
¥
¥
X
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i

. Tiempo de

Adicién incubacién (seg.) " GMPc

Control — 0.125%0.009 z

EEA .0 0.096%0.01 i
EEA 10 0.094%0.007
EEA 20 0.102%0.009

EEA 40 0.108%0.01

EEA ‘80 - 0.087%0.007

¥

EEA 120 0.080%0.009 3

]

Y

Figura, §.61 3

i
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- Estudio estadistico:

Medias comparadas (v) - t de Student Significacién
Control -- o" 36 - 2.0578 . p=0.0§
n — 1o" 40 2.5222 p = 0.0%
" - 20" 38 1.7253 n.s.
" - 40" 38 1.1234 n.s.
" — 60" 41 3.1512 p = 0.01
n -— 120" 26 3.2516 p = 0.01
(o LR— 10v 32 0.1284 n.s.
" - 20" 30 0.4215 n.s.
" - 40" 30 0.7038 n.s.
" - 60" 33 0.6667 n.s.
" -— 120" 28 0.1468 n.s.
| (o LL—— 20" 34 0.6371 n.s.
" - 40" 34 0.9349 n.s.
" - 60" 37 0.6124 n.s.
v — 120" 32 1.1229 n.s.
20" —— 40" 32 0.3697 : n.s.
" — 60" 35 1.2095 ‘ n.s.
" -— 120" 30 1.5767 n.s.
40" - 60" 35 1.4214 n.s.
" — 120" 30 1.6693 n.s.
6o" - 120" 33 0.6163 n.s.

Como puede apreciarse en la tabla precedente, el extracto esplénico
4cido provoca un descenso inicial (Tiempos 0 y 10 segundos) del nivel ti-
sular de c(MP estadisticamente significativo. Posteriormente se inicia
una lenta recuperacién de tal forma que en los tiempos 20 y 40 segundos
se alcanzan cotas que no difieren, desde el pinto de vista estadistico,

del valor control.

3o



Por Oltimo, el nivel de cMP cae de nueve hasta que, a los 60 segundos,
vuelve a diferir significativamente del valor control. En ese momento co-

mienza a estabilizarse suavizando el descenso.

De todos modos, se puede considerar que a pzrtir del tiempo O el nivel
de cGMP permanece practicamente invariable puesto que no hay diferencias

estadisticamente significativas.
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c/ Apéndice: Determinacién de proteinas.

El contenido proteico, en mg/ml, de las porciones alicuotas destina-
das al anilisis de nucleétidos ciclicos en la preparacién intestinal se

detalla en la tabla, §5.24

X=11.11 , E.S. =0.1672

Tabla, 5.24

Sk UhTe LIRSS N CE R R R R A
H 12,0200 *
2 14,1000 *
3 743000 ¥
4 ?.3000 *
S 11,7000 ¥
é L1.7000 *
7 12,0000 ¥ .
8 2,5000 x
% 12.6000 ¥
o 12,0000 13
11 24000 L
12 19,8000 &
13 75000 *
13 11,1000 x
135 14,4000 .
16 12.000G0 ES
7 11.7090 *
i3 12.3000 w
e 10,2000 k]
2 10,5000 *
21 10.2000 A
22 11,4000 X
23 ?.%000 ®
24 12,2000 ]
25 9.4000 *
25 11. 1900 . )
27 12.3000 ' x
28 10.2000 *
29 10.2000 *
30 10,2000 x
3t 3.7000 «
2 9.6000 *
33 F.9000 x
33 10.8000 *
35 8.7000 X
36 11,1000 x
37 11,7000 *
a9 11,7000 *
397 11.7000 x
40 12,6000 ¥
al 11.1600 ®
4z 76000 L 4
3 173.3000 *
Lk} 10.5000 ¥
A3 QL7000 x
RS 11,7000 X
47 11,1600 X
a3 11.1000 L
4 1z, 2y * H
32 13.22C0 ¥
Y 13
¥
¥
*
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C.- RESUMEN.

Se ha investigado sistemiticamente el mecanismo por el que ciertos
extractos hidrosolubles procedentes de varios tejidos y representados
en la presente tesis por el extracto de bazo de vaca son capaces de
modificar el tono de preparaciones aisladas de misculo liso intesti-

nal (ileon de cobaya, en este trabajo doctoral).
Dos scn los niveles investigados:
1/ Nivel extracelular.
'2/ Nivel intracelular.

1/ A nivel extracelular. Los ensayos fisio-farmacoldgicos efectuados
a fin de dilucidar esta cuestidén, indican que el extracto esplénico
acidificado (pH=5) estimula marcadamente la motilidad del ileon aislado
de cobzya; efecto que es anulado por antihistaminicos bloqueantes de re-

ceptores H1 pero no por antiserotoninicos bloqueantes de receptores "D".

El posterior anilisis de histamina en el extracto esplénico resultd
negativo, no detectindose cantidades significativas de la misma. Tampoco
se detecté liberacién de cantidades estadisticamente apreciables de his-
tamina, por parte de la pieza intestinal, después de la adicién del ex-

tracto esplénico acido a la copa del bafio de érganos.

Por otra parte, la aplicacién de radioinmunoanilisis de nucleétidos
ciclicos al extracto esplénico revel$ la presencia de niveles significa-

tivos de cAMP pero no de cGMP.

2/ A nivel intracelular. El extracto esplénico provoca un paulatino
descenso del nivel intracelular de cAMP que comienza a ser significativo

a partir de los 40 segundos de incubacién.

Asi mismo, dispara un brusco descenso del nivel de c(MP que réapida-
mente se estabiliza, iniciindose a partir de los 10 segundos de incuba-

cién una recuperacién que alcanza cotas, a los 20 y 40 segundos, en los
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que las diferencias respecto al nivel control carecen de significacién .
Por tdltimo, hay un nuevo desceﬁso hacia valores significativamente dife-
rentes respecto al valor control (tiempo de incubacién 60 segundcs) y
por fin se estabiliza definitivamente. No obstante, las variaciones del
nivel de cMP a partir del periodo de incubacién "O" segundos no tienen
significacién estadistica, por lo que, salvo el rapido descenso inicial,
el extracto esplénico no modifica ostensiblemente.el nivel de c@MP en el

transcurso de los subsiguientes tiempos de incubacién.

B



6. DISCUSION




DISCUSION

Continuando con la metédica del trabajo original del Profesor GANDA-
RIAS, hemos utilizado extractos hidrosolubles, en contraste con la escue-
la escandinava que emplea sistemiticamente extractos de caricter liposo-

luble.

Los métodos de extraccién empleados tienden a simplificar la obten-—
cién de los extractos por un lado, y a eliminar las clisicas sustancias
activas contaminantes, como histamina, serotonina, etc., por otro. Con
este método de extraccidn conseguimos un extracto préacticamente neutro

procedente de bazo de vaca.

Teniendo en cuenta todo el conjunto de resultados obtenidos por el
Prof. GANDARIAS y los seguidores de su linea de investigacidén, que han
quedado resefiados en el capitulo de introduccién; es preciso convenir
que los extractos tisulares hidrosolubles afectan a la motilidad del
misculo liso a través de mecanismos distintos a los alfa y beta-adre-
nérgicos. Por otro lado, tanto en los estudios precedentes realizados
por GANDARIAS y colaboradores (Refs. 3 y 12, capitulo 2) como en nues-
tro propio trabajo, la posible participacién colinérgica en el efecto
desplegado por este tipo de extracto queda descartada ante la evidente
incapacidad de la atropina para bloquear su accién. Al gquedar experimen-
talmente demostrada la no participacidén de los mecanismos aludidos en la
accién del extracto sobre misculo liso, se inicid la bisqueda de otras
vias capaces de provocar o mediar dicha accién. Ello constituyd la idea

motriz que impulsd la elaboracidén del presente escrito.

En un principio varias evidencias experimentales aportadas por el
Prof. GANDARIAS y su equipo de investigacidén (Ref. 3, capitulo 2),
acerca del preswmto principio activo responsable de la accidén de es-
tos extractos, tales como: su cierts termorresistencia, su bajo peso

molecular, (a juzgar por lz posicién de eluccién de la fraccién mas

31€



N

activa obtenida al filtrar el extracto a travé. de columnas de Sephadex),
etc..., apuntaban la posibilidad de que se tratase de un nucleétido y

mis concretamente de un nucleétido ciclico.

Existen varias publicaciones (véase pigina-: 96 , capitulo 3) que
tratan el tema del aporte exdgeno de nucleétidos ciclicos. En ella se
refiere un efecto hipo e hipertonizante sobre la musculatura 1isa por
parte del cAMP y cGMP respectivamente. Era factible, por tanto, que la
presencia de ambos nucleétidos ciclicos en cantidades suficientes estu-
viese relacionada con la actividad motérica desplegada por estos extrac-

tos.

En este sentido, resultaba curioso el hecho de que estos extractos de-
sarrollaran, sobre algunas preparaciones, efectos opuestos hipo e hiper-
tonizantes (segin el pH), (Ref. 12 y 17, capitulo 2) que sugiere cierto
paralelismo con el antagénico efecto entre cAMP-cMP al que acabamos de
referirnos. Sin embargo, era evidente, alin confirmindose la existencia
de cantidades apreciables de ambos nucleétidos en el extracto, la enor-
me dificultad de adjudicar a los mismos la actividad motérica de este
tipo de extractos; maxime si se tiene en cuenta la poca permeabilidad
de la membrana celular al cAMP y cMP. Precisamente esta dificultad
ha obligado a utilizar derivados anilogos (ej.: dibutiril-cAMP y dibuti-
ril-cGMP) mis permeables, cuando se trata de objetivar el efecto subsi-

guiente a la aplicacidén externa de cualquiera de ambos nucledtidos.

De todos modos, resultaba ciertamente interesante determinar la
presencia o no de cAMP y cGMP en el extracto y se procedid a su andli-
sis.

Se encontré que el extracto de bazo de vaca, utilizado sistemitica-
mente en nuestro trabajo contenfa una cantidad de cAMP prdxima a ios
400 pmoles/gr de tejido fresco; cifra que se halla dentro del rango
normal de valores obtenidos para otros tejidos en otras especies ani-

males (Ref., 704, capitulo 3), mientras que el contenido de c(MP era
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estadisticamente nulo. Era pues posible\Xa descartar los nucledtidos
ciclicos como presuntos responsasles de ia accién del extracto. Para
mayor seguridad se procedid a ensayar el efecto del nucledtida presen-—
te en el extracto, a la concentracién detectada, sobre fleon de cobaya,
anotindose en algunos casos una débil respuesta relajante, ( observacién

no incluida en el presente trabajo).

Una vez comprobado este punto; nuestra atencién se centrd en otros
mecanismos, concretamente en mecanismos histaminérgicos y triptaminérgi-
cos. Para el estudio sistemitico de su posible incidencia como mediadores
del efecto del extracto, se utilizaron preparaciones aisladas de {leon
de cobaya. Una documentada bibliografia avala la presencia de receptores

"Dt de serotina y H, de histamina en esta preparacién (véase piginas:86-91

1
capitulo 3).

Se experimentd$ primero sobre receptores histaminérgicos observando que
los firmacos antagonistas de receptores Hl inhibian efectivamente la accién
del extracto. Posteriormente se ensayo con receptores triptaminérgicos
anotdndose que los firmacos antisercotonfnicos especificos para recepto-
res "D" son incapaces de bloquear la respuesta muscular que propicia el
extracto. Ante ello, parece claro que el efectc contrictil del extracto
esplénico icido sobre esta preparacién intestinal resulta mediado por

receptores “1 de histamina.

Exist{an, en principio, tres posibles interpretaciores que justifica-

ran estos hechos experimentales:

1/ Que el extracto contuviese una cantidad suficiente de histamina

capaz de dar lugar al incremento de la actividad motérica observada.

2/ Que al afiadir el extracto a la copa del bafio de 4rganos tuviera
lugar una liberacidn de histamina, por parte de la pieza intestinal,
de modo que esa cantidad liberada fuese responsable del aumento del

tono muscular.
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3/ Que en el extracto hubiese un sustancia distinta de la histamina
pero con una configuracién molecular similar y en consecuencia poten-
cialmente capaz de interactdar con receptores "1 de histamina provocando

la respuesta contrictil.

Las dos primeras posibilidades quedaron descartadas, puesto que, como
puede apreciarse en nuestros resultados, las pequefias concentraciones de
histamina halladas en el extracto y en la solucién nutricia después de
la adicién del extracto, no difieren significativamente de las halla-
das en placebo (carece de efecto contrictil) ni en la solucidén nutricia
antes de la adicién de extracto respectivamente..Adem3s, como indicébamos
anteriormente, el método de extraccién utilizado es muy poco propicio
para la aparicidén de sustancias como la histamina. Por lo tanto, aboga-
mos por la tercera posibilidad, segiin 1la cual el extracto contiene, pre-
sumiblemente, una sustancia simil-histamina que al interactidar con re-

ceptores ﬂl-histaminérgicos disparan el incremento del tono muscular.

Una vez atendida la mecinica extracelular del extracto, interesaba di-
lucidar la posible intervencién de segundos mensajeros intracelulares
como mediadores de la actividad desplegada por el extracto en esta pre-

paracién del misculo liso.

En el capitulo de revisidén se describe un gran mimero de publicacio-
nes que, a través de sus resultados, sugieren la posibilidad de que las
variaciones en el contenido muscular de nucleétidos ciclicos sean las
responsables de las respuestas relajantes o contrictiles propiciadas
por varios agentes. Concretamente el cAMP mediaria la respuesta rela-
jante y el c@MP se encargaria de la contraccién (véase pagina: 94

capitulo 3).

Por otra parte, varios autores coinciden en sefialar un incremento del
nivel de ¢cGMP en respuesta a la interaccién histamina-receptor Hl
(Refs. 44, 158, 401, 531, 614, 615, 672, capitulo 3);efectoc que en

misculo liso intestinal se compagina con un efecto activador sobre la

319




Ry
'S¢

cAMP fosfodiesterasa que acelera la destyuqién del cAMP descendiendo
.su nivel tisular (Ref. 354, capitulo 3).

El extracto objeto de estudio parece actdiar a través de receptores Hl;
por tanto, resultaba légico pensar que influyera sobre ambos nucledtidos
ciclicos de un modo similar al descrito para la histamina. De nuestros
resultados se desprende que el comportamiento del extracto respecto al
cAMP posee cierta similitud con'el referido por HOﬁEYNAN y GOODMAN

(Ref. 354, capitulo 3), al que hemos aludido unas lineas antes, y por
ANDERSSON (Ref. 23, capitulo 3), quien utilizando colon de conejo,

anotd un descenso de nivel de cAMP durante la respuesta contractil
provocada con histamina. Ambas observaciones concuerdan con nuestros re-
sultados. Por el centrario, la conducta del extracto con respecto al
cMP contrasta claramente con el consignado para la histamina, puesto
que sie obtuvo un brusco descenso inicial dentro de los 10 primeros
segundos de incubzcién, manteniéndose posteriormente, el nivel, pricti-

camente invariable,

Este resultado no es, sin embargo, del todo sorprendente, si tenemos
en cuenta varios trabajos recientes en los que se describé una absoluta
falta de correlacién entre actividad muscular y fluctuacidén tisular de
nucleétidos ciclicos que aportan serios inconvenientes a la hipdtesis
que implica al cAMP y c¢(MP como mediadores de la respuesta relajante y

contrictil, respectivamente.

Asi por ejemplo, se ha descrito que sustancias relajantes del misculo
liso como el nitroprusiato sddico, la hidralazina y el verapamil elevan
el nivel de cMP (Ref..201, capitulo 3). Ademas, el uso del derivado
8-Bromo-cMP sobre una preparacién de conducto deferente de rata, es
capaz de provocar relajacién de la misma en ciertas condiciones (Ref.
676, capitulo 3). Por otro lado, la neurotensina , pequefio péptido
que provoca la contraccidn del {leon de cubaya, no modifica los niveles
dé cAMP ni de cMP (Ref. 418, capitulo 3). Otro tanto cabe sefialar pa-

ra la adenosina, que relaja la musculatura lisa sin modificar el nivel
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de cAMP (Ref. 489, capitulo 3).

A la vista de estas consideraciones no parece que la respuesta con-
trictil del ileon en presencia del extracto sea mediada por alguno de
ambos nucleétidos. Ademis, teniendo en cuenta que la contraccién es
pricticamente instantinea, sélo el descenso de ¢cMP parece lo suficiente-
mente rapido como para tomarlo en cuenta, ya que el descenso de cAMF es
lento y sélo se hace significativo a partir de los 40 segundos de incuba-
cién, lo que lo descalifica como mediador de la accién cortrictil del
extracto. Es posible, por consiguiente, gque se trate de un evento metabd-

lico de tipo secundario.
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CONCLUSIONES

1/.~ El extracto esplénico contiene cantidades apreciables de cAMP
que pueden considerarse incluidos dentro de la escala normal de valores,

que otros autores consignan, para este tipo de fluidos biolégicos.

2/.- Por su parte, parece qué el extracto esplénico no contiene nive-
les apreciables de c(MP, puesto que al comparar los valores hallados en
el extracto frente a aquellos detectados en el placebo no se aprecian

diferencias significativas.

3/.- La adicidén del extracto espléhico acidificado (pH,5) sobre pre-
paraciones de ileon aislado de cobaya conduce a una ripida y marcada con-

traceidn hasta cierto punto similar a la obtenida con histamina.

4/.- Esta respuesta contréictil resiste la presencia de un firmaco
antiserotoninico como el dimaleato de metisergida. En consecuencia, es
posible descartar la via triptaminérgica como mediadora de la accién del

extracto.

§/.~ Los farmacos antihistaminicos, como el maleato de d-clorofenira-
mina (Polaramine) y el clorhidrato de difenhidramina (Benadryl), bloquean-
tes especificos de receptores H]—histaminérgicos anulan la accién contric-
til del extracto esplénico acido, pricticamente en su totalidad; lo que

sugiere que ejerce su accidén a través de receptores Hl de histamina.

6/.- El extracto no contiene cant.idades significativas de histamina

que puedan explicar nuestra anterior conclusién,

7/ .- Tampoco induce la liberacién de cantidades significativas de
histamina,por parte de la pieza intestinal, capaces de explicar el
efecto contrictil experimentado y el bloqueo anotado con el uso de

firmacos antihistaminicos.

8/.- Parece posible la existencia, er el extractc esplénico, de una

sustancia simil-histamina capaz de interactuar con receptores H1 de
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histamina y disparar la respuesta contrictil.

9/.~ El extracto esplénico icido desciende el nivel de cAMP en
ileéﬁ aislado de cobaya &urante la contraccién. Sin embargo, este
descenso no parece mediar la accidén del extracto dado que la respues-
ta contrictil se inicia instantaneamente mientras gue el descenso de
cAMP sélo alcanza significacién.estndisitca a partir de los 40 scgun-
dos de incubacién. Resulta més ldgico concluir que se trata de un fe-

némeno metabdlico de tipo secundario.

10/.~ El extracto esplénico Acido desciende tamhién el nivel tisular
de c@MP, pero, a diferencia con el cAMP, el descenso es mucho mis rapji-
do alcanzando valores significativos antes del tiempo de incubacién 10
segundos. Fn este caso, hay un mejor grado de correlacién entre la ra-
pidez de la respuesta contrictil y la velocidad de descenso del nivel
de cGMP. Sin embargo, teniendo en cuenta los conceptns recopilados en
el capitulo de revisién, parece muy aventurado concluir que dicho des-
censo esté directamente implicado en la produccidn de la contraceidn.
Nos inclinamos, mds bien, por interpretarlo como una accién metabdlica

secundaria del extracto esplénico 4cido.
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