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Abstract correspondiente a la Tests Doctoral que bajo el tii.ulo: " Méca­
nisme de accion de alijçunos extrados tisulares bidrosolubles en musculo 
lise intestinal", présenta D. Carlos F.nrique Cil-Rodrigo Montaner para 
optar al grado de Doctor en Farmacia.

Utilizando un nrétodo basado en el de Somog>’i ( Somogyi, (1945)- J- 
Iliol.Cbem. l60:62), Gandarias ( Gandarias, (1959). Rev.Clrn.Espanola, 
71:16) obtuvo, a partir de varies organes procedentes de varias espe- 
cios animales, un material biologico bidrosoluble muy aciivo sobre la 
fibra lisa vascular y no vascular. Medianie rücba mdodica se lia ohte- 
nido un ext racto esplénico bovine y se lia invest igado su tnecanismo de 
accion sobre musculo liso intestinal ( iléon de cobaya ). los resulta- 
dos sugieren que este t.ipo de extracto alberga un factor active, dis- 
tinto de la bistamina, capaz de interactuar con 1 eceptores H^-bistami- 
nérglcos dando lugar al marcado efecto contractil consignado en iléon 
de cobaya. Por otro lado, se ha estudiado la influencia del extracto 
esplénico sobre el nivel de nucleotidos ciclicos ( AMP-ciclico y GMP- 
ciclico ) en la fibra muscular anotandose un descenso brirsco de GMPc 
que contrasta con lo descrito en la lit-eratura para agonistas ll̂ -his- 
taminérgicos, y un descenso imicho mas lento para el nivel de AMPc que 
concuerda con el efecto, consignado por otros autores, que la bistami­
na despierta sobre preparaciones de mv'iscuJo liso intestinal.
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I. TROLOGO



PROLOGO

La tesis doctoral que tras esta introduceion, se présenta a
la consideracion 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 direccion 
del Profesor Doctor D. JUAN MANUEL DE GANDARIAS Y BAJON, titu­
lar de la câtedra y director de dicho Departamento.

Los primeros conocimientos en Fisiologia, Bioquimica y Far- 
macologia, materias en las que queda enmarcado nuestro trabajo, 
los obtuvo el doctorando en los obligados estudios de la Llcen- 
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
PILAR FERNANDEZ OTERO, Catedrâtico director del Departamento de
Fisiologia, el Doctor D.MANUEL RUIZ AMIL, Catedrâtico director 
del Departamento de Bioquimica y del Doctor D. RAFAEL CADORNIGA, 
Catedrâtico director del Departamento de Farmacia Galénica.
Ellos , a traves de sus ensenanzas, supieron mantener y desarro- 
llar nuestra incipiente vocacion cientifica.

Al término de la licenciatura, obtuvintos la distincion 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 Investi ga- 
ciones Cientificas) el Doctor GANDARIAS, Fué en esta época, Ene- 
ro de 1.976, cuando junto a les primeros pasos docentes el doc­
torando abordé las cuestiones que constituyen la temâtica de es­
te trabajo bajo la direccion del Dr. GANDARIAS.

El contenido del mismo se entronca con natural continuidad



en la linea de investigacion personal y departamental de nues­
tro director de tesis. Efectivamente, es en un trabajo del men- 
cionado Profesor GANDARIAS de 1-959, Revista Clxnica Espanola. 
Ano XX, Tomo LXXIV, n? 6, cuando se da comienzo a una se rie de 
esfuerzos investigadores que apoyados en la misma linea por una 
ininterrumpida tradiciôn de tesis y tesinas, culminan en un es- 
tado de la cuestion que queda recogida en el discurso de entra- 
da del Dr. GANDARIAS en la Real Academia de Medicina de Bilbao 
en Octobre de 1.971. Posteriormente, el Dr. L.F. AINZ, bajo la 
direccion del Dr. GANDARIAS, realize una serie de trabajos en 
este mismo contexte, que bajo el titulo: "Efectos de algunos 
extractos tisulares bidrosolubles sobre musculo liso vascular 
y no vascular", présenté 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 acumulacion de datos que se recogen en dicbos trabajos, co- 
menzamos nuestra t area de prosegulr avanzando en la misma di­
reccion. Quede, asi, constancia de que esta disertacion docto­
ral constituye un trabajo mas en una serie que se remonta a 
1-959 y se mantiene ininterrumpida basta nuestros dins, y de 
la que no sera esta, nuestra investigacién, la ultima que se 
emprenda en un campo que ofrece, sin duda, muy ricos filones 
para la ciencia médica bâsica.

En relacion con su iraportancia y actualidad puede advertir- 
se cierto paralelismo, por analog!a, entre el tema que hemos 
emprendido y el de la investigacién de las prostaglandinas, de 
cuya naturaleza como cuestién frontera e importancla entre la 
comunidad mundial de cientificos, podria dar una idea el hecho 
de ser tema que ha merecido la distincion con el galardén Nobel 
para su iniciador y principal mantenedor, U.S. VON EULER.

En cuanto a la metodologi a, se ha seguido la tradie ion de
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las ciencias expérimentales de la acumulacion de datos relevan­
tes mediante el doble procesô de experimentacion-medicion, co­
mo base de todo intento explicative en forma de hipotesis, cohé­
rente con otras debidamente sustentadas, y conformes con una ri- 
gurosa contrastacion empirica. En este sentido, y a modo de in- 
dlcador del volumen teorico y experimental emprendido en estos 
très arios de trabajo, se ofrece la cifra de cerca del centenar 
de animales sacrifieados y mas de 8$0 citas bibliogrâficas em- 
pleadas para la elaboracion del mismo lo que, por razones obvias 
de espacio, nos ha impedido su transcripcion integra habiendo, 
por ello, recurrido a la supresion de titulos de los que dispo- 
nemos a fin de aclarar a los futures lectures cualquier duda 
que pueda surgir al respecte. 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 elaboracion, en re­
lacion con las acumulaciones précédantes, es que se trata de la 
primera investigaciôn en que sistemâticamente se emprende el es- 
tudio del mecanismo de accion de los extractos que nos ocupan 
a nivel de la musculatura lisa.

Este estudio se ofrece boy en esta Facultad de Madrid como 
tesis doctoral; en el sentido de que esta como requisite docen- 
te y administrative es siempre una obra de juventud, no duda- 
mos que adolecerâ de defectos inherentes a la inexperiencia del 
doctorando. Permitasenos, en este sentido, dejar constancia de 
que se trata de la primera obra araplia de investigacion que 
ofrecemos a la critica cientifica especializada. Dada la firme- 
za de nuestra vocacion universitaria, no sera la ultima, pues 
la continuidad en la misma direccion temâtica (en que aun tan- 
tas lagunas reel aman explicacion) y en otras nuevas que se ofrez- 
can a la curios1 dad cientifica de este investigador, sera el ob-



jetivo de quien hlzo de la carrera docente universltaria libre 
e ilusionada eleccion de juventud.

Al término de estas pocas palabras como presentacion y jus- 
tificacion de un contenido, debemos y deseamos en este prologo 
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 él dirije, y en cual he­
mos venido colaborando como profesor encargado de curso duran­
te estos très ados de nuestra carrera de investigador y docen­
te. Sea, por ello, nuestra primera constancia publies de grati­
tud por la confianza depositada en el doctorando cuando, en su 
dxa, acepto su ofrecimiento de colaboracion y la tutela de su 
trabajo doctoral, sin mas base que sus propias esperanzas en un 
graduado con vocacion. De esta confianza hemos querido dar cum- 
plida cuenta con la unica raoneda 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 séria para nosotros la mejor y mas anhelada forma de com- 
pensar los desvelos del Prof. GANDARIAS. Y ya en lo referente, 
en concrete, a este trabajo, nuestro agradecimiento a sus cons­
tantes y valiosas sugerencias, sus estimulos en los no escasos 
mnmentos de desaliento, y el haber introducido al doctorando 
en una tradiciôn investigadora que él mismo iniciara y tan pro- 
metedores frutos esta generando.

Queremos tambien dejar constancia de nuestro agradecimiento 
al Dr. D. LUIS FERNANDO AINZ de quien hemos recibido una énor­
me ayuda Humana y profesional. El resolvio innurnerabies proble- 
mas técnicos y aporto, en momentos décisives, muchas y buenas 
ideas ; al Dr. D. JUAN JOSE GOIRIENA DE GANDARIAS, por su con-
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tinuo interés y colaboraclon; a D. KEPA ZUBELDIA, por sus 
interesanfces consejos matemâticos y técnicos, asi como por 
su incomparable ayuda en el terreno de la informâtica. El 
fué quien realize todos los programas de ordenador utiliza- 
dos en el présente trabajo; al Doctor D. ERNESTO CASTS, a 
quien debemos la estandarizacion del sistema automatizado 
utilizado para la determinacion de proteinas que nos per- 
mitio ganar en precision y economizar en tiempo, a LOLY 
CAMPOS y MARGARITA OLASCOAGA, por su importante ayuda en la 
realizacion experimental, a MARI CARMEN GARCIA y MARILU 
URIBECHEBERRIA, por colaborar en la ingrata labor de clasi- 
ficacion, enumeracion y transcripcion 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 él.

Por ultimo, mi reconocimiento a la Universidad de Bilbao, 
a través de cuyas dotaciones financieras canalizadas al De­
partamento, ha sido posible emprender una, siempre costosa, 
investigacion empirica como la que hoy se présenta.

A todos somos deudor de cuanto de aprovechable encuentre 
el lector en estas pâginas, y solo el autor es responsable 
de los errores y lagunas que puedan hallarse. De estas, 
solo podemos ofrecer como disculpa la de su inevitable pre- 
sencia en toda obra humana, y mâs aun en las que, como en 
este caso, son las de iniciacion 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 transmitirie. Y es, por ello, su mayor ilusion el 
no haberles defraudado ofreciendo el juicio del tribunal
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un trabajo que merezca, ante su autorizada opinion, una be 
névola acogida.



2. INTRODUCCION



RAZONES DE ESTA TESI5

Hay que comenzar destacando que el origen de la présente 
linea de investigacion lo constituye el trabajo publicado 
por el Profesor GANDARIAS en 1-959 (il). En él se refiere 
por vez primera, la accion neta que ejercen algunos extrac­
tor orgânicos hidrosolubles de bazo y pancreas sobre la 
presion arterial de gatos y conejos a los que se infunden 
minimas proporciones de filtrados desproteinizados a distin- 
tos pli.

Los motivos que indujeron esta via concreta de investiga­
cion 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 
continuaciôn:

"Nos tentaba la curiosidad de las circulaciones es- 
plénica, pancreatica y hepatica, y nos acuciaba el 
presentimiento de una correlacion entre estos fun- 
clonallsmos y las glandular adrenales, Procedimos 
a explorer la presion arterial en gatos y conejos 
integros, descerebrados, adrenoprivos, reserpiniza- 
dos, etc., y tras muchas variantes experimentales 
fuimos recompensados con resultados que iban mucbo 
mas alla de lo experimentado."

En la fecha, ya lejana, en que se publico este trabajo, 
la bibliografia existente era muy escasa. lînicamente un ar­
ticule de VOGT en 1.958 (l8) en el que se afirmaba la accion 
hipotensora de ciertos extractos tisulares. May que remon- 
tarse hasta los aRos 1.964-6? para encontrar literatura re- 
ferente al empleo de extractos de bazo, pulmon y otros or-
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ganos. (12)

Existe, sin embargo, una Ixnea de investigacion que tie- 
ne indudables analogies con la que nos ocupa en este momento, 
pero que por diversos motivos résulta absolutamente indepen- 
diente de la misma. Se trata de las investigaciones que ban 
ocupado a la escuela escandinava de Fisiologia durante las 
ultimas decadas desde que en 1.935» VON EULER (15) comenza- 
ra el estudio sistematico de los efectos de determinados ex­
tractos a los que denomino prostaglandinas y vesiglandinas 
por su origen a partir de prostata y vesiculas séminales 
respectivamente.

El descubrimiento de las prostaglandinas se atribuye 
con plena justificacion al cientifico sueco U.S. VON EULER 
(15) si bien es cierta la existencia previa de diversos tra- 
bajos sobre los efectos farmacologicos de extractos de pros­
tata y semen, que indudablemente hay que asimilar a las 
prostaglandinas. Asi 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 (I6), 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 el que establece sin lugar a dudas que el principle 
activo que denomino prostaglandina, pertenecia a un grupo 
completamente nuevo de sustancias naturales, con importantes 
acciones fisiologicas y farmacologicas.

El problems de la identificacion quimica de estas sustan- 
cias es abordado por BERGSTROM en 1.947 (l5) en una serie de 
trabajos que son recompensados en I.96O (5) con el aisla- 
miento e identificacion de las dos primeras prostaglandinas
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conocidas. Existen como ya se ha dicho diferencias sustan- 
ciales entre ambas Ifneas de investigacion.

En primer lugar, los productos utilizados por los auto- 
res escandinavos ban sido siempre de caracter liposoluble, 
actualmente detectados como acidos prostanoicos, muy empa- 
rentados con el âcido araquidonico (I4 ). En cambio, los 
extractos espl^nicos, pancreaticos, etc. de GANDARIAS son 
obligatoriamente productos hidrosolubles a causa del metodo 
de extraccion por trituracion del tejido con desproteini- 
zantes del tipo de los utilizados en el metodo de FOLIN-Cl- 
COALTEU (10, 14). Estos extractos no solo son hidrosolubles 
sino que incluso son mucho mas activos después de recoger 
la fraccion tratada con liposolventes como el cloroformo (12).

Ademas, raientras los extractos de la escuela escandinava 
son obtenidos preferentemente a partir de semen, prostata 
o vesiculas seminales, los utilizados por GANDARIAS no pro- 
cedian nunca de dichos organos, empleandose a tal fin, ba­
zo, pincreas y pulmon principalmente (12).

Finalmente, los efectos de ambos tipos de extractos son 
también divergentes. Las prostaglandinas casi en su genera- 
lidad se muestran sistem4ticamente hipotensoras mientras 
que por el contrario los extractos hidrosolubles ejercen 
efectos hipotensores o hipertensores segun las circunstan- j, 
cias que se detallarân en apartados siguientes (12). Sobre 
otras diferentes preparaciones de mûsculo liso, los efectos 
son similares pero dificiles de clasificar.

Ante los primeros resultados encontrados, GANDARIAS 
penso en la posible intervencion de circuitos funcionales 
en los que estuvieran implicadas las glândulas adrenales 
(14). Con el fin de esclarecer esta problematica desde un
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punto de vista general, se decldio a investigar los efec-. 
tos de sus extractos organicos en animales (gatos y conejos) 
normales y adrenoprivos, encontrando efeetivamente un anta­
gonisme de efecto total. Los resultados obtenidos de esta 
forma fueron los siguientes;

Los extractos acidos de bazo y pancreas inyectados en 
animales integros inducen un descenso de la presion arte­
rial muy drastico, a diferencia de las discretas hipoten- 
siones logradas por los extractos liposolubles de origen 
prostatico.

Los extractos alcalinos de la misma procedencia, despier- 
tan una hipertension manifiesta en los animales inyectados.

Repitiendo los experimentos antes citados en animales 
adrenoprivos logran efectos diametralmente opuestos, es de- 
cir que los extractos acidos inyectados promueven hiperten­
sion y los alcalinos en cambio hipotension. Los efectos 
hipertensores de los extractos acidos en animales adrenopri­
vos no resultan afectados por la inyeccion de ergotamina.

Partiendo de estos resultados, varios colaboradores del 
Profesor GANDARIAS continuaron esta linea de investigacion.
En posteriores trabajos (14) se extendio el campo experimen­
tal a otros extractos ademas de los anteriormente descritos, 
sobre todo a los de procedencia pulmonar, planteandose la 
cuestion de averiguar si los efectos hlpo o hipertensores 
se ejercen mediados a traves de los receptores adrenérgicos 
descritos por AHLQUIST (1, 2).

A tal fin se trato de esclarecer si los inhibidores de 
receptores alfa, beta o alfa-beta son capaces de impedir 
las respuestas hipertensoras. Asi raismo, empleando estimu-
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1 antes de receptores alfa, beta y alfa-beta se procuro dls- 
criminar si conseguian anular la accion hipotensora desple- 
gada por los extractos. Los resultados obtenidos fueron los 
siguientes: (3 , 11)

Los extractos de otros tejidos, particularmente pulmon 
eran igualmente activos.

Los estimulantes alfa (Noradrenalina), beta (Aleudrina) 
o alfa-beta (Adrenalins) no impiden el efecto hipotensor des- 
plegado por los extractos acidos ea animales integros.

En consecuencia, todo parece indicar que los extractos or­
ganicos, tanto acidos como basicos, actuan sobre la fibra li­
sa vascular por mécanismes distintos a los adrenergicos de 
la tesis de AHLQUIST.

Resultados completamente superponibles a los anteriormen- 
te citados se obtuvieron en pruebas con extractos y fârmacos 
estimulantes y bloqueantes adrenergicos en animales adreno­
privos, si bien teniendo en cuenta el efecto invertido sobre 
la presion arterial que se observa en este tipo de animales
(14).

A la vista de estos resultados se plantearon nuevos tra­
bajos con el proposito de discernir que parte de las glandu- 
1as suprarrenales era responsable de la inversion 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 depleccion de las cateco- 
laminas, equivaliendo esta situacion a la de una adreriome- 
dulectomia y simpatectomia quimicas (12).

Se pudo observar que en gfetos reserpinizados cronicos 
aparecia una hipotension muy marcada, incluso inferior en
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algunos casos a la registrada en algunos gatos adrenoprivos. 
La inyeccion endovenosa de un extracto âcido a un gato re- 
serpinizado desencadena una elevacion considerable de la ten­
sion arterial, acontecimiento que puede compararse al halla- 
do en animales adrenoprivos. Parece razonable pensar, por 
tanto, que es la médula la porcion adrenal responsable del 
sentido hipo o hipertensor de las respuestas a que venimos 
aludiendo (12). Sin embargo, AINZ (3) trabajando con ratas 
intégras, vagotomizadas, demeduladas y adrenalectomizâdas, 
obtiene siempre una respuesta hipertensora que dificulta la 
interpretacion de las observaciones anotadas por GANDARIAS 
en otro tipo de animales (gatos y conejos).

Otra fase posterior e independiente de los trabajos ex­
périmentales realizados con extractos organicos hidrosolubles 
la constituye el estudio de su actividad sobre las prepara- 
ciones de musculature lisa no vascular.

Para taies investigaciones se utilizaron segmentes de 
yeyuno de gato, yeyuno y duodeno de conejo, duodeno de rata 
y utero de rata, cobaya y coneja virgenes. Los extractos 
acidos se mostraron hipotonizantes sobre intestine delgado 
salvo en yeyuno de conejo y duodeno de rata en los cuales 
ejerce un efecto hipertonizante (3 ), mientras que los ba­
sicos resultaron fuertemente hipertonizantes, no pudiendo 
bloquearse su efecto con una dosis adecuada de atropina 
(3 , 1 2).

Sobre cuernos uterinos de cobayas y conejas virgenes los 
efectos observados fueron muy semejartes. Los extractos 
acidos eran hipotonizantes mientras que los bâsicos resul- 
taban hipertonizantes, mostrandose en este sentido parti­
cularmente activo el extracto bâsico de pulmon (12, 17).
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En utero de rata, en cambio, la respuesta a Extractos 
âcidos y basicos es siempre hipertonizante (3).

Recientemente BROWN y cols. (7) han obtenido, a partir 
de corteza rénal de conejo, un extracto hidrosoluble que 
desarrolla un efecto hipertonizante sobre preparaciones 
aisladas de aorta de conejo, estomago de rata e iléon de 
cobaya. Varias de las caracteristicas de este extracto con- 
cuerdan con el descubierto por GANDARIAS,

Estos autores, mediante pruebas fisiologicas, farmacolo- 
gicas y bioquimicas, descartan la posibilidad de que la sus- 
tancia activa sea una prostaglandina, renina, angiotensina, 
catecolamina, serotonina, bradiquinina, nucleotido, un pe- 
queno producto orgânico de metaboiismo local o un ion.

Una de las diferencias fondamentales entre el extracto 
de BROWN y cols, y el de GANDARIAS estriba en que la accion 
del primero de ellos résulta inhibida por un alfa-bloqueante 
como la f enoxibenzamida mientras que el segundo résisté per- 
fcctamente la presencia de antagonistas alfa-adrenérgicos.

A la vista de todo el conjunto de resultados, obtenidos 
por el Prof. GANDARIAS y los seguidores de su linea de in­
vestigacion, que han quedado resenados se intenté una pri­
mera interprêtacion de los datos (12).

El criterio de AHLQUIST sobre receptores no podria acep- 
tarse en termines générales ya que no permitia explicar el 
hecho de que los extractos hidrosolubles desplieguen los 
efectos ya transcrites: hipotension o hipertension, segiln 
el pH del producto inyectado y la situacion del animal, con 
o sin glandulas adrenales o reserpinizado cronico. Era pre­
cise convenir que dichos extractos provocaban las reacciones
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vasotnotoras consignadas a traves de otros mecanismos.

SI bien, la descripcion que acabamos de realizar contiene 
las bases fundamentales en que nos apoyamos para la elabora- 
cion del présente 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- 
cién heraostatica.

Sus resultados atanen primordialmente a très procesos: 
agregacion plaquetaria, coagulacion y fibrinolisis.

Sobre la agregacion plaquetaria sefiala un efecto inductor 
de la misma, por parte del extracto, parangonable en ciertos 
aspectos, dadas las propiedades elâsticas de la tromboasteni- 
na, al efecto contrâctil desplegado sobre musculatura lisa.

Sobre coagulacion, el resultado es altamente interesante 
puesto que el extracto esta 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 
accion parece fundamentalmente dirigida al factor Xa.

Sobre la f ibrinolisis el extracto carece de efecto alguno.
Este era el estado de las investigaciones sobre extractos 

organicos hidrosolubles, en el momento de dar ccnienzo al 
présente trabajo. Inicialmente nos propusimos investigar el 
mécanisme de accion de este tipo de extractos sobre la mus­
culatura lisa no vascular. Bas!c amente nos planteamos dos 
cuestiones a resolver:

- 1?/ ^Actéan a nivel de receptores conocidos distintos de 
los adrenergicos y colinérgicos descartados en trabajos pre- 
cedentes ?.

- 29/ Disparan algim cambio en el nivel intracelular de
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"segundos mensajeros" (Nucleotides ciclicos)?

Para consegulr respuestas a ambas preguntas nos impusimos 
un programs de trabajo desglosado en dos Cases: a/ que com­
prends estudios fisio-farmacologicos y b/ que integra estu- 
dios de tipo bioquimico.

Era necesario hallar, previamente, una pieza de musculo 
liso no vascular que nos permitiese desarrollar ambas Eases 
con las maximas garantias. Consideramos que debia réunir, al 
menos, dos condiciones fondamentales;
- 1/ que las respuestas a los fârmacos que ibamos a utilizar 
frente al extract© fueran perfectamente conocidas,
-2/ que su ton© basal fuera reducido y estable a fin de que 
nos permitiera estudiar de un modo fiable las posibles varia- 
ciones del nivel intracelular de nucleotidos ciclicos tras 
la adicion del extracto.

Una pieza tal es el iléon de cobaya. Una vez elegida la 
pieza muscular podiamos comenzar a desarrollar las dos Ca­
ses en las que habiamos dividido nuestro trabajo.

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

1/- El efecto del extract© hidrosoluble de bazo de 
vaca acidificado sobre esta preparacion, efecto que aun se 
desconocia.

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

3/- Efecto de fârmacos antihistaminicos bloqueantes 
de receptores y de antiserotoninicos bloqueantes de recepto- 
res D sobre la actividad desplegada por el extracto espléni- 
co âcido.
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4/- Interrogantes derivadas del désarroilo de los anterio- 
res planteamientos.

FASE b.- En la que deseabamos investigar;
l/- Presencia de nucleotidos ciclicos en el extract©.
2/- Niveles intracelulares de cAMP y cGMP en la Fibra muscu­

lar tras exponerla a la accion del extract©.
De todos nuestros resultados damos cuenta en el apartado correspon- 

diente.
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I. EXTRACTOS TISULARES

A. INTRODUCCION

El interés por la farmacologia de los extractos tisula­
res se inicié probablemente con la autoobservacion de 
BROWN SEQUARD de 1.889» que abrio por entonces un campo 
cientifico nuevo y lleno de posibilidades (647)•

Los extractos de organos y tejidos ocuparon pronto un 
lugar importante en la investigacion terapeutica de la épo- 
ca, a la que preocupo en un principio la separacion de pre- 
paraciones utiles de otras muchas de dudoso interés. De esta 
forma, persisten con plena vigencia en el arsenal terapeuti- 
co actual, algunos extractos de organos y tejidos tiroideo, 
muscular,esplénico, prostâtico, etc., mientras que otros, 
carentes de justificacion 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 présenté trabajo 
fueron preparados conforme a la metodica inagurada por GAN­
DARIAS en el 1-959 (26I). El procedimiento de extraccion es 
sencillo. El material biologico procédé de pancréas, bazo, 
higado y pulmon de diversos animales, gato, rata, conejo y 
bovidos, Trozos de estos organos 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, aprovechândose unicamente la frac­
cion hidrosoluble. Los extractos, tratados o no con cloro-
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formo, siempre extraidos con medios hidrosolubles, presen- 
tan un pH determinado, que résulta ajustable a voluntad. Se 
utilizan extractos acidos o alcalinos con pH de 5 para los 
primeros y 9 para los segundos, que son usualmente adrainis- 
trados por via endovenosa a los animales de experimentacion .

Hay que destacar que los metodos seguidos tienden a 
simplificar las extracciones por un lado, y a segiiir una sis— 
tematica de trabajo que procure evitar la formacion de "ar- 
tefactos quimicos", que inevitablemente aparecxan utilizando 
métodos de extraccion mas drastricos .

Es precisamente esta peculiar metodica de extraccion lo 
que personalize esta Ixnea de investigacion y la diferencia 
de otras emparentadas con ella pero que tienen como base 
productos de naturaleza obligedamente diferente a causa de 
las condiciones del metodo de extraccion.

Asi, por ejemplo, se pueden citar diversos extractos tisu­
lares de caracter igualmente hidrosoluble, pero cuyos métodos 
de extraccion excesivamente rigurosos no excluyen, sino que 
incluso favorecen la posibxlldad de apariclon de los artefac- 
tos quxmicos anteriormente citados, asi como de 1 as clasicas 
sustanclas activas contaminantes de tales extractos como son 
la colina, histamina, etc. A pesar de ello y como punto de 
referenda, en la présente revision se va a dedicar una im­
portante atencion al estudio de la farmacologxa de estos 
extractos, de los que puede considerarse como prototipo el 
preparado comercial del Institute Bioquimico Hermes couoci- 
do con el nombre de Esplenohormon, cuyas propiedades farma­
cologicas y composicxon quxmica han sido extensamente estu- 
diadas (38, 595, 647, 700).

Tambien se va a dedicar una especial atencion en este
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capftulo , al estudio de un grupo de sustancias de origen 
tisular y caracter 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- 
tâtico. Hay que dejar bien claro en principio la absoluta 
independencia entre esta linea de investigacion, 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 
composicion quimica y su caracter hidro o liposoluble, 
ambos tipos de sustancia guardan una perfecta Independencia.

Sin embargo, las PGs van a ser consideradas a titulo 
comparative y para acentuar mas aun las diferencias y con­
trastes que separan ambas vertientes cientificas.

Finalizaremos esta revision destacando los aspectos a 
nuestro juicio mas interesantes relatives a los nucleoti­
dos ciclicos adenosin 3'*5* monofosfato cxclico (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 nucleotidos 
han recibido la denominacion de "segundos mensajeros" sien- 
do al parecer parte del mécanisme de accion de multiples 
agentes (p. e j . : Hormones y Neurot ransrr.isores ) entre los 
que pudiera hallarse el extracto objeto de nuestro trabajo.

B. EXTRACTOS ESPLENICOS

Aunque se han utilizado extractos esplénicos terapeûtica- 
mente en algunos procesos patologicos, su actividad farma- 
cologlca ha permanecido imprecise y mal sistematizada duran­
te largo tiempo (38).
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MARTORELL (498) inicio.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 farmacologicas 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 
cornercialmente por un laboratorio farmaceûtico (Instituto 
Bioquimico Hermes: Esplenhormon). Los resultados obtenidos 
se consideran a continuacion.

a/.- Métodos de extraccion.

Se han empleado diversos métodos de extraccion, 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.
El método seguido, fué el de SNINGLE y PFIFFNER (718) para 
la preparacion de extracto de cortex suprarrenal.

El procedimiento seguido por SALVA (647) para la obten- 
cion del extracto de bazo es como sigue: La extraccion se
lleva a cabo mediante autolisis acida de la pulpa esplénica 
de buey o caballo; el liquide résultante se filtra, se ca- 
llenta de nuevo a 70- 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 Tyndalizacion.

PUJOL CARDUS (595) prépara el extracto a partir de un 
kilogramo de organo fresco de origen equino. Se corta con
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una mâquina trituradora y seguidamente se tratan dos litros 
con una solucion 0.2 N de âcido clorhidrico à ebullicion 
durant e 10 minutos a la presion atmosferica. Se fil bran los 
residues no solubilizados y se Tyndalizan a 70^ C a fin de 
evitar la descomposicion del mismo. (Se trata del preparado 
comercial Esplenhormon, de l.aboratorios Hermes).

COBBIN y THORP utilizaron tres métodos distintos para 
preparar el extracto de bazo (l66):

- Método: El 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- 
troleo, éter y finalmente acetona. La fraccion acetonica se 
evaporaba secândola y quedaba un residue alquitranado de co­
lor marron oscuro (2.37 mg/lgr. de bazo fresco).

-29 Método: Una preparacion congelada en seco de 17 Kgrs. 
de bazo de buey era pulverizada en un mortero, llevada a un 
Soxhlet y extraida con éter anhidro. A contiuuacion se ve- 
rificaba una extraccion en frio con acetona anhidra elimi- 
nandola a presion reducida. El residue era disuelto en agna 
destilada. Las impurezas se extrafan primero con éter frio 
y después con un poco de éter de petroleo (40 a 809). [.a
sojucion acuosa era entonces evaporada por secado a ba.ja 
presion y almacenada por debajo de los 39 C . La fraccion 
résultante era de 0-33 mgr. por caria g r . de bazo fresco. 
Aunque este procedimiento data un producto menos potente 
que el anterior, el extracto era muy soluble en agua, ha- 
biendo menos contaminacion por ello.

-3~~ Método: El bazo de buey (22.5 Kgrs) era congelado 
en seco y se sometfa a la accion de solventes, primero éter
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y luego acetona en un Soxhlet. El extracto de acetona era 
evaporado secândose a presion reducida. El residue se disol- 
via en éter de petroleo y se extraia con agua hasta que no 
aparecia mas material Colorado en el agua, que después se 
evaporaba a baja presion. La fraccion restante de 1.5 mgrs. 
de material soluble en agua se obtenia a partir de un gr de 
bazo fresco.

b/.- Composicion quimica.

CHANG y GARDUM (l47) han descrito la presencia de colina, 
acetilcolina, âcido adenilico e histamina en extractos pro- 
cedentes de équidos y bovidos, pero se trata de extractos 
obtenidos por autolisis âcida.

La presencia de compuestos proteicos parece completamente 
descartada dado el comportamiento negativo del extracto tren­
te a algunos reactivos tipicos de proteinas como el biuret, 
xantoproteico, âcido tungstico,tricloroacético, etc. (647).

En el extracto de bazo utilizado por BALASCH y SANTOS (38); 
se determine por técnicas cromatogrâficas la presencia de 
bases pûricas entre ellas adenina y adenosina.

Posteriormente en el mismo tipo de extracto se han encon- 
trado hasta 16 aminoâcidos diferentes, todos ellos represen­
tatives de un extracto de ôrgano de origen animal. Los amino­
âcidos serina, treonina, valina, metionina, espârtico y glu- 
tâmico son los que se encuentran en mayor proporcJ o n . El 
triptofano en cambio no aparece como era de esperar, ya que 
la hidrolisis âcida lo destruye (700). Sin embargo en traba­
jos anteriores se habia descrito la presencia de triptofano 
(309, 486, 595).

c/.- Acciones:

Van a considerarse en primer lugar, por tener ma mayor
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relacion con el presente trabajo, los efectos sobre musculo 
liso y en segundo término el resto de las acclcnes..

Musculatura lisa
1 . - Intestino.
El extracto hidrosoluble de bazo que nos ocupa provoca 

sobre la preparacion de duodeno aislado de rata una contrac- 
cion que es revertida por la accion de un espasmolitico (38). 
Se ha empleado incluso terapeuticamente 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 utero aislado de 
cobaya (647). En otros trabajos sobre la misma preparacion 
y con el mismo preparado se obtuvo una ligera contraccion 
uterina (38), que los autores atribuyen a la presencia en 
el extracto de pequehas cantidades de histamina.

3.- Aparato Cardiovascular.

Se han utilizado diverses preparaciones experimennales 
a tal fin. Empleando una preparacion de LOEWEN TRENDELENBURG 
se ha podido comprobar que el extracto hidrosoluble de bazo 
détermina un aumento de flujo de perfusion del tren posterior 
de la rana, por una dilatacion activa de los vasos (38, 647).

Sobre presion arterial en gato anestesiado, el extracto 
esplénico hidrosoluble se muestra como hipotensor (38) efec­
to que cede por atropinizacion, lo que permite atribuirle 
un caracter muscarinico (647). El efecto hipotensor mostrado 
por los extractos es incluso capaz de hacer ceder la hiper­
tension experimental provocada en algunos animales como por 
ejemplo conejos (431).



REIN, MARTENS, y BUCHRL (6ll) mantuvieron la hipotesls 
de que el bazo libera una sustancia que llegada al higado 
provoca la liberacion de un producto activo sobre el corazon 
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 musculo papilar ventricular del gato ((66), 
y en opinion de COBBIN y THORP (167) este efecto no se de- 
be a la posible presencia en el extracto de colina, acetil 
colina, histamina, catecolaminas, etc. sino mas bien a la 
hipotetica presencia de una sustancia de tipo esteroide 
parecida a la digital.

Asi mismo se ha encontrado que los extractos esplénicos 
protegen al corazon de las lesiones tireotoxicas, debido 
posiblemente a la presencia de un factor cardioactivo (499). 
Estudios realizados con respirometros de WARBURG para medir 
el consume 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 do 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 aigu-
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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 disminucion acusada del colesterol, 
que llega incluso a significar un 30% del valor ordinario 
(814).

3.- Accion lipotropica

Parece demostrado (38) que el extracto influye en la mo- 
vilizacion y deposito de grasas neutras, encontrandose que 
previene la infiltracion grasa del higado, efecto que los 
autores consideran debido al contenido en colina y metioni­
na de1 extracto.

4.- Accion mineralocorticoide

FAZEKAS (233) encontre en conejos sanos intactes que la 
administracion de extracto esplénico elevaba el nivel de 
Na plasmâtico, 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.- Secrecion gâstrica
Normaliza la secrecion gâstrica descompensada previ amen- 

te tanto por defecto como por exceso, como se lia comprobado 
en 105 enfermes de gastritis por SCIILTEPIIAKE y RENK (647).

6.- Piel

El extracto esplénico parece tener accion sobre ciertas 
dermatosis, especialmente eczema, dematitis seborreica, ur­
ticaria y dermatitis berpetiforme (647).



7•- Accion probectora de radiacionea ionizantes

Los animales tratados con extracto esplénico mostraron 
una mayor resistencia a la irradiacion gamma que los tes- 
tigos, demostrahies por una mayor actividad regeneradora 
de los megacariocitos de la médula (386, 707).

8.- Accion sobre la formacion de anticuerpos

Parece desprenderse una accion favorable en este sentido 
de los experimentos realizados sobre cobayas por BAYLE DE 
JESSE (46) y JAGOBSEN ROBSON Y MAYO (en réf.: 38), que 
puede explicarse a bravés de un efecto trofico sobre los 
érganos productores de anticuerpos.
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II. PROSTAGLANDINAS

Aunque existen algunos precedentes plenamente valides 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 cientifico sueco U.S. VON EULER.

Hacia 1.935, GOLDBLATT (288) y VON EULER (?6l) descubrieron de forma 
slmultânea, pero independiente, las propiedades del liquide seminal al 
actuar sobre diverses preparaciones de mûsculo liso. VON EULER (766) 
realizo sus experimentos con extractos de vesiculas seminales bumanas 
y ovinas, encontrando que la actividad era debida a la presencia de 
ciertas sustancias âcidas de caracter lipidico a la que denomino 
"prostaglandinas" (PG), diferenciândolas en principio de las "vesiglan­
dinas" extraidas a su vez de vesiculas seminales de monos y que solo 
mostraban efectos vasculares.

La escuela escandinava comenzo entonces una serie de estudios exhaus- 
tivos acerca de las propiedades farmacologicas de estas sustancias que 
podian resumirse en un efecto depresor de la presion arterial junto a 
una accion estimulante de la musculatura lisa extravascular (?6l a 765). 
Posterirmente quedû establecida por ELIASSON la intervencion de las PGfi 
en las funciones de reproducciôn, al comprobar que por via vaginal es- 
timulan las contracciones del utero humano no grâvido, especialmente du­
rante la ovulaciûn (220).

El problema del aislamiento y purificacion 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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Estudlos posteriores en este mismo sentido han abocado al exliaustivo 
conocimiento que hoy poseemos acerca de la constitucion qulmica de las 
PGs.

Paulatinamente se han ido incluyendo en este grupo, al irse perfeccio- 
nando Ids métodos snaliticos, una serie de sustancias lipidicas caracte- 
rizadas por sus acciones sohre el musculo liso. Tal ocurce con el "darms- 
toFf" liherado espontaneamente per el intestine de rana (?60) o la "irina" 
contenida en el iris del cone jo (7, 8), la "medulina" de LEF. (46O), que 
aparece en la medula renal de conejo o los liquides extraidos del liqui­
de mentrual o de les distintos niveles del cerehro (10). Hoy en dia no 
cahe duda de la naturaleza de las PGs présentés en todas estas hipoté- 
ticas fracciones lipidicas (761).

En las liltimas decadas las PGs han sido ohjeto de un intense estudio 
multidisciplinario que ha dado origen a una inmensa cantidad de litera- 
tura relacionada con la caracterizacion, propiedades fisiologlcas, far- 
macologicas, asi come posihles implicaciones quLimicas.

1 Localizacion de las prostaglandinas

Se han encontrado prostaglandinas en casi t.odos los tejidos en les 
que se ha investigado, si bien en algunos en concentraciones prâctica- 
mente despreciahles (jôl).

Se han aislado prostaglandinas del liquide séminal (65, 66), pulmon 
(12), time (64), cerehro (648, 353), rinon (461), iris (9), placenta 
(399), tejido adipose (9, 602, 681), ovaries, tube digestive (53), li­
quide amniotico y menstrual (222, 766), etc.

El mayor contenido en prostaglandinas corresponde 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 cahallo, huey, perro y conejo, no contiene prostaglandinas
(766).
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Lee y colaboradores (46O) han aislado très lipides acidicos biolo- 
gicamente actives en la médula renal del conejo. Une de elles, al que 
Haitian "medulina" parece similar a las prostaglandinas y posee un 
efecto activador del mtlsculo liso vascular, pero sin accion extravascu- 
lar. Los otros dos principios tienen acciones semejantes a las prosta­
glandinas en diversas preparaciones del musculo liso. También aparece 
una sustancia de caracteristicas similares a las prostaglandinas y de 
efecto vasodepresor en la sangre venosa de ninos afectados de diverses 
procesos como liipertension renovascular (218) e isquemla aguda renal 
inducida unilateral en perros (503).

Las cifras de prostaglandinas en sangre aparecen elevadas en sujetos 
con procesos neoplâsicos secretores, como carcinoma de tiroides (68,
798), carcinoma broncogénico (656) y feocromocitoma (656).

Hay que destacar también el hecho de que no solo han sido encontradas 
en el bazo, sino que hay cierta evidencia en favor de una liberacion de 
los mismos a partir de dicho organo bajo estimulacion nerviosa, al me­
nés en el perro (I85, 236). Un fenomeno de las mismas caracteristicas 
se ha encontrado en diafragma de rata (602), y paniculo adiposo epidi- 
dimal de rata (602, 68I).

2.- Extraccion

Las extracciones de las prostaglandinas se efectuan por medio de sol- 
ventes lipidicos.

El tejido se homogeniza en 4 volnmenes de etanol al 96 .̂ Se ccntri- 
fuga y se extrae el residue con otros 4 volnmenes de etanol al 96%
(649). En esta etapa suele aRadirse una cierta cantidad de prosta­
glandinas marcadas con isotopes radioactives, 6 bien cou objeto
de efectuar una estimulacion del volumen obtenido per dilucion del isoto- 
f>o (359). Igualmente es recïxnendable que la extraccion se efectûe en 
atmésfera de nitrégeno para evitar la formacion no enzimâtica de pros-
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taglandinas durante la misma (558), a partir de los acidos precursores.
El residue se desecha.

Posterirmente se evapora el etanol hasta su compléta desecacion. El 
extracto es repartido entre agua a pH 5, acidificada con acido citrico 
y un volumen igual de acetate de etilo. Se desecha el residue acido y 
las Eases obtenidas con acetate de etilo se mezclan, par posterimiente 
1avarias con 1/20 volumenes de agua destilada para eliminar el exceso de 
acido. El résultante se concentra con una çvaporacion hasta un volumen 
mener a una temperatura inferior a los 45® 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 pH 4,5 con acido 
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 compléta desecacion. El desecado se disuelve en un pequeRo vo­
lumen de etanol al 67% en agua y en un volumen igual de petroleo. Des­
pues de agitar se extrae el etanol y se vuelve a extraer con un volumen 
iguàl de petroleo. Finalmente, se desecha la fase de petroleo y la fase 
de etanol se evapora hasta su compléta desecacion.

3-- Estructura

Todas las prost agiandinas tienen un esqiieleto basico comun de 20 abo- 
mos de carbono, denominado acido prostanoico. Dicho compuesto consta de 
un anillo de 5 atomos de carbono y de dos cadenas alifaticas latérales.

Dentro de este esquema comûn cada grupo de prostaglandinas se di Feren- 
cian entre si por la presencia de varies grades de insaturacion y por las 
distintas snstituciones posibles, tanto en el anillo como en las cadenas 
latérales (341).
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Tanto desde el punto de vista estructural coino funcionai - ̂ ê han 
diviciido las prostaglandinas en varies subgnipos que se distinguen por 
una letra mayuscula, estos 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 pnede considerarse como un producto de deshidratacion de las 
del grupo F, consta de la FGA^ , A^, dcliidro-A^, etc...,, lo rual quiere 
decir que no exageramos al pensar que su numéro sea superior al miliar.

Las prostaglandinas del grui>o E se caracterizan por la presencia de 
un grupo hidroxilo en posicion 11 y un grupo eetnnico en posiciôn 9 

(341).

El grupo F difiere del E por la presencia de un grupo hidroxilo en 
posicion 9, en lugar del cetonico.
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Las prostaglandinas A y B pueden considerarse comoproductos de deshi- 
dratacion de las pertenecientes al grupo E, con formacion de dobles en­
laces en posiciones 10-11 y 12-8 respectivamente.

Las prostaglandinas de la serie 1 (Â , B^, E^, F^) tienen un lunico do- 
ble enlace en la posicion 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, présenta 
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 biologica, sobre todo en 
los procesos de agregacion plaquetaria, la prostaglandina (519) deri- 
vada, como las demas de los endoperoxidos ciclicos y cuya estruc­
tura, establecida por JOHNSON y cols. (383), posee un ciclopentano y por 
ello se la conoce también como prostaciclina.

las formulas mas importantes aparecen representadas en la figura: 3.2 
(359).

4 -  Biosintesis

A partir de tejidos procedentes de animales bovinos MIYAMOTO y cols.
(5*6) consigideron en 1.974 solubilizar el sistema enzimatico Prosta­
glandin :sintetasa diferenciando, merced a cromatografia en DEAE-celulo- 
sa, dos componentes del sistema. Uno de los componentes convierte a los 
los acidos precursores en endoperoxidos (PGC y PGll), mientras que el 
otro transforma PGH en PGE.

Estos dos enzimas han recibido los nombres de prostaglandina-endo- 
peroxido:sintetasa (EC.1.14 99.1) y prostaglandina-endoperoxido:isome- 
rasa (EC.5.3.99-3) respectivamente.
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Se consideran como prostaglandinas "primarias" a las PGE^, PGE^,
PGE^ y PGFj^, PGFg^, PGF^ (50) que dan lugar a las series PG-l, PG-Z, 
PG-3, respectivamente. Cada serie utiliza un acido precursor, asi la 
serie 1 procédé del acido 8, 11, 14-eicosatrienoico (dihomo-ganma- 
linolénico), la serie 2 parte del acido 5, 8, 11, 14-eiccsatetraenôico 
(acido araqiiidônico) y la serie 3 utiliza como precursor el acido 5, 8, 
11, 14, 17-eicosapentanoico. El sistema de la prostaglandina:sintetasa 
se encarga de catalizar la biosintesis de las très series. Dada la ma­
yor importancia biologica de las prostaglandinas de la serie 2 ubili- 
zaremos este grupo como modelo explicative del proceso biosintetico.

Cabe distinguir dos etapas:(vease figura, 3.3)

13 Etapa: Esta primera etapa es catalizada por el enziraa prostaglandi­
na-endoperoxido: sintetasa (335, 515) cuyo Pm ronda los 125-000 daltons 
(756)y que posee dos acbividades cataliticas ya que actua como ciclooxi- 
genasa y como peroxidasa (75^).

Medianbe la primera de las dos acbividades el enzima transforma el 
acido araquidonico en el endoperoxido PGG^ y merced a la funcion peroxi­
dasa la PGG^ se transforma en PGH^.

Esta primera etapa constituye un paso comun en el que se generan 
los endoperoxidos que acbuando como s»Jstratos de distintos enzimas daran 
lugar a las diferentes prostaglandinas de la serie 2.

2g Etapa: La accion del enzima prostaglandina-endoperoxido E:isomera- 
sa sobre PGIÎ  da lugar a la formacion de PGE^. Csbe enzima ha sido par- 
cialmenbe purificado y la reaccién caracterizada por OGINO y cols. (559)< 
El glubabion esbabiliza al enzima y actûa como cofactor de la isomeriza- 
ciôn (559).

Ademâs de esta ruta RAZ y cols. (608) han propuesto obra via de for­
macion de PGE^ que parte de PGG^. Segi'in esta profwsicion, la PGG^ se 
transformaria en PGE^ a bravés de un metabolite intermedio distinto de 
ia PGHg, el 1S-hidroperoxi-PGE^• No obstante, parece poco probable la
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existencia de esta 2? ruba (651).

En microsomas procedentes de utero de cobaya se ha detectado un fac­
tor enzimatico termoestable capaz de convertir en PGF^ (803),
este factor recibe el nombre de prostaglandina-endoperoxido Fa :re- 
ductasa.

En las plaquetas de varias especies animales, se ha descrito la 
existencia de un enzima denominado tromboxano:sintetasa o bien prosba- 
glandina-endoperoxido-tromboxanoA:sintetasa (320, 547, 710) capaz de 
catalizar la transformacion de PGH^ en tronboxano a través de la 
formacion de un metabolite intermediario inestable que es el tromboxa­
no Ag. Parece ser que este enzima cataliza, asi mismo, la conversion de 
PGK^ en acido 12-hidroxi-5, 8, 10, hepbadecatrienoico (H.H.T.) y malon- 
dialdehido (MDA) (202, 802).

En esta segunda etapa se sintetizan, también, dos PGS cuyo denominador 
comun lo constituye el importanbe efecto inhibidor que despliegan sobre 
la agregacion plaquetaria. Estas son la PC3)̂  (695) y la PGI^ conocida en 
un principle como PGX (519).

Al parecer 2 6 3 proteinas se encargan de catalizar la conversion de 
endoperoxidos en PG3D. Una de estas proteinas fué detectada en pulmon, 
esbomago e intestino de rata (557) y posteriormente se la ha identifica­
do como un enzima glutation-S:bransferasa (331)• Este enzinui cataliza 
la reaccién de transferencia y es aparenbemenbe independierte de la 
reaccién de isomerizacién que también tiene lugar durante la bransFor- 
macién de PQI^ en PGD^ (331). Parece ser que la seroalhémina anmenba la 
formacién de PGD^ presnmiblemcnbe porque despliega acbividad "isomerasa" 
(317). Esta conversién de un potenbe agreganbe plaquetario como la PGU^ 
en PCD^ (inhibidor de la agregacion plaquetaria) por seroalhémina puede 
tener un importante papel en el control de la agregacién plaquetaria.

En cuanto a la PGI^, se forma a partir de PGH^ por accion del enzima 
prostaglandina-endoperéxido I:isomerasa, 6,9-oxociclasa o prostaciclina:
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sintetasa (519). La PGI^ es inestable y en solucion acuosa se tran.sfor-
ma rapidamente en 6-ceto-PGF, perdiendo su capacidad como inhibidor dela
la agregacion plaquetaria (304).

Cabe abadir, por ultimo, la deteccion y parcial purifieacion 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 hianano.

5.- Acciones

1. Aparato reproductor

Aunque los efectos mas notables de las PG sobre el aparato reproduc­
tor ocurren en la henbra, 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 sugirio la posibilidad de que contribuyesen a la vasodilatacion 
del aparato reproductor masculine durante el coito (288).

Posteriormente se ha encontrado que la PG Ê  provoca la contraccion 
de conductos deferentes y vesiculas séminales, l'eforzando incluso las 
reepcestas contractiles previas de estos organos bajo estimulacion de 
nervios hipogastricos, contribuyendo en consecuencia a la eyaculacion 
(221, 188).

De alguna fonna, las PGs pârecen tener cierta relacion con la inferti- 
lidad de origen masculino. En un estudio estadistico entre 21 hombres 
sin descendencia se encontro un nivel seminal de PGE inferior al 50% 
del normal (125)

B.- Animales hembra.
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Se conoce el efecto a diverses niveles del aparato reproductor fene- 
nino.

Sobre la vagina provocan un incremento en la motilidad en dependencia 
con el momento del ciclo menstrual. Ademas supone una via de administra- 
cion fisiolôgica durante el coito, absorbiéndose en cantidad suficiente 
hacia la sangre para luego provocar una relajacion del cuello y cuerpo 
uterinos (652), especialmente durante la ovulacion.

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 relajacion se- 
gnn el momento del ciclo uterino, especialmente durante la ovulacion, 
mientras que la PGE 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 adicion de las PGs F y E,

En experimentos "in vivo" sobre utero de coneja las PGs provocan una 
intensa relajacion (62). Sobre utero humano grâvido la PGE^ produce un 
incremento de las contracciones (126), llegando incluso las PGE^ y F^^ 
a provocar el aborto por idéntico mécanisme (127, 223, 633). Se han 
descrito ig»jalmente para la PGF^ efectos oxitocicos especialmente en 
el inicio del parte (124, 170), por lo que se ha llegado a ensayar su 
use farmacologico en la inducciôn del parto mediante el empleo de la 
PGF̂ ^̂  (225) y la PGE^ (224).

II. Aparato circulaLorio

Se distinguen très aspectos diferentes segûn los niveles de actuacion 
de las prostaglandinas.

A.- Arterial.

Las PGs de los grupos A y E son potentes vasodilatadoras (6l, 136),
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ocaslonando una disminucion de las resistencias periféricas que se 
traduce en un aumento del flujo sanguineo por diverses territories, 
salvo en la mucosa nasal, a cuyo nivel provocan vasoconstriccion. El 
efecto parece ser directe sobre la fibra lisa vascular ya que no es 
inhibido por propanol, metisergida, atropina o antihistaminicos (539, 
693).

Las PGP en cambio son vasoconstrictoras générales, provocando una 
elevacion de la presion arterial en casi todas las especies animales 
salvo perro y rata (536). Se ha sospechado un mécanisme indirecte para 
este efecto, a través de un fenomeno de venoconstriccion (212), pero es 
probable una causa directa, ya que no résulta inhibido por la fenoxi-
benzamina ni por la metisergida (536).

B.- Venoso

Como se acaba de citar la PGE. es venoconstrictora ocasionando en
2a

consecuencia un aumento del retomo venoso que repercute en un aumento 
de la presion arterial (212). Tiene ademâs un efecto inliibitorio sobre 
la permeabi1idad de las paredes venulares (80l).

Las PGE aumentan en cambio la permeabilidad de las paredes venulares
con la consiguiente facilidad para el edema (356, 395).

C.- Corazon

Han sido muchos los efectos descritos sobre el corazon, entre los 
que merecen destacarse reacciones de cronotropismo e inotropismo positi­
ves.

Las PGA, A y F producen un fuerte efecto inotropo positivo que es 
posiblemente dependiente de la concentracion local del cal ci o (342).

En voluntaries hiananos a los que se inyecto PGE por via ondovenosa 
se registre un cuadro general de reacciones, entre las que destaca 
por su regularidad la aparicion de una fuerte taquicardia (63).
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III. Aparato dlgestivo.

Cabe conslderar 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 secrecion gastrica 
{617, 618, 782). Son sobre todo las PG de los grupos A y E, las que mues- 
tran una actividad mas acusada en este sentido.

La PGE, inhibe las secreciones gastricas producidas por hisLamina, 
2-desoxi-glucosa o ingesta de alimentes. (618, 619). Los resultados en 
la secrecion inducida por pentagastrina son contradictories. Algunos 
trabajos parecen indicar que no consigne inhibirla, al menos en humanos 
(366), mientras que otros consiguen lo contrario.

La PGE^ por su parte inliibe la secrecion inducida por la hi stamina 
asi como la causada por la ingesta de alimentes.

La PGA, consigue inhibir la secrecion inducida por la ingesta, pero 
no la debida a la pentagastrina. Alginos autores han referido que tam­
bién inhibe la secrecion histaminica (683), pero otros lo niegan.

La causa de este efecto parece ser directs, indirecta o una mezcla de 
anbas. El mecanismo indirecte se supone a partir de los efectos hipoten- 
sores générales, debido a las PG (52), con disminucion del flujo sangui- 
neo local a través de la mucosa gâstrica. Apoya esta idea el hecho de 
que la unica PG que no inhibe la secrecion gâstrica (la PG^F ), es 
precisamcnte la ûnica que no causa liipotension (341). En cualqiiicr 
caso el mecanismo indirecte parece de escasa importancia en el caso de 
la PGE, (376). Por otro lado también hay evidencia de una accion direc­
ts de las PG sobre las celuias pariétales gâstricas (52, 358, 782). Pa­
rece ser que una cierta cantidad de PGE^ es liberada por la mucosa 
gâstrica juntamente a la secrecion âcida tras estimulacion vagal (52,
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168). Por otra parte la secrecion por estimulacion vagal se cree medida 
a través de la formacion de AMP ciclico. Por este motivo se ha supuesto 
que la accion de las PG sobre la secrecion gâstrica pudiera deherse a 
una modificacion en el mecanismo de secrecion vagal a causa de un efec­
to antagonico sobre la adenilciclasa en las células pariétales gastricas 
(358). Asi, se ha podido comprobar que las PG inhiben la formacion de 
AMP ciclico por la adenilciclasa (782), pero sin embargo en el cobaya 
el efecto résulta contrario, habiéndose encontrado una estimulacion de 
dicho sistema enzimatico (571)•

La secrecion pancreatica résulta estimulada por accion de las PG y 
al parecer el mecanisno responsable séria de nuevo el de la adenilci­
clasa (637).

2.- Motilidad.

Se dispone de prt^bas 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 con la PGE^ (366, 513), indican una accion estimulante de la moti­
lidad traducida en forma de disminucion del tiempo de transite intesti­
nal verificada raclioscopicamente (513), junto con sintomas diarreicos.

En ocasiones la hipermotilidad aparece desordenada (513), encontran- 
dose movimientos antiperistaticos, regurgitacion de bills al estomago 
y vomitos (366).

B.- In vitro.
En preparaciones aisladas in vitro con intestino de diversas especies, 

las PG de las clases E y F se comportas como potentes estiimHantes de la 
motilidad (54, 55, 62, 36O, 36I). En cambio las PG A y D solo poseen en 
este sentido una débil accion (11, 52, 364, 460, 784).
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Se han estudiado Igualmente los efectos parciales sobre las fibras 
musculares de direccion longitudinal y los ejercicios solire las fibras 
circulares.

Las PGE y PGE son esLimiü antes para las fibras longitudinales, pero 
el efecto es de mas râpido désarroilo con las PGE (62, 36l). Sobre las 
fibras circulares en cambio, las PGP se muestran estiaïulantes, 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 iléon 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 pequeno ccwnponente nervioso en la respuesta contractil de una fibra 
lisa intestinal a las PG.

IV. Aparato respiratorio.

Los efectos investigados han sido sobre todo los relacionados con el 
mûsculo liso de las disbintas porciones del aparato respiratorio. Se han 
realizado a este proposito estudios in vivo e in vitro.

A.- In vivo.

Los estudios realizados se han cenbrado principalmente sobre la mus­
culatura bi'onqnial, enconbtândose que las PGs son en general broncodi- 
latadoras.

Las PGEj y PGF^^ consiguen incluso inliibir la broncoconstriccion 
provocada por estimulacion vagal o por adminisbracion de hisbamina 
(492).

En su aspecto cuantibabivo el efecto depende de la via de administra-
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cion, mostrândose mas activas en forma de aerosoles, como han podido 
comprobarse en diversas especies animales (457).

En el gato en cambio, la administracion de PGF^ aimienta la resisten- 
cia bronquial al paso del aire (492).

En humanos se han realizado pruebas en voluntaries, tanto sujetos 
normales como asmâticos. Administradas en forma de aerosol, producen 
una considerable broncodilatacion en los asmâticos, pero su efecto es 
escaso en individuos sanos (146).

B.- In vitro.

Los estudios han sido realizados sobre preparaciones aisladas de diver­
ses animales y con preferencia con mûsculo liso traqueal y bronquial.

El mûsculo 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 mûsculo liso bronquial varia segûn la PG que se 
utilice. En preparaciones con bronquios de origen humano, las PGE^ y E^ 
resultaron relajantes y las PGF^ ̂ por el contrario provocaron broiico- 
contriccion (170, 684, 717).

Los efectos consignados en las preparaciones in vitro parece indicar 
un efecto directo de las PG en el mûsculo liso respiratorio, pero la 
ingurgitacion vascular como evecto indirecto podria explicar el aimiento 
de resistencia a la circulacion aérea en algunos expérimentes in vivo
(538, 643).

V. Sistema nervioso.

Aunque el establècimiento de relaciones mâs précisas entre algunas 
funciones del sistema nervioso y las prostaglandinas es aûn algo preci- 
pitado, se han descubierto sin embargo hechos muy deniostrativos.

49



Se han encontrado cantidades significativas de algunas PGs, como PG^F , 
Ej, Eg y sobre todo PĜ Î  , en niveles muy diverses del sistema nervioso 
central y periférico. Asi por ejemplo se han encontrado en el cerebro 
(169, 353, 400), en la médula espinal (353, 363), e incluso en algunos 
nervios periféricos (6O4). En vista de estos resultados HORTON ha sugeri- 
do la actuacion de las PGs como neurotransmiscres en distintas estructu- 
ras del SNC. (359).

En este sentido es interesante consignar la liberacion de PGs por el 
sistema nervioso tanto de forma espontânea como por estimulacion eléctri- 
ca y quimica (6OI-603). También se ha observado la liberacion de PGs por 
diverses organos bajo estimulacion nerviosa a través de nervios adrenér- 
gicos en glândulas adrenales (236, 682), bazo (236) y diafragma (602).

Los efectos de las PGs sobre el sisLana nervioso central son de natu­
raleza varia, pero en términos générales puede hablarse de dos tipos de 
efectos, uno sedante como el logrado por la PGEj y uno contrario facili- 
tador de las vias motrices producido prinoipalmente por la PGF^ ̂ (352,
362, 365).

VI. Sistema endocrine.

Se conocen hasta el momento efectos de las PG sobre una serie de 
glandulas de secrecion interna.

1 Hipofisis.

En las ratas, las PG Ê  y E^ provocan un incremento en la liberacion 
de honnona del crcciiniento hacia la circulacion. La PG Â  incrementa en 
cambio la sintesis de la horwona aunque carece de efecto sobre su libe­
racion (490). Este efecto parece mediado por el sistema AMP-ciclico-ade- 
nilciclasa (816).

2 Tiroides.

Una gran variedad de PGs tienen actividad sobre la glândula tiroidea-
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Las PG Ej, Eg,  ̂ , Ê  estimulan la actividad metabolica de la glandula 
(116). La mas activa en este sentido es la PGE, que compite en su efecto 
con la TSH probablemente porque las dos actûan a través del sistema de 
la adenilciclasa (II6, 396) (560, 815).

3 Corteza adrenal.

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

En estudios in vitro con cortex de rata, se ha encontrado que la 
PG Eg mimetiza los efectos de la ACTH, provocando una elevacion en la 
tasa de producciôn de corticosterona. Esta semejanza de acciones se de- 
be probablemente a que ambos sistemas actûan a través del mecanismo de 
la adenilciclasa (239).

4 Médilia adrenal.

En experiencias realizadas en perros, ha podido observarse que la 
PG Ej produce una discreta liberacion de catecolaminas de origen modu­
lar (402), aunque no se ha podido dilucidar si el efecto es directo o 
mediado por la intervencion del sistema nervioso.

5 Pancréas endocrino.

Los niveles plasmâticos de insulina aparecen elevados en el raton 
tras la administracion de PG Ê , efecto que también pudiera estar tra- 
mitado por el mecanismo del AMP ciclico (84).

6 Ovario.

Un importante efecto sobre el ovario es la accion lofeo11tica dcsarro- 
llada por la PGEg (82, 4l6, 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
traries, como los obtenidos con las PG Ej, Eg y Fĝ  ̂que resultan en
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parte similares a los ejercidos por lé LU en el ovario, al inhibir la 
formacion de progesterona (6, 433).

Este efecto mimetizante del de la LH se debe posiblemente a la inter- 
vencion de las PG en el sist«na AMP-ciclico (433, 497).

El mecanismo responsable del efecto luteolxtico de la PGF..̂ no se2ta
conoce con seguridad. Se ha supuesto debido a un efecto secundario al 
venoconstrictor que posee la misma PGF^^ (574), pero no se han encon­
trado muestras de isquemla 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 definltivas. En 
cualquier caso es posible que la PGF^ juegue un papel fisiologico im­
portante en el proceso de regresion del cuerpo lûteo.

VII. Tejido adiposo.

Se han efectuado diverses estudios con preparaciones in vitro e in 
vivo.

A. In vitro.-

La PGEj desarrolla una intensa actividad antilipolitica capaz de 
inhibir la accion movilizadora de las grasas que ejercen la adrenali- 
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 actûa por 
inhibicion del sistema de la adenilciclasa, y por consiguiente de la 
tasa disponible de AMF-ciclico (702), pero seguramente el mecanismo 
de actuacion es mucho mâs complejo ya que en ausencia de una hormona 
lipolitica, incrementa la concentracion de AMP ciclico sin que se 
acompane de estimulo de la lipolisis (120).

B. In vivo.-

Los efectos en perros integros dependen de las dosis atininistradas
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de PGEj. A dosis bajas se comporta como lipolitica, mientras que a do­
sis médias 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 localizacion del deposito 
graso o de la especie animal considerada (359).

Las respuestas antlpoliticas constatadas ban 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 razon de esta accion antipolitica de la PGEj se ha susci- 
tado la problemâtica, aûn sin confirmar, de la posible implicacion de 
esta sustancia en la genesis de la obesidad (313), asi como de la posi­
bilidad de utilizar antagonistas de la misma en la terapeûtica del 
mismo proceso (359).

VIII. Sangre.

Los efectos mâs notables se refieren a los consignados en plaquetas. 
Las prostaglandinas afectan a la funcion plaquetaria bien favoreciendo 
o bien inhibiendo la formacion de agregados.

. Entre las prostaglandinas netamente agregantes se encuentran los 
endoperoxidos PGGg y PŒIg (319, 800) y los tromboxanos (ixs) TXA^ y TXPg 
(318).

Otras prostaglandinas que inducen la agregacion o, al menos, inter- 
vienen en ella son la PGEg (112) y PGFg^ (692).

Entre las que inhiben la agregacion plaqucla,ia incluimos la PGÊ  
(422), la PGOg (695) y la mâs potente de las très que es la PGIg (519). 
Esta ûiltima se sintetiza fuera de la plaqueta, concretamente en el 
endotelio vascular (519), habiéndose sugerido la posibilidad de que 
esta prostaglandina sea responsable de la capacidad de resistencia de 
la pared vascular a la adhesion de las plaquetas (519). Quizâs el equi- 
librio entre formacion de PGIg por el endotelio vascular y endofleroxidos

53



y tronboxanos en las plaquetas sea crucial en el control de la formacion 
de trombos (304)-

IX. Sistema urinario.

La PGEj muestra un efecto diurético por inhibicion de la vasopresina 
como ha podido observarse en el tûbulo colector del conejo (56I).

Por otra parte, como las PGE^, también las PGEg y producen un in­
cremento en el volumen de orina, que se acompana de un aumento en la
excrecion urinaria de sodio, potasio y cloro (336).

En opinion de LEE (459) la PGAg es en realidad la hipotética "hormona 
natriurética" a la que con anterioridad se atribuia una inhibicion en 
la absorcion de sodio en respuesta a incrementos en el volumen de flui-
do extracelular. Esta hipotesis, sin embargo, necesita de mâs compro-
baciones.
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111. NUCLEOTIDOS CICLICOS

Cuando, en la decada de los anos 50,el equipo de investigaclon que di- 
rigla E.W. SUTHERLAND, realiraba una serie de trabajos encaminada a 
dilucidar el mecanismo de la accion hiperglucemiante de la adrenalina 
y glucagon, descubrieron la existencia de un factor termoestable que in- 
ducia la conversion de la fosforilasa b (inactiva) en fosforilasa a 
(activa).

Este factor de bajo peso molecular résulté ser el acido adenilico 
ciclico también conocido como 3':5' adenosxn monofosfato ciclico o cAMP 
(598, 714).

La estructura de este nvicleotido fué descubierta practicamente al 
mismo ti«npo por COOK, LIPKIN y MARKHAM (l62, 479) y el grupo de 
SUTHERLAND (599, 712, 713). Es una molécula procedente del adenosxn 
trifosfato (ATP), en la que, por pérdida de un grupo pirofosFato, queda 
el ultimo grupo fosfato unido a las posiciones 3' y 5' de la ribosa 
formando un enlace fosfodiéster.

NHj

H0-P»=0
CHa_ \ |  

r °  ist___
 o  ' OH

3',5''Adenosinm onofosfa«o (A M P c). 
o Acfdo adenilico ciclico

Desdè que SUTHER!AND y RALL descubrieron que el cAMP es un inter­
mediario clave en la accién glucogenolitica del glucagon y adrenalina, 
este nucleotido ciclico ha sido implicado como mediador de la accion de

55



varias hormonas y otros agentes en una gran variedad de tejidos de anima­
les mamiferos, (32J, 589, 620, 621)lo que le ha valide la denominacion 
de "29 mensajero".

Como veremos en el transcurso de la présente revision, el cAMP ha 
resultado ser un importante factor regulador que contrôla una gran va­
riedad de acontecimientos biologicos.

En 1.963 ASHMAN y cols. (34, 594) identificaq>n por primera vez en 
la natuj’aleza un segundo nucleotido mediante la inyeccion del isotopo P 
a ratas. El anâlisis posterior de la orina procedente de estos animales 
condujo a la deteccion de un nucleotido marcado que résulté ser el acido 
guanîlico ciclico también llamado 3': 5'-guanosin monofosfato ciclico o 
cGMP.

De modo similar al cAMP, procédé del guanosin trifosfato (GTP) por 
pérdida de grupo pirofosfato y (posterior formacién de un enlace fos­
fodiéster entre el fosfato residual y las posiciones 3' y 5' de la ri­
bosa.

f
I II CH

'OCHŝ O..

HO-PaO

Tuvieron que transcurrir varies anos antes de que comenzaran a rea­
li zarse los primeros estudios serios acerca de su importancia biolégica. 
De hecho, es a partir de 1.970 cuando se publican varios articules y re- 
visiones que ŝ ,giei en que el cGMP desempena una funcion similar a la del
cAMP (270, 282, 287, 370, 589, 672).
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Una de las cuestiones que ha preocupado a los investigadores de este 
tema ha sido la distribucion de los nucleotidos ofcllcos en la naturale­
za. Los primeros resultados que se oijtuvieron, en este sentido, fueron 
consegiiidos mediante el uso de técnicas enzimâticas, (36, IO4, 121, 122, 
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 ; corroborândose, asi mismo, que la distribucion del cGMP es compa­
rable a la del cAMP, (287).

No obstante, las dificultades de las técnicas enzimâticas restringie- 
ron en gran medida el nunero de laboratorios que se ocuparon del tema. 
Este obstâculo fué paliado gracias al desarrollo de las técnicas de Ra- 
dioinmunoanâlisis aplicadas al estudio de los nucleotidos ciclicos por 
STEINER y cols, en 1.972 (704) y a las posteriores modi f icaciones para 
mejorar su sensibilidad, (129, 131, 193, 249, 294, 326), que han pcrmi- 
tido, incluso, estudiar la presencia de estas moléculas en procariotas 
(ej.: bacterias y otros microorganismos, (572, 616)).

Casi paralelamente a la labor de deteccion, comenzo el estudio de su 
métabolisme. Asi, SUTIIER1.AND y RALL en 1.962, (6OO, 715), descubrieron 
que el enzima adenil:ciclasa cataliza la formacion de cAMP .* partir de 
ATP y en I.969, (324, 373, 669, 796) se demostro la existencia de un en­
zima Guanil ciclasa, responsable de la biosintesis de cGMP a partir de 
GTP.

En cuanto al catabollsmo, ya en 1.958 SUTHERLAND y cols. (122, 713), 
indicaron que el cAMI’ resultaba degradado por una fosTodiestcrasa que 
hidroliza el nucleotido hasta 5'-AMP.

La preparacion enzimâtica, que utilizaron, présenta una elevada es­
peci ficidad por el enlace 3'•’5'-fosfodiéster, en cambio, no résulta tan 
especifica en cuanto a discriminar el tipo de anillo purico que porta 
el nucleotido ciclico; de hecho, se ha comprobado que dicha preparacion
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enzimâtica hidroliza, también, al cGMP rindiendo 5'~GMP e incluso a 
nucleotidos pirimidxnicos taies como clf'tP y cIMP (productos comerciales), 
(150, 534). En un apartado posterior nos ocuparemos de un modo mâs am- 
plio del métabolisme de los nucleotidos ciclicos.

El hecho de que ambos nucleotidos ciclicos estén xmplicados en un gran 
numéro de reacciones bioquimicas responsables del mantenimiento de la 
homeostasis de la vida animal ha dado lugar a numerosas interpretac i ones 
hipotéticas acerca de su papel regulador; siendo de destacar, entre ellas, 
la hipotesis conocida con el nombre de "YIN-YANG", (283-285, 287),que es- 
pecula con la posibilidad de que el cAMP y el cG4P poseen un efecto re­
gulador opuesto en muchos de los sistemas biologicos con control bidirec- 
clonal.

Realmente las pruebas expérimentales no han conseguido certificar de 
un modo concluyente esta hipotesis, pero si dejan entrever que, al menos, 
estos dos nucleotidos ciclicos poseen gran importancia como biomoléculas 
reguladoras.

Finalizaremos esta breve introduccion aludiendo a otro nucleotido 
ciclico que en los ûltimos abos ha adquirido una cierta relevancia como 
posible biomolécula reguladora; se trata de un nucleotido pirimidxnico, 
el âcido citidxlico 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:

NHa

I il

>-p=o
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El primero que detecto este nucleotido en la naturaleza fué DlOCff 
en 1974, utilizando cultives de células 1 eucémicas de raton (f.-l210),
(85 -87). Observé, asx mismo, que la adiciôn de cCMP a un medio de 
cultive de estas células, dispara su crecimiente. Per etro lade, pare- 
ce existir un mayor nivel de cCMP durante el preceso de regeneracion 
hepatica en animales parcialmente hepatectomizados (86,87).

Tras les prijneros hallazgos de BLOCH, el tema se halla en franca expan­
sion, hasta el punte de que recientemente se ha senalado la presencia, 
en una gran variedad de tejides, de una fesfediesterasa que hidreliza 
preferentemente al cCMP, (I48, 438).

El enzima ha side parcialmente puriFieado y caracterizado, per exem­
ple, se cenoce que cierta concentracion de propicia la actividad
optima del enzima, les iones Mn  ̂y Mg^^ son menos efectivos, e inopé­
rantes el 7,n Ce y Ca^^, (438), per otra parte, la teofilina y un de- 
rivado de la xantina, claros inhibidores de las cAMP y cCMP-Cosfodieste- 
rasas, inhiben también a la cCMP-fosFodiesterasa pero en mener propor- 
cion (438).

KBO y cols, ban estudiado la actividad de esta fosfo<liesterasa durante 
el preceso de regeneracion hepatica y han hallado que, dicha actividad 
es un 40% inferior respecte a la que presentan los animales con el hi- 
gado intacte, (438), le cual, explicaria de un modo plausible el ali­
mente del nivel de cCMP observado per BI.OCU, (87).

Mucho mas polémica esta resiiltando la busqueda de un enzima citidi1: 
ciclasa; asi, ntientras CEfll e IGNARRO, (144, 145) diceu liaber detertado, 
en varios tejidos de animales mamiferos, una actividad tal, responsable 
de la transfonnacion de CTP en CMP; GAION y KRISHNA, en abierta réplica 
a les autores antes citados, utilizando su mismo metode e iguales con- 
diciones de expreimentacion indican que le que CECI! e IQiARRO identi- 
fican como cCMl’ tras la accién de la présenta citidi1:ciclasa, no es
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cCMP sino una mezcla de 5' CMP, CDP y un producto no identificado, ponien-
do en tela de juicio la exlstencia de esta ciclasa, (257).

Actualjnente se investiga, ademas de su metaholismo, su distribucion 
en los tejidos animales habiéndose obtenido resultados positives en todos 
los tejidos estudiados, (128, 533). En este sentido, CAILLA y cols.
(130), han desarrollado recientemente un método radioinmunologico que 
permite analizar, con gran precision, el contenido de cCMP.

A la vista de estes resultados se ha empezado a especular con la po-
sibilidad de que este nucleotido ciclico posea, al igual que el cAMP y 
cGMP, alguna funcion biologica, habiéndose senalado como probable su in- 
tervencion en la proliferacion celular,(86, 87, 130, 438).

A modo de epilogo, cabe anadir el gran auge, reflejado en la infinidad 
de articules publicados, que en estos ultimes anos ha alcanzado la in- 
vestigacion de nucleotides ciclicos, propiciado en gran parte, por el 
desarrollo de técnicas mas sencillas, précisas y asequibles y por el in- 
dudable interés que despierta la regulacion intima de los procesos 
bioquimi ces intraceluLares.

1- Metabolismo.

a/.-Biosintesis.
a/ cAMP: En 1.962, SUTHERLAND y cols. (600, 715) fueron los

primeros en descubrir la existencia de un enzima adenil;ciclasa
(ATP-PlroFosFato-Liasa. . , , ., E.C. 4.6.1.1.) que cataliza la siguien-(ciclante;
te reaccion; ^ 2+

ATP —  ------ c> 3 ' : 5 ' -AMP ciclico+pirofosFato

Enzima que requiers de la presencia en el medio de un cation divalen­
te, generalmente el Mg^^ (715). Se halla ampliamente distribu nia en la 
naturaleza, (572, 6I6, 620) y suele encontrarse normalmente, fuertemente 
unida a la membrana plasmâtica (l87, 587, 715), constituyendo el 0,005% 
del contenido protéico de la misma, (549). También se ha hallado este

69



tlpo de actividad enzimâtica, en mayor o menor grado, en otros orgânn- 
los de la célula: nucrosomas, (332), nucleo, (468, 698), y reticiilo 
sarcoplâsmico, (229).

Aunque la forma mas 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 la adenil:ciclasa ha sido 
precisamente conseguir solubilizarla y purificarla en forma aûn mas 
activa; para ello se han désarroi 1ado métodos basados en el nso de de- 
tergentes no-ionicos y que han sido objeto de sendas revisiones escri- 
tas por PERKTNS, (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 aslu- 
bilizar el enzima a partir de células de corteza adrenal de rata con lu- 
brol 12A9 con solo un 25% de pérdida de actividad respecte a la activi­
dad enzimatica original.

Estos sistemas de solubilizacion y purificacién han permitido estable- 
cer algunas de las propiedades fisicas y cinéticas de la adenil:ciclasa 
que intentaremos resumir a continuacion.

-Propiedades Fisico-Quimicas.

Los valores mas frecuerites de peso molecular (P.M.) para la adenil: 
ciclasa solubilizada oscilan entre 100.000 y 200.000, (32, 314, 379,
463, 549, 550, 552, 583, 597, 723), aunque también se han publicado 
valores de hasta 670.000, (793), que como los mi smos autores indican 
puede deberse a contaminaciôn con otros componentes protéicos de la 
membrana.



BRAUN y DODS (100), han encontrado que los testfculos de rata contie- 
nen, ademas de la forma enzimatica asociada a la membrana (P.M.-191.000), 
(552), otra forma de adenil:ciclasa soluble, proteina de aspecto globular 
y simétrico, cuyo peso molecular es de unos $6.000 daltons, (552) y cuya 
caracteristica esencial es su incapacidad para responder a estimulos hor­
monales .

No es el unico caso en el que se describe una 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 descubi.erto que esta constituxda por dos subunidades de
46.000 daltons que en solucion se asocian formando un dlmero. Por otro 
lado, NEER, (549) ha puesto de manifiesto la exlstencia de una i>equena 
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
lubilizacion con detergentes, a diferencia del enzima de testiculo de ra­
ta que es soluble.

El ori.gen y la funcion que compete a esta forma hidrosoluble de la 
adenil:ciclasa es, hoy en dia, pura especulacion.

Otros dos paramétrés interesantes son el Radio de Stokes (Rs) y el 
Coeficiente de Sedimentacion (Cs); paramétrés que, al igual que el pe­
so molecular, varian dependiendo del tipo de detergente y preparacion 
biologi ca utili zados.

La mayor!a 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 j>erro 
(550), de rata (548), de cerdo (379), testiculo de rata (552), linfoma 
de rata (3M) y "Brevibacterium liquefaciens" (723).
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El enzima, clesarrolla, al parecer, su actividad catalitica optima 
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 francamerrte termolâbil (32, 570, 590, 697) fenomeno 
que puede ser paliado por la adicion de GTP o su analogo el Ouanilil-5' 
-imidodifosfato (Qjp (NH)p) y el fluoruro sodico (FNa) (590, 697).

-Propiedades cinéticas.

La adenil;ciclasa requiers para alcanzar su actividad optima, de la 
presencia en el medio de cationes divalentes.

SUTHERI^AND y cols. (419 , 530, 6OO, 713, 715), ban observado que el 
enzima présenta una especial predileccion por el Mg^^. De hecho, pare- 
ce ser que el auténtico sustrato del enzima es el complejo Mg^^ -ATP,
(76, 210). Ademas,se ha establecido que el Mg  ̂libre (en presencia de 
ATP en exceso) incrementa la actividad catalitica del enzima, (76, 210, 
716) y modifica la capacidad estimul adora que las hontionas y los guanil 
nucleotidos ejercen sobre las adenil:ciclasa (14, 76, 210, 697, 716, 799)

Existen varios trabajos que han corroborado la dejiendencia del enzi­
ma por el Mg (32, 94, 552), habiéndose aceptado, en general, que el 
enzima requiers el Mg como components del sustrato y que, ademas, po­
see un lugar activador en su estructura que interactua directamente con 
el Mg^^ libre (74). Sin embargo, se han descrito algunos sistemas adenil: 
ciclasa que para alcanzar su actividad optima dependen del Mn es el 
caso del sistema enzimâtico opérante eu espermatozoide maduro, (509) y 
en un cultivo mutante de "Neuroespora Crassa" (24O, 241). La descrip- 
cion mas reciente, dentro de la literatura consultada, corresponde a 
la adenil:ciclasa "soluble" descubierta por DRAUN y DODS, (100) en 
testiculo de rata. Estas clclsas apenas tienen actividad en presencia de 
Mg * como cation unico.

Otro cation divalente que influye en la actividad de la adenil:ci- 
clasa es el calcio (Ca^ ). 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 células rotas; en cambio, cuando se tra- 
baja con preparaciones de células intactas un aumento en el nivel de 
Ca^^ incrementa la respuesta hormonal (216). En el caso concreto de la 
adenil:ciclasa procedente de cerebro se observa una conducta bifasica, 
siendo activada a bajas concentraciones de Ca^^ e inliibida en presencia 
de elevadas concentraciones de dicho cation, (99, 107, 488, 767).

Algunos autores conceden al Ca un relevante pape] durante el 
acoplamiento del complejo Flormona-Receptor con el sistema de la ade­
nil: ciclasa, (661).

Otros, han detectado una proteina de bajo peso molecular con gran 
afinidad por el Ca La union del Ca a dicha proteina provoca un 
Increment© en la actividad de la adenil:ciclasa "in vitro", (105, 107).
Esta proteina 11amada"proteina moduladora" (Modulator protein) o "pro-

2 2+ teina reguladora Ca -dependiente" (Ca -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), ban puesto de relieve que la 
"proteina moduladora" con el solo concurso del Ca no es capaz de acti- 
var a la adenil:ciclasa; segtin estos autores, es necesaria la presencia 
de Mg^^ para formar el complejo temario Ca^^-Mg^ -CDR, auténtico activa­
dor del enzima.

La adenil:ciclasa présenta una Km para el complejo Mg^-ATF proxima 
a los valores 0.3 - 0.4 "̂ 1 (32, 94, 211, 570, 597, 727).

Se ha estudiado, también, el comportanuento de este enzima frente 
al ATP (sin cation) y otros nucleotidos, habiéndose observado que el 
ATP desprovisto de la influencia del cation divalente produce inhibi- 
cion de la actividad enzimatica, (74) y, sin embargo, un derivado ana­
logo al ATP, concretamente la adenosina-5'-0-tiotrifosfato (AMP-PPS)
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posee un efecto activador de la adenil:ciclasa (521).

El nucleotido que incide decisivamente sobre la actividad de la ade­
nil: ciclasa es el GTP. RODBELL y cols. (626, 628) descubrieron que el 
GTP potencia el efecto del glucagon sobre el sistema adeni1:ciclasa hepâ- 
tico. Varios trabajos posteriores han corroborado claramente el efecto 
activador y estabilizador que el GTP y su analogo 5'-guanilil imido di- 
fosfato (Q)p (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 guanosln 5'-tetrafosfato GTP^, GDP, CMP y 
cQMDP tienen también, en general, un efecto activador sobre este enzima 
(368).

Un caso particular lo constituye el sistema adenil:ciclasa de timi­
des puesto que prefiere al ITP frente al GTP (59, I89, 190).

b/ cCMP: Este nucleotido se biosintetiza a partir de GTP de 
acuerdo con la reaccion siguiente;

GTP --------------1> cOqp + PPi

Los productos de la reaccion fueron identificados por GARBERS y cols. 
(265) utilizando una preparacion enzimatica procedente del pulmon de ra­
ta.

En un principio se pensé que esta reaccion era dirigida por el enzima 
adenil ; ciclasa, pero SUTHERI.AND y cols. (324, 373), demostraron clara­
mente la existencia de un enzima dlstinto encargado de catalizar la 
biosintesis de cGMP, siendo PRICE, ASI MAN y MELLTCOW (594) los que 
propusieron para este enzima el noml>re de Guanil:ciclasa (GTPpirofosfa- 
to-^iasj^^^^-EC.4.6.1.2.).

A diferencia de la adenil:ciclasa, la guanil:ciclasa se encuentra 
en dos formas: "soluble" y "particulada" (324). La profiorcion de una 
y otra forma varia segén el tejido y la especie objeto de estudio, asi.
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p. ej.: tras la ruptura celular, se obtlene el enzima soluble practica- 
mente en su totalidad en las plaquetas (93); mientras que la forma parti­
culada impera en otras preparaciones, p. ej.: riflon (248) y esperma (298).

Ambas formas ostentan, sin embargo, una actividad parecida, que al- 
canza un grado optimo tan solo en presencia de un cation divalente. À di­
ferencia de la adenil ciclasa, la guanil:ciclasa muestra su preferencia 
por el cation Mn^^ en lugar del Mg^^(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 organismes del reino animal (287, 415), incluyendo insectos (138, 
238), bacterias, (487, 572, 688, 711), moluscos (340, 709), pajaros 
(709) y peces (709), no descartandose la posibilldad de hallarlo en las 
plantas ya que se ha detectado cGMP en el reino vegetal (312).

En el interior de la célula la forma particulada del enzima se dis- 
tribuye entre la membrana plasmatica (299, 412, 709), reticulo endo- 
plésmico (623), mitocondria (540) y nucleo (56, 685, 795) y la forma 
soluble se localiza en el citoplasma. Segun algunos autores, podria 
procéder de la forma particulada (287, 470, 795). Existen evidencias 
expérimentales que apoyan este punto de vista; p. ej.: los detergentes, 
que mimetizan el papel que desen^îlan los lipides 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 diferenciales entre dichas formas desapa- 
recen (248, 262, 795)-

Otros autores, basandose en casos expérimentales 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 anaden que ambas son controladas independien- 
temente entre si (413, 414).
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Propiedades Fisico-&iijnlcas

El peso molecular varia con la especie, el tejiido y la forma enzima­
tica de modo que para la forma soluble se iian oh jiel ivado los siguientes 
pesos moleculares en las siguientes especies: Rat a, médula rénal
154.000 (551), puimon 70.000 (155) y 110.000 (2641), "Caulobacter Cres- 
centus" 140.000 (711), "Escherichia coli" JO.OOO (487); y para la forma 
particulada: Erizo de mar, esperma 182.000 (262) y pulmon de rata
900.000 (155).

A pesar de la disparidad de los valores hallartos, en general, se 
atribuye a la forma solvdble un peso molecular apt'oximado de 150.000 
y a la particulada un peso molecular que ronda los 300.000 daltons
(413, 529, 532).

Otras caracteristicas fisicas investigadas han sido el radio de 
stokes (Rs) y el coeficiente de sedimentacion (Cs). Concretamente,
NEER (551, 553) ha calculado ambos paramètres utilizando como prepara­
cion biologica médüla renal de rata, estimandolos, para la forma solu­
ble, en: RS=54 Amsg y Cs=6.3s.

La guanil : ciclasa es un enzima termolâbil cuyo pH optimo osoila 
entre 7.4 y 8.0 (324).

Propiedades cinéticas

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

2+a que el verdadero sustrato del enzima es el complejo:Me -CTP.

Cuantitativamente las necesidades metâlicas del enzima varian amplia- 
inente dependiendo de su procedencia de la presencia de moduladores en el 
medio y del propio cation divalente.

La naciente literatura sobre el tema, alla por el aho 1.9&9, esta- 
blecio de un modo definitive que las guanil:ciclasas procedentes de
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gran variedad de tejidos de animales mamiferos muestran una especial predi­
leccion por el Mn^^{324, 373, 796).

Posteriormente se ha demostrado que la guanil:ciclasa "Soluble" proce- 
dente de pulmon (155), higado (412), corazon (411), bazo (155), plaque­
tas (276), paratiroides (215) y linfocitos (199), no solo prefiere el 
cation Mn^ , sino que, ademas, lo necesita en concentraciones que 

superan el nivel normal necesarlo para coadyuvar la interaccion 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 
Mn^^ se invertira en formar el complejo Me^ -GTP y el excedente interac- 
tuarâ directamente a nivel del "locus" activador.

El Ca y el Mg^^ poseen cierta efectividad, alcanzândose con ellos, 
cotas de entre el 10 y el 40% de la actividad que el enzima soluble de- 
sarrolla en presencia de concentraciones optimas de Mn^^ (93, 155). Por 
otro lado, utilizando concentraciones de Mn^* inferiores a la optima, 
ha podido evidenciarse que la adicion de Ca  ̂al medio de incubacion 
proporciona un incremento adicional de la actividad enzimatica "solu­
ble" (155, 411). Asi mismo, en idénticas condiciones, el Mg^^ activa 
a la fracciôn "soluble" (I98, 412).

El efecto desplegado por el Ca^^ y el Mg^^ sobre la fraccion "par­
ticulada" résulta mas confuso. En ausencia de Mn ambos cationes re­
sultan inefectivos sobre la forma particulada procedente de pulmon (155) 
y esperma (266); mientras que en presencia de bajas concentraciones 
(snb-optimas) de Mn * se annba un efecto inhibidor del Ca  ̂sobre el 
enzima sin purificar (extracto crudo) (155, 411), una neta inefectividad 
sobre el enzima purificado (412) y un efecto estimulador sobre el 
enzima solubilizado (773). Por su parte el Mg^% en condiciones idén­
ticas, incrementa la actividad de la forma "particulada" (412, 708).

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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hipotesis puede ainpliarse indicaudo que el -n? bniv n*eeeslta la presen­
cia en el medio de dos cationes divalentes p.!( r (Museguir la actividac 
optima; uno de los cationes formara el comple jo Me' -GTP y el otro Me'
cia en el medio de dos cationes divalentes pei r (Museguir la actividad

2+ 
'2

intervendra a nivel de locus activador del enzima ( 155, 263, 266, 268).

Otros cationes como el Fe^% Sn^^, N i y  Co^* poseen cierta
efectividad sobre la guanil:ciclasa "soluble" (93, 215, 744). Fn cambio , 
el Zn Cd Hg y Pb  ̂son netamente inhibidores (93, 324, 744).

La mayoria de las guanil:ciclasas solubles ostentan una cinética 
clasica Michaeliana con una Km para el complejo Mn^ -CTP que oscila 
entre 10 y 65 J«M (90, 155, 276, 411, 412, 708) y las formas particula- 
das presentan cooperatividad positiva y una Km de entre 70 y 300 ̂ iM
(90, 155, 194, 198, 295, 412, 685, 743).

El enzima résulta inhihido en general por el ATP (176, 195, 199, 215, 
324, 470, 741) siendo mas sensible a este efecto 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 gianil: 
ciclasa uterina (685).

Otros nucleotidos présenta, asi mismo, un efecto inhibidor, por 
ejemplo: el Adenosin 5'-tetrafosfato ATP^ y su homologo derivado de la 
gianina CTP4, inhiben competitivamente el enzima (,?68), El ADP, AMP,
GDP, e ITP, también lo inhiben (324, 368). Parece ser que estos nucleo­
tidos interactuan en el enzima a un nivel distinto del centro catali­
tico.

D/.- Cat aboli sino.

Los micleoticos ciclicos son degradados, al parecer, por una linica 
clase de enzimaa llamadas fosfodiesterasa (PDF), (3': 5' nucleotido cicli- 
co-5'-nucleotido:hidrolasa; EC. 3-1.4-17) (713).

La PDE por hidrolisis del enlace 3'-0-fosfato convierte los nucleoti­
dos ciclicos en 5'-AMP y 5'-(MP. Posteriormente, al menos en el caso del
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cAMP, el mataboiito 5'-AMP es degradado hasta Inosina, a traves de la 
formacion de cJMP y/o 5'-IMP, segun GULYASSY (308) y FERGUSON y cols. 
(235). Segiin trabajos mas recientes realizados por WQMBACHER (809) la 
ruta segulda implicaria a dos enzimas: una 5'-nucleotidasa que trans- 
formaria el 5'-AMP en adenosina y una adenosina:desanimasa que se 
encargaria de la conversion de la adenosina en el producto final Ino­
sina .

También se ha detectado la existencia de un enzima 5'- nucleotido fos­
fodiesterasa capaz de hidrolizar a varios adenin nucleotidos incluyendo 
la ruptura del cAMP hasta 5'-AMP (404, 453); pero sin lugar a dudas la 
PDE es el enzima mas relevante implicado en la degradacion de nucleotidos 
ciclicos siendo este su unico efecto metabôlico conocido lo que permite 
entrever con verosimilitud la importancia de la misma como punto de 
control de los niveles intracelulares de cAMP y cGMP.

Multiples formas de la PDE

La nucleotido ciclico PDE se encuentra ampliamente distribuida en la 
naturaleza y esta virt:ualmente présente en todas las células vivas en 
varias formas moleculares (57, 134, 159, 391, 394, 520, 583, 587, 630, 
640, 737, 738, 753) que difieren en:

-propiedades cinéticas 
-especificidad por el sustrato 
-distribucion tisular 
-estabilidad 
-y necesidades iouicas.

Dada la multiplicidad de formas descritas puede decirse, en prin- 
cipio, que cada tejido e incluso quizâs cada célula parece poseer su 
propio patron y proporcion de los diferentes isoenzimas.

A pesar de ello, APPLEMAN y cols., (26, 6O4), mediante cromatogra- 
fia en DEAE-celulosa de extractos procedentes de higado de rata detec-
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(Modulator protein) (152), salvo en tejido ptiimonar humane (58), de rata, 
(237), de cobaya (I86), eritrocitos de rata (567) y glandula pineal de 
buey (657).

La existencia de esta proteina moduladora o CDR fué descubierta in- 
dependientemente per 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
corazon y TEO y cols. (731) lo purificaron, demostrando que el activa­
dor es una proteina que necesita Ca^^ para activar a la PDE (730).

Su Pm oscila entre I5.OOO y 20.000 daltons (190, 388, 472, 730, 731, 
781, 804), tiene caracter acido y es termoestable (152, 153, 291, 390,
7 30, 731).

Hoy dia se sabe que el CDR se halla ampliamente distribiudo 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, 80S, 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 invei'te- 
bradof. al h ombre ( 387 ).

Dentro de la célula, parece ser, que la mayor proporcion se local!za 
en la fraccion microsomica y en orden decreciente en fraccion mitocon- 
drial y nuclear (278).

La cantidad présente en muchos tejidos sohrepasa el nivel limite 
necesario para activar a toda la fosfodiesterasa (771, 219) y viene 
a representar del 1 al 2% de las proteinas solubles del cerebro (754).

Ademas de regular la actividad de la PDE I ostenta otras funciones
reguladoras: a/activa a la adenil:ciclasa (105, 107, 154); b/ activa 
a una protein- kinasa, que depende del Ca tanto en miiscuJo liso comr 
en iTUsculo esquelético y que se encarga de fosforilar la cadena ligera

2



de la mloslna (l8l, 770, 812); precisamente y en virtud de esa funciôn 
y de que ambas proteinas ligan el Ca^^ se 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 
la ATP-asa ni a la fosfodiesterasa (705) aunque DFDMAN y cols. (191) 
utilizando altas concentraciones han conseguido un efecto activador 
sobre la PDE) como estructurales (192). DABROWgKA y cols. (l8l) especu- 
lan con la posibilidad de que el papel desempefSado fx>r la troponina C 
en imîsculo esquelético, como detector del trasiego de Ca^\ sea desem- 
pedado en mûsculo liso por el CDR. c/dispara la fosforilacién de una 
protein kinasa del cerebro (667). d/ activa a la ATP-asa Ca^ -dependiente 
de la membrana de los hématies (290, 380). e/ recientemente, WELSH 
y cols. (792) han sugerido que el CDR desempena un papel en el movimiento 
de los cromosomas durante la mitosis.

Es posible imaginar que este tipo de moléculas protéicas de gran afi­
nidad por el Ca^ signifiquen un modelo integrador del mécanisme de 
accién del Ca^^ de modo que la unién del catién a varias proteinas po­
dria regular varias funciones.

El estudio de çLiversas proteinas de este tipo demuestra que contienen 
secuencias aminoacidicas comunes, especialmente en las zonas de anclaje 
del Ca^^ 089).

Remitiéndonos al papel que la proteina reguladora (CDR) desempena so­
bre la PDE I, podemos decir que la activacion de esta fonna enzimatica 
por el Ca^requicre la previa formacion del complejo Ca -CDR (392, 472, 

730), para lo cual, el Ca^^ se une en dos lugares del CDR, uno de ellos 
de gran afinidad por el Ca^^ y a cuyo nivel se unen de 2 a 3 moléculas
del cation por nvjl de proteina y otro de baja afinidad que capta de 
1 a 2
781).
1 a 2 moléculas Ca^^ por mol de proteina. (348, 420, 472, 7.30, 731, 78O,
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La formacion del complejo Ca? -CDR lleva asociado un cambio conFor- 
macional del CDR (348, 480, 78O) lo que ha podido apreciarse por el aumen­
to del porcentaje de arrollamiento helicoidal en la proteina (48O); de 
hecho, en ausencia de Ca  ̂existe un 35% de estructura helicoidal que 
en presencia de Ca  ̂se incrementa hasta un 75% (420, 48O, 780, 78l) 
dicho incremento presumiblemente favorece la interaccion del complejo 
Ca^^-CDR con la PDE (48O). TESJITMA y KAKIUCHI (735) sugieren que la 
interaccion tiene lugar entre 2 moléculas de CDR y 1 molécula del en­
zima. El efecto de esta interaccion puede, también, ser un cambio con- 
formacional en la PDE (IO8, 393, 480, 780).

Ademas, del cambio conformacional, el complejo Ca -CDR modifica los
paramètres cinéticos del enzima. Estas variaciones aun hoy dia, no estân

2+nada claras. Hay autores que describen que el Ca -CDR desciende la Km 
del enzima por el cAMP (IO8, 291, 753), otros, un aumento de Vmâx (584, 
785, 789, 797) y otros aluden a una variacion de ambos parâmetros (153,
392, 731).

TEO y cols. (731) han tratado de explicar parte de las diferencias 
en base a la concentracién de Ca -CDR de modo que a bajas concent.rac io­
nes aumenta la Vmâx para cAMP y a elevadas concentraciones disminuye la 
Km para cAMP.

Es muy importante tener en cuenta que, a pesar de que el complejo 
Ca— CDR induce en el enzima modificaciones cinéticas tendentes a Favore- 
cer la hidrolisis de cAMP, la PDE I es esencialniente mâs especlFica 
para cCMP que para cAMP, por lo tanto, el complejo Ca— CDR es évidente 
que en la mayoria de los tejidos ejerce un control prioritario sobre el 
nivel de cCMP.

Precisamente, fueron KAKIUCHI y cols. (392) los primeros en indicar 
que el CfF^egula de un modo mâs directe la hidrolisis de cGMP que la 
de cAMP, aumentando la afinidad (descenso de Km) y la velocidad maxima
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del enzima para el cCMP. Posteiormenie se tia establecido que la PDE I, 
bajo la influencia del complejo Ca^ -CDR, hidroliza en mayor proporcion 
(394, 427) con mayor velocidad (IO8) y especificidad (25) al cGMP en va­
rios tejidos. Ultimamente MOSS y cols. (526) han corroborado el efecto 
del Ca -CDR sobre la Km para el cGMP (higado de rata) aunque anaden 
que el efecto sobre la velocidad de hidrolisis résulta incierto.

A la vista de estas consideraciones de tipo cinético, résulta atrac- 
tiva la extrapolacion hipotetica, plant.eada por UZUNOV y cols. (274 , 750, 
de los fenomenos propiciados por Ca— CDR sobre PDE I "in vitro", a las 
células "in vivo". Segun 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 observacion unida 
a otras observaciones de tipo experimental tales como que la estimulacion 
transinaptica provoca, en algunas células, una activacién sostenida de 
la adenil:ciclasa (306)j con la consiguiente elevacion del nivel de 
cAMPya la que sigue im aumento de concentracién de CDR en el citoplas­
ma (752) que en buena logica séria 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. El cAMP ademas de interactéar con 
aquellos componentes celulares a fin de llevar a cabo la respuesta 
fisiolégica, favoreceria la liberacién de CDR (a través de la protein 
kinasa).El CDR liberado se uniria al Ca^^ y el complejo résultante ac- 
tivaria a la PDE con lo que se potenciaria la hidrélisis de cAMP.

Esta secuencia de fenémenos constituiria un mecanisno de "Feed-Back" 
disparado por el aumento inbracelular delcAMP con el fin de modular 
su propia concentracién y evitar el acémulo de dicho nucleétido en 
la célula (278, 751).

75



En general, la PDE I présenta xma cinética Michaeliana (282, 349,
518), anotândose, 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, 58,
338, 350, 394, 473, 511, 524, 657, 666, 735).

Fosfodiesterasa tipo II.

Hidroliza tanto al cAMP como al c(MP. 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 (64O) y posteriormente en otros tejidos (1, 58, 73, 203, 338,
349, 732, 789).

A pH=8.0 ambos nucleétidos se comportan como inhibidores compétitives 
(640), sin embargo, al variar el pH hasta valores préxlmos a 7.4 dicho 
comportami ento desaparece, observândose, a cambio, que pequenas concentra­
ciones de cGMP 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, 369) 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, rifién y tejido adiposo de 
rata (737, 738) y de 260.000 en pulmén humano (58).

DONELLY (206) ha sugerido, recientemente, que quizas la PDE 11 no 
es un isoenzlma diferente sino, mâs bien, una mezcla de la PDE-I con 
varias proteinas reguladoras.

Fosfodiesterasa tipo III.

Es prâcticamente especifica para el cAMP y por ello se le denocrina 
PDE "Low lOn" (elevada afinidad fxjr el cAMP) (26, 64O, 8IO).
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Ha sido detectada en muchos tejidos animales (26, 205, 206, 216,
306, 369, 657, 786, 790), en algunos de los cuales se présenta asocia­
do a la membrana (l, 58, 478, 495, 640, 737, 738, 8IO).

El cGMP se comporta, en ocasiones, como inliibidor de esta forma 
enzimâtica (26, 64O) siendo inefectivo en otras (369, 657).

Es insensible al complejo Ca-CDR (58, 205, 206, 389, 657, 786, 790,
810) présenta una cinética anémala (25), no lineal, que sugiere la pre­
sencia de varios lugares de interaccion para el sustrato con "coopera­
tividad negative" (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 enzimaticas.

Ademas de estas très formas a las que hemos hecho referenda se han 
descrito otras formas de actividad fosfodiesterasica en varias especies 
(213, 249, 339, 511, 522, 523) entre las que cabe destacar la descrip- 
cion de GARDNER y cols. (269); segun estos autores, en utero de rata exis­
te una unica forma de fosfodiesterasa que cataliza la hidrolisis de cGMP 
y cAMP.

Ciertameute, a pesar de la ingente cantidad de articules y revisiones 
publicados en relacion con este tema, no existe un concepto claro acer- 
ca del polimorfismo que présenta este enzima (o sistema enzimâtico). Ya 
en 1.976 VAN INWEGEN y cols. (757) indicaron que la drversidad de méto­
dos utilizados en el estudio de la fosfodiesterasa puede divers!ficar, 
como de hecho ha ocurrido, las propiedades y caracterfsitcas del enzima 
lo que complica y dificulta las interpretaciones a la hora de extrapolar 
los resultados obtenidos "in vitro" a la célula "in vivo". Muchos auto­
res, ante la imposibilidad de conseguir una interconversién entre los 
distintos tipos, piensan que se trata de formas claramente diferentes.
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En candbio, PICHARD y CHEUNG (575) han hallado que las distintas formas 
de la fosfodiesterasa procedentes de plaquetas humanas, higado de rata 
y cerebro de vaca son 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 mâs importan­
tes y abondantes de nucleotido ciclico PDE que son las fracciones I y 
III. El modelo implica que el enzima se halla simultâneamente en varios 
grados de asociacion y disociacion que estân en equllibrio. 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 asociacion de un mismo enzima.

En general, la nucleotido ciclico PDE suele necesitar para su ac­
tividad optima de cationes divalentes como el Mg^% Mn^^ y/o Ca^^
(152, 390, 730, 786). Es un enzima termolâbil (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 glândula pineal de 
vaca que calentada a 80S C durante 2 minutes solo pierde un 22% 
de actividad.

Por ultimo, anadiremos que ademâs de las proteinas activadoras de la 
PDE, a las que hemos aludido, existen proteinas endogenas que desarro- 
llan un efecto inhibidor (213, 421, 772, 778).

2.- Regulacion del metabolismo. Control del nivel intracelular del 
cAMP y cGMP; relacion con el funcionalismo tisular.

El nivel basai intracelular de los nucleotidos ciclicos viene deter- 
minado per un equllibrio dinâmico entre los procesos de sintesis y 
degradacion. Existen numerosos agentes (Hormonas, Neurotransmisores, etc.) 
que alteran dicho equllibrio; bien modificando la actividad_de la ade­
nil y guanil ciclasas o bien influyendo sobre las fosfodiesterasas, el 
efecto subsiguiente es una variacion del nivel intracelular de nucleo-
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tidos ciclicos capaz de disparar los mecunismos celularcs encargados 
de dirigir algunas de las respuestas funcionales para las que el teji­
do, integrado por dichas células, ha sido genêticamente destinado.

La mayoria de estas respuestas funcionales se desencadenan como 
consecuencia de la interaccion de dichos agentes con receptores espe­
cif icos situados en la membrana celular y que actuan 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 descripcion del estado actual de los conocimientos sobre los dis­
tintos tipos de receptores, incluyendo en cada a partado especifico su 
influencia en el funcionalismo de los distintos tejidos y su posible vin- 
culacion con los sistemas adenil y guanil ciclasa.

Puesto que la presente Tesis utiliza como material de trabajo la 
irusculatura lisa, en cada caso, le dedicaremos una especial atencion, 
limitandonos en lo que concierne a otrcs tejidos a destacar alginos 
de los aspectos a nuestro juicio mâs sobresalientes.

A.- Receptores

1/ Adrenérgicos.

a.- Tipos: Fué AHLQUIST (2) quién clasifico 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).

F.sta clasi fiCacion simplista realizada por AIII QUIST se compllco 
cuando en 1-967 LANDS y cols. (452) observaron que a nivel del musculo 
cardiaco la adrenalina desarrollaba una potencia efectora similar a la 
noradrenalina, a través de receptores beta, mientras que en musculo li­
so la adrenalina posee una mayor potencia que la noradrenalina; ello 
les permitio postular la existencia de dos suhgrupos de receptores 
beta a los que llamaron receptores beta^ y beta^. Los primeros estarian
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ublcados en el corazon y los segimdos en la ntusculatura lisa.

Posteriormente nuevas descripciones expérimentales han sugerido la 
presencia de varios suhgrupos de receptores beta (102, 325). Reciente­
mente BARNETT, RUGG y NAHORSKI (42) han corrtJborado la clasificacion de 
LANDS y cols. (452) indicando la existencia de solo dos tipos de recep­
tor beta (betaj y beta^), cuya relacion, en tejido pulmonar de rata, es 
de 1/3. Segûn estos autores solo 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
lective de receptores beta^ llamado Procaterol (372).

También, se han anotado diferencias entre los receptores alfa de 
distintos tejidos (4I, 70, 455 ); concretamente, LANGER (475) propu- 
so la existencia de dos subtipos de receptores alfa: alfa^ y alfa^, 
post-sinapticos y pre-sinapticos respectivamente.

Recientemente WOOD y cols. (8II) y MALTA y cols. (493) indican que 
la clasificacion 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 aproximacion.

b .-Efectos metabolicos y funcionales.

Los receptores alfa median la respuesta contractil en toda la muscu-
]atura lisa cxrepto en el tracto intestinal, en el que median relajacion
(salvo en esfxnteres) y los beta median la relajacion de toda la muscu­
lature lisa inclui'do 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 relajacion en 
intestino.
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La interaccion catecolaminas-receptor alfa conduce a una râpida res­
puesta relajante en colon de conejo previameute contraido por carbamil- 
colina {20, 21); respuesta presimnbl emente ir>dependiente del sistema 
cAMP / adenil:ciclasa, aunque se ha observado,tras un periodo de laten- 
cia de 60 segundos, un descenso del nivel de cAMP incluso cuando el 
liquide de perfusion es déficiente en calcio (i9).

La respuesta sul>siguiente a la estimulacion 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, bloquean el efecto alfa 
(98), en consecuencia el descenso del nivel del cAMP séria unicamente 
un fenomeno metabôlico de tipo secundario (23). Esta falta de correla- 
cion entre el receptor alfa y el sistema cAMP/adeni1 ciclasa ha podido 
apreciarse, asi mismo, en otros tejidos <35, 644).

Por otro lado, varios autores han establecido que la estimulacion 
alf3-adtenérgica conduce, en algunos tejidos, a un incremento signifi­
cative del nivel de cGMP (l6, 17, 277, 407, 675) pero las posibles im­
pli caciones funcionales de dicho incremento estân aûn por dilucidar.

En cuanto a la interaccion catecolaminas-receptor beta, ANDERSSON 
en 1.972 (23) ha publicado un interesante trabajo-revisiôn en el que 
fundâr.dose en investigaciones previas realizadas por otros autores y 
en sus propias experiencias postula que la relajacion beia-adrenérgica 
del mûsculo liso résulta mediada jjor el cAMP. Sin embargo, se descono- 
ce la naturaleza de los fenomenos bioquimicos y fistolôgicos resj>onsahles 
de la traduccion de la senal lioniional en un cambio del tono muscular.
En otros tejidos el aumento de cAMP propiciado por la beta-estimulacion 
desencadena una cascada de reacciones do fosforilaciôn (véase apartado:j) 
que provocan cambios sobre funciones celulares taies como la glucogeno- 
lisis, lipolisis, transporte iônico, etc. (636). Se ha sugerido una se­
cuencia similar capaz de mediae la respuesta beta-relajante en nnîsculo 
liso (670) y controlar la distribucion del calcio (22). No obstante.
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han aparecido varias publicaciorves que ponen en tela de juicio la po­
sible veracidad de esta hipotesis (78, 200, 430),

Entre las razones esgrimidas por estos autores cabe destacar el he­
cho de que no siempre existe correlacion entre la relajacion propicia- 
da por un beta-agonista, por ejemplo la isoprenalina, y la elevacion 
del nivel de cAMP e incluso ASAKAWA, RUIZ y HO (28) han descrito que: 
el receptor beta ubicado en adipocitos de rata, no solo influye sobre 
el nivel de cAMP sino que también eleva el nivel de cCMP, lo que parece: 
ser un efecto indirecte concomitante a la elevacion de cAMP, De todas 
formas es una observacion 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 propanolol. Estas respuestas se 
verifican rapidamente lo que plantea un serio incoveniente a un mecanls- 
mo como el del sistema cAMP/adenil:ciclasa; sin embargo, parece ser 
que la produccion de cA4P y las subsiguiente secuencia de fosforilacio- 
nes se lleva a cabo en un tiempo inferior a los cinco segundos (tiempo 
mxnimo de observacion que permite la metodica actual) siendo mas râpida 
que la aparicion de la respuesta relajante (662) lo que concuerda con 
la hipotesis de que el cAMP media la beta-relajacion en la musculatura 
lisa.

SCHEID y cols. (662) a comienzos de 1.979 han aportado pruebas en 
favor de esta hi pot esi s habiendo comprobado experimental mente que: 1/ 
la cAMP-Protexn kinasa aumenta la actividad ATPâsica propiciando el 
funcionamiento de la btxnba Na/K, 2/ al aumentar la cantidad de pro­
tein kinasa activa,la actividad ATPâsica se aproxima a un valor mâximo 
3/ Este efecto estimulante es bloqueado por una proteina inhibidora de 
la Protein kinasa lo que indica, segun estos autores, que la cAMP-Pro- 
tein kinasa cataliza especificamente la fosforilacién de esta ATPasa
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provocando el cambio descrito.

A la vista de estos resultados proponen el siguiente modelo teorico 
de accion del agonista beta-adrenérgico en la musculatura lisa: 1/ La 
interaccion del agonista (isoprenalina) con el beta-receptor dispara un 
incremento del nivel de cAMP 2/el cAMP activa a la protein kinasa, ]/ la 
Protein kinasa activada cataliza la fosforilacion de la ATPasa encargada 
de la bomba Na/K con lo que aumenta la actividad de la bomba y con ello 
asciendé la concentracién del K intracelular y disminuye el Na extracelu- 
lar, 4/ la entrada masiva del No aceleraria la salida del calcio desde el 
citoplasma al espacio extracelular, 5/ la variacion 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 actéan también inbibiendo a la fosfodiesterasa 
(143).

2/ Colinérgicos.

a.- Tipos: DALE (182, I83) basandose en el efecto desplegado por la 
muscarina y la nicotina 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 mûsculo liso; tejidos en los que las respuestas 
colinérgicas son aparentemente mediadas sélo por leceptores muscarinicos. 
Los nicotin-receptores se ballan preferentemente en la unién nenromnscu- 
lar o "plaça motora". En cerebro y ganglios existen ambos tipos de recep­
tores (462).

Del mismo modo que se acepta que los receptores nicotinicos no son 
idénticos en ganglios y mûsculo esquelético, existen evidencias de que 
los receptores muscarinicos en mûsculo liso pueden estar constitnidos
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por mas de iin tipo o clase (ll5)v

b.- Efectos metabolicos y funcionales.

La acetilcolina despliega en la muscvilatura lisa un efecto contractil 
que va acompanado de un aumento del nlvel de cQiP.

Fueron SCHULTZ y cols, en 1.972 (673, 674) los primeros en senalar 
que la acetilcolina incr«nenta el nivel de cCMP en conducto deferente 
de rata actuando sobre receptores muscarinicos. Por su parte LEE y 
cols. (462) establecieron en el mlsmo ano que varies agentes muscari- 
nicos disparan incrementos de cGMF en ileon de cobaya.

Los bloqueantes nicotinicos como el tetrametilamonio no raodifican 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 implicacion del cGMP en las respuestas colinergicas sobre 
todo en tejido cardiovascular (270, 409), sistemas secretores (397,
484, 699), cultivos de neuronas (5OI) y tejido nervioso (302).

En ciertas células résultantes de hibridaciones se ha observado que 
el carbacol, agonista muscarinico, provoca una inlvibicion râpida y 
transitoria de la adenil:ciclasa seguida de una lenta reciiperacion 
(entre 20 y 30 horas) de la actividad hasta alcanzar cotas del 200 
al 300% de la actividad basai normal (546).

Respecte a los receptores nicotinicos cabe senalar que NESTI.ER, BEAM 
y C^RCENGARD (554) han demostrado, recientemente, que la acti.vacion de 
estos receptores, en mûsculo estriado, también dispara incrementos de 
la concentracion intracelular de cOlP,

3/ Dopantinérgicos.

a.- Tipos: Existen varias publicaciones que sehalan la existencia de 
receptores dopaminérgicos en tejidos de varias especies (l32, 173, 374)
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entre ellos mnsctdattira lisa vascular (2/9, 280, 568), esôfago (I88,
527, 606) e intestino delgado (305).

No se ha podido demostrar de un modo concluyente la existencia de 
subgrupos de dopamin-receptoresjsin embargo, han comenzado a aparecer 
publicaciones que aportan las primeras pruebas en favor de ello. A co- 
mienzos de 1.979 KEBADIAN y CALNE (4O4) han propuesto, siguiendo un 
criterio biĉ quiiaico y farmacologico, la division 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 clsificacion 
esta siendo corroborada por nuevos articules que tratan el tema; entre 
ellos cabe destacar el recier.te trabajo de CREESE, USDIN y SNYDER (174) 
qoienes aportan pruebas de que los guanin nucleôtidos pueden regular 
a un tipo de receptor dopaminérgico,presumiblemente el tipo D-1, mien- 
tras que son inopérantes sobre otro tipo de receptor (D-2).

h.- Efectos metabolicos y Funcionales.

Una de las acciones metaboli cas de la dopamina, posiblemente media- 
da por receptores D-1 (404), es ir.crementar la produccion de cAMP a 
traves de la estimulacion de un sistema adenil:ciclasa sensible a la do­
pamina (405, 110) que se encuentra ampliaimante distribnido y particular- 
mente en tejido nervioso (173, 302, 374). Este mécanisme dopamina/cAMP 
parece implicado en los fenomenos electiofisiologicos desarrollados 
durante la tranaaisiôn nerviosa en gang]io cervical superior (302, 469). 
Por otro lado, la activacion de este tipo de receptor en la glândula 
paratiroides (animales Iwvinos),provoca un incremento de cANP y libera- 
cion de paratobormona <(IO9).

En intestino delgado los receptores dopaminérgicos median el des- 
censo de motilidad intestinal (305) lo cual, esta de acuerdo con el 
hecho de que aumente el nivel de cAMP.

Otras respuestas fisiologicas desencfidenadas por la dopamina son, al
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parecer, independlentes del sistema adenil:ciclasa. Asi, por ejemplo, 
se ha observado que el efecto inhibidor de la dopamina sobre la secre- 
cion de prolactina por parte de las células mamotropas de la hipofisis 
anterior es independiente de dicho sistema enzimatico y se verifies 
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 mismas en cuerpo estriado y que reci- 
ben el nombre de"autorreceptores" parecen ser independientes del siste­
ma cAMP adenil:ciclasa puesto que su destruccion 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 constituir un grupo de dopamin-receptores distintos 
de los tipos D-1 y D-2 (404), y pueden participar en el control retroac­
tive inhibidor de la liberaciôn y slntesis de dopamina a nivel terminal 
y del cuerpo celular, y de la velocidad de etiision de impulses en la 
célula dopaminérgica.

4/Triptaminérgicos.

a -  Tipos: La 5-Hidroxi-Triptamina (5-HT) o serotonina ejerce efectos 
caracterfsticos 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 iléon de cobaya (133, 254, 255, 622), GADDUM y PI- 
CARELLI (256) propusieron la existencia en dicha preparacién de dos luga- 
res distintos de actuacion para la 5-HT: 1/ que es especificamente bloquea- 
da |K>r LSD (dietil amida del âcido Lisérpico) y farmacos similares (ej.: 
Metisergida) y 2/ que résulta bloqueado por la atropina y morfina. Los 
primeros hàn recibido el nombre de receptores D y estân ubicados en la 
célula muscular y los segundos se denominan receptores M y se hallan en 
las fibras nerviosas ya que la eliminacion del plexo mesentérico (565) 
desciende la capacidad de respuesta 5-hT en unas diez veces y 
la actividad rémanente de la 5-HT sobre la célula muscular

86



se bloques medlante LSD o farmacos similares. La efecLividacl general 
del LSD y sus anâlogos sugiere que los receptores de 5-DT de los dife- 
rerrt'-es mûsculos lisos son similares si no idénticos (96).

Unos arîos 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 clasificacion de GADDIJM y PICARELLI (256). A comienzos del 
présente ailo COSTA y FURNESS (172) ban explicado esta contradicion 
que al parecer depende de la zona de ileon utilizada. Asi mi entras 
GADDIM y PICARELLI (256) utilizaban la porcion terminal del ileon 
BROWNLEE y JOHNSON, utilizaban la porcion media y segijn COSTA Y FUR­
NESS (172), la porcion mas cercana a la union ileocecal (unos 4 cm) 
responde a la acciôn directa de la 5-HT, en cambio, a partir de dicho 
punto la preparacién apenas responde a la 5-HT. El hecho es que la 
mayoria de los autores aceptan la clasificacion propuesta por GADDUM 
y PICARELLI (256) para tejidos perféricos.

b.- Efectos metabolicos y Funcionales.

La serotonina provoca la contraccion 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) aunque se han descrito algunas 
çKcepciones; por ejemplo: relaja bronquios y bronquiolos humanos (103,500) y 
trâquea de cabra (14O). Este efecto hipertonizante depende en algunos ca­
ses 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 
contrâctil desplegado por la 5-HT en ciertas preparaciones de musculo 
liso va acompanado de un incremento en el nivel de cOlP (157, 401).
Se ha descrito algo similar en otro tipo de preparaciones biologicas
(655).
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En lo que concierne al sistema nervioso central, BLOOM y cols. (89) 
han observado que la administracion de 5-HT a las distintas areas del 
cerebro provoca una inhibicion o una aceleracion de la actividad bioelec 
trica en casi todas ellas, lo que indica la amplia distribucion de re­
ceptores serotonérgicos en el cerebro; no obstante en este organo no 
cabe aplicar la clasificacion en receptores "M" y "D" valida para 
tejidos periféricos puesto que tanto la 5-HT como los agonistas y an- 
tagonistas triptaminergicos actûan de un modo muy diferente en el 
sistema nervioso central (315).

Existen, al menos, dos tipos de receptores en el cerebro: 1/ recep­
tores presinapticos, localizados en neuronas del nucleo dorsal del Rafe 
que contienen 5-HT, y 2/ receptores postsinapticos, localizados en neu­
romas que reciben 5-HT ubicadas en areas receptoras de proyecciones 
nerviosas procedentes de dicho nûcleo. Estos receptores descienden la 
actividad bioeléctrica de las neuronas afectadas, es decir, son de carac- 
ter inhibidor y aunque también existen receptores estimuladores, paie- 
ce ser que la accion primordial de la 5-HT en las sinapsis es la inhibi­
cion 316.

Varios trabajos han demostrado la existencia de adenil:ciclasa sen­
sible a la serotonina (768, 769), aunque se pensé que dicha adenil:ci­
clasa podrxa responder 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 la adenil:ciclasa ligada a recep­
tores dopaminérgicos (227, 228) que esta conectada con receptores 
triptaminérgicos postsi napticos 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-HT, posiblemente mediada por re­
ceptores "D" (510), es ru actividad agregante sobre las plaquetas.
El receptor triptaminérgico plaquetario posee cierta similitud con re-
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ceptores ubicados en espina dorsal, cort-eza cerebral y formacion reticu­
lar, lo cual puede ser interesante a fin de utilizar una preparacién mas 
asequible como modelo de estudio de receptores triptaminergicos (296).

La interaccion de la 5-HT con el recepi:or triptaminérgico plaquetario 
provoca la inhibicién 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 (663).

De todas formas, muchos autores han descrito que los agentes agregan- 
tes, al margen de que afecten o no al nivel de cAMl’,elevan el nivel de 
cCMP habiéndose sugerido la posibilidad, en base a la hipétesis "Yin- 
Yang" (284, 287), de que este nucleétido medie el efecto opuesto al del 
cAMF, actuando en algûn estadio de la agregacién 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 Ĥ  (33) y receptores H^ 
(79).

Recientemente ANGUS y cols. (24) han sugerido la posibilidad de que 
exista un tercer tipo de receptor para la histamina de caracteristicas 
similares al receptor H^ pero con algunas diferencias estéricas.

b.- Efectos metabolicos y funcionales.

La histamina funciona como un neurotransmisor en el sistema nervioso 
de los animales mamiferos (677, 678) y .adcm'is ostenta multiples eFectos 
en tejidos periféricos entre los que cabe destacar: Su actividad sobre 
la musculatica lisa, a nivel de la cual despliega efectos distintos; 
asi, contrae algunos mûsculos lisos como,por ejemplo,ileon,traquea y 
bronquios de. cobaya (33) y traquea de perro (343), relaja los vasos 
que irrigan trâquea y rinén de perro (39, 343) e inhibe la motilidad 
uterina de rata (79).
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El efecto contrâctil se verifies a través de receptores (33). El 
efecto inhibidor sobre la motilidad uterina es mediado por receptor 
(69, 79) y el efecto vasodilatador tiene, al parecer, dos vertientes, 
por un lado una vasodilataciôn râpida mediada por y por otro una 
vasodilatacion lenta y mâs prolongada mediada por (39, 343).

Su actividad sobre la secrecion gâstrica se realiza a través de re­
ceptores (79, 214). El incremento de secrecion gâstrica que promueve 
la histamina al interactuar con receptores puede anularse mediante 
antagonistas especificos de entre los que destacaremos por su
utilidad terapeûtica la cimetidina (10!), fârmaco de probada eficacia 
como gastroprotector.

Su actividad sobre la funcion cardiaca es, también, notable. En pre­
paraciones aisladas (ej.: corazon aislado de cobaya) incrementa el rit- 
mo cardiaco (79, 244). Dicho incremento es mediado primordialmente por 
receptores Ĥ . Los receptores median en todo caso la depresion del 
ritmo cardiaco (244).

Sobre metaholismo graso la histamina ejerce un neto efecto lipoliti- 
co (247) que se lleva a cabo a través de receptores (303).

En general, las distintas descripciones consultadas coinciden en se­
nalar un incremento de] nivel de cGMP cuando la histamina interac-
tûa con receptor (44, 158, 401, 531, 614, 6l5, 672), efecto que, al 
menos en mûsculo liso intestinal, se compagina con un efecto activador 
sobre la cAMP-fosfodiesterasa que acelera la degradacion del cAMP dis- 
minuyendo su nivel tisular (354).

En cambio, se ha demostrado que el receptor estâ ligado a la ade­
nil: ciclasa, puesto que la interaccion de la histamina o cualquier ago- 
nista llg-histaminérgico con receptores conduce a un incremento de la 
actividad de la adenil:ciclasa con la consiguiente elevacion del nivel 
tisular de cAMP, tanto en cerebro (300, 334, 563) como en tejidos péri-
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féricos (208, 209, 303, 382, 506, 507, 585).

6/ Otros receptores.

Ademâs de los receptores especificos para los neurotransmisores a los 
que acabamoa de referirnos, se ha descrito la existencia de receptores 
para hormonas peptidicas (139, 178), la mayoria de los cuales parecen 
estar relacionadcs con la adenil : ciclasa puesto que inducen incrementos 
de cAMP en varios tejidos (139).

Un caso particular lo constituye la insulina, cuyo mecanisno de acciôn 
estâ por resolver. Esta hormona provoca en algunos tejidos el descenso 
del nivel celular de cAMP, lo que ha 1 lev ado a especular con la posibi­
lidad de que dicho descenso sea responsable de la mayoria de las accio­
nes de la insulina (l80). Aliora 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 cQtP como mediador de la acciôn 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 la lipolisis, lo que evidentemente choca con el efecto antili- 
politico desplegado por esta hormona.

Quxz.âs uno de los mayores logros en el campo de los receptores ha 
sido el descubrimiento de los llamados "receptores opiâceos". Desde 
hace imichos siglos viene utilizândose el extracto de opio como material 
terapeûtico y varios alcaloides procedentes de dicho extracto entre los 
que destaca la morfina, provocan una variada gama de respuesl.as farma- 
colôgicas:analgesia, euforia, adicciôn,etc... que se verifican primor­
dialmente a nivel del sistema nervioso central.

Sin embargo,hasta 1.973 el mecanismo de acciôn de estos agentes opiâceos 
era desconocido. En dicho afSo, très equipos de investigaciôn, trabajando 
independientemente, descubrieron la existencia de "receptores opiâceos"

91
t



estereoespecificos en cerebro de rata (569, 689, 733).

Ante este descubrimiento surgio una pregunta obvia:i,Por que existen 
receptores en el cerebro animal para unos agentes que solo existen en 
el Reino vegetal?. De todas las posibles respuestas la mâs razonable 
era pensar que dichos receptores desempenan un papel fisiolôgico, es 
decir, que const ituyen"puntos objetivo" &ara la accion de sustancias 
endogenas "simil-opiâceas". Taies sustancias han sido ya detectadas, po- 
seen estructura peptidica y han recibido el nombre genérico de "Endorfi- 
nas". Una publicacion recientemente aparecida se ocupa ampllamente de 
estos agentes endôgenos (734).

Desde el punto de vista bioqulmico, se estâ investigando la posible 
intervencion del sistema cAMP/adenil:ciclasa como mediador de los re­
ceptores opiâceos. En este sentido, los resultados obtenidos hasta el 
memento son contradictorios puesto que algunos autores describen un 
descenso en la actividad de la adenil;ciclasa tanto basai como estimu- 
lada por ciertos agentes (prostaglandinas, adenosina, etc...)con el 
subsiguiente descenso en la produccion de cAMP (16I, 512,. 68O) y otros 
consignas el efecto contrario (95, 596). En este mismo contexte parece 
ser que un tratamiento prolongado con morfina puede afectar a la fos- 
forilaciôn de prcteinas de membrana que induce el cAMP (69O).

Un grupo de agentes cuya importancia biologica estâ fuera de duda y 
al que hemos dedicsdo un apartado especial en la présente revision son 
las prostaglandinas. Se ha establecido la existencia de zonas especifi- 
cas de union para las prosi agi andinas E, F y A (359, 65D, 65I).

Los receptores de la serie E son heterogéneos, existiendo receptores 
de "alta" y "baja" afinidad para sus ligandos (65I). Parece ser que es­
tos receptores guardan relacion con la adenil;ciclasa, siendo mayor la 
activacion propiciada por los receptores de "baja" que ix>r los de "al- 
ta" afinidad (651).
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For su parte, los receptores de la serie F estentari también diferen­
te afinidad (alta y baja) y dado que las prostaglandinas de la serie F 
elevan, en general, el nivel de cQ'fP en varios tejidos (651) existe la 
posibilidad de que los receptores de la serie F guarden relacion con la 
guanil:ciclasa.

Las prostaglandinas y F poseen algunas acciones opuestas, por 
lo que la relacion PGE^/cAMP y PGF̂ ^̂  /cGMP observada en varios tejidos 
(651) podria servir de apoyo a la hipotesis "Yin-Yang" (284, 287). Sin 
embargo, los efectos antagonicos que despliegan dos PGs de la serie E: 

y PGEg (65l)ponen sérias dificultades a dicha hipotesis.

Para finalizar creemos interesante destacar la existencia de recepto­
res para la adenosina, nucleésido dotado de una amplia actividad biologi­
ca siendo destacable su papel como neurotransmisor en el hipotético 
"Sistema Purinérgico" de BURNSTOCK (117, II8).

LONDOS y WOLFF (483), utilizando dos tipos de agentes anâlogos 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 activacion de la adenil:ciclasa.

La zona P necesita de la integridad del anillo pûrico y su ocupacion
da lugar a la inhibicién de la adenil:ciclasa.

La zona R parece ubicarse en la superficie extema de la membrana 
celular (156, 806), mientras que aun no ha podido establecerse la si- 
tuacion celular de la zona P.

Numerosas publicaciones dan cuenta del efecto de la adenosina sobre



la actividad de la adenil:ciclasa y la acumulacion de cAMP (91, 156, 301, 
328, 367, 491, 593, 659). Dicho efecto, como hemos apuntado anteriormente, 
conduce a la activacion 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:ciclâsica como para la lipolisis (232, 247, 481 ).

Ademâs del efecto antipolitico (232, 347, 48l) y de su posible vincu- 
lacion con el sistema purinérgico (117, II8) 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 significative el nivel de cAMP (489), por lo 
que la posible implicacion del sistema cAMP/ adenil;ciclasa en la res­
puesta relajante de la adenosina résulta dudosa.

Otras acciones a destacar son su posible papel como regulador del 
flujo coronario (67) y como mediador en el sistena nervioso central 
(504), ademâs del efecto inhibidor presinâptico en algunos tejidos 
(275, 333, 504) y su accion antinicotinica bloqueante de la liberaciôn 
de acetilcolina en nervios colinérgicos intestinales (311, 330, 502, 66O).

B.- Actividad del mûsculo liso y nucleotidos cielicos.

Como hemos ;x)dido apreciar en el transcurso de la exposicién prece­
dent';, existe un gran numéro de publicaciones que a través de sus re­
sultados permiten especular con la posibilidad de que las variaciones 
en el contenido muscular de nucleotidos ciclicos sean las responsables 
de las respuestas relajantes o contractiles propiciadas por varios agen­
tes; concretamente el cAhtP séria responsable de la respuesta relajante
(42, 71, 355, 542, 662) y el cGMF se encargaria de la contraccion (40,
49, 157, 158, 284, 287, 401, 462, 673, 674).

Algunos autores han estudiado, asi mismo, las modificaciones que la
concentracién de estas biomoléculas expérimenta durante la actividad
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muscular espontânea (67l) habiéndose descrito en algunas preparaciones 
musculares como por ejemplo el utero de rata, un incremento de las con- 
centraciones de cGMP y cAMP al comienzo de la contraccion y relajacion 
respectivamente (381). Ot'.ros autores han probado el efecto de ambos nu­
cleotidos sobre varias preparaciones musculares. El efecto constatado 
utilizando cAMP o derivados anâlogos mâs permeables para la membrana 
celular como el dibutiril-cAMP ha sido nulo o relajante (40)mientras que 
el aporte exogeno de cGMP résulta dificil de clasificar, no habiéndose 
obtenido respuestas claras y convincentes (40).

Todos estos trabajos constituyen una importante base en la que funda­
ment ar la posible implicacion del cAMP y cGMP en el foncionalismo de la 
musculatura lisa. Sin embargo, trabajos recientemente publicados aportan 
serios inconvenientes sobre la validez de la anterior hipotesis 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 
la musculatura lisa {201).

Ademâs el uso del derivado 8-brorao-cGMP sobre una preparacién de con­
ducto deferente de rata, es capaz de provocar relajacién de la mi.sma 
en ciertas condiciones (676).

Por otro lado, la Neurotensina, pequeno péptido que provoca la con- 
traccién de] ileon de cobaya, no modifica los niveles de cAMP ni cCMP, 
lo que parece descartar la participacion de dichos nucleétidos ei'j la 
respuesta contrâctil que este péptido desencadena (418). Otro tanto ca­
be senalar para la adenosina que, como indicamos en nuestro anterior epi- 
grafe, relaja la musculatura lisa sin modificar el nivel de cAMP (489).

C.- Modèles teéricos de interaccién entre el complejo hormona-receptor 
y la adenil;ciclasa.

Una de las principales incégnitas a despejar en el campo de la biolo- 
gia atahe a la naturaleza de los receptores de membrana y al mecanismo
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por el que las interacciones de estos receptores con sus respectives 
ligandos modifican el metabolismo celular. En este sentido, el modelo 
mas estudiado es el sistema de receptores acoplados a la adenil:cicla­
sa, de amplia distribucion en las membranas celulares de las especies 
animales.

Este sistema présenta la ventaja de que emite una senal facilmente 
mensurable: produccion de cAMP a partir de ATP, lo que simplifies 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 le 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 
celular encargada de reconocer especificamente al 1igando correspon- 
diente y una zona homogénea que se extiende a través de la bicapa es- 
tructural de la membrana y que interactûa 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; N^ y N^. El corn- 
ponente N^ esta asociado a los receptores y el componente N^ lo esta 
a la adenil:ciclasa. La union del GTP al primero de ellos sensibiliza 
a los receptores para el proceso de acoplado con el 1igando ccrrespon-
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diente, mientras que la ocupacion del segundo activa autoniaticamente al 
enzima sin necesidad de acoplamiento previo entre hormona y receptor.

RODBELL (625) propone el siguiente. modelo general de actuacion del 
GTP y de las hormonas sobre el sistema de la adenil;ciclasa:

RNj + GTP RsN^. GTP

ENg + GJTP ** E'Ng. GTP

RsNj. GTP + E’N^.GTP (HRcN^.GTP) (E"N^.GTP)

Donde Rs= forma sensibilizada del receptor, Rc-forma acoplada a la 
hormona, E'- enzima active y E''= enzima en estado hiperactivo.

La dependencia de la respuesta hormonal por el GTP ha sido cuestiona- 
da puesto que, también, se ha descrito un efecto inhibidor por parte 
de bajas concentraciones de este nucleétido 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 posltivo y negativo sobre la adenil:ciclasa puede 
conferir al GTP un im{K»rtante papel regulador (48I).

Algunos autores han sugerido, asi mismo, que los fosfolipidos de la 
membrana èelular pueden esta r implicados en la regilacion de la activi­
dad adenil:ciclasa (226) e incluso en el acoplamiento receptor-enzima
(32).

TOLKOVSKY y LEVIT7.K.T (736) han descrito recientemente cinco posibles 
modelos de acoplamiento entre el receptor y la adenil:ciclasa que trans- 
cribimos brevemente:

1 ~  Modelo: En el que el receptor y el enzima se hallan "pre-acoplados": 
k,

H + RE  HRE  ^  HRE'
"2
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Este modelo postula: 1/ que en ausencia d<e la hormona no hay activi­
dad basai por parte de la adenil;ciclasa, 2/ que la tasa de activacion 
del enzima depende de la activacion 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 expérimentes de union, 4/ que el descenso de la 
concentracién de receptores o del enzima mediante el uso de inhibidores 
irréversibles no debe afectar la proporcion en que aparece el complejo 
activo (HRE'), sin embargo, debe de ascender el nivel mâximo asequible 
de HRE' tanto en presencia de GTP como de su derivado GppNHp.

29 Modelo: En el que la hormona se une al complejo, previamente 
acoplado, receptor-enzixt;a y lo disocia:

RE + H : -■"HRF. —  " HR + E ^ ^ E '

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

Este modelo preconiza l/ que puede existir cierta actividad enzimâ- 
tica basai en ausencia de la hormona, siempre y cuando el pre-acoplado 
(R-E) no sea total, 2/ que la union de la hormona posee "coopcrativi- 
dad negativa", a pesar de que una constante intrinseca de acoplamien­
to gobiema dicho proceso. Ello se debe a que coexisted paralelamente 
el complejo HR y el complejo HRE, 3/ que la cinética que rige la acu­
mulacion de enzima activo E' no es de primer orden, 4/ que la reducciôn 
de la concentracién de receptores totales Rt y enzima total Et por inac- 
tivacion irreversible darâ como resultado el descenso de nivel maximo 
de enzima activo E' asequible, descendiendo su tasa de formacién.

3 ~  Modelo; En el que se da por supuesta la existencia de equilibrio 
entre el complejo 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). Esquemâticamente se représenta



como sxgue:

H + R- ;hr + E :M3E -HRE'

La unién hormonal présenta"coopérâtividad negativa" y una cinética 
de segundo orden.

49 Modelo: 0 modelo de "acoplamiento por colision". En el cual se desci- 
be la activacion enzimâtica mediante la siguiente ecuacién:

H + R W HR + E (HRE lIRE')' HR + E'

Es, en realidad, un caso espeCial del modelo anterior y postula:
1/ que la union hormonal es "no-cooperativa", 2/ que la activacion en­
zimâtica de GppNHp a saturacion es de primer orden,3/ que, en contras­
te con el modelo anterior, la constante de proporcionalidad que di­
rige la formacion del enzima activado depende linealmente de la concen- 
tracion total de receptores pero es independiente de la concentracién 
de enzima, 4/ que dicha constante en presencia de G^pNHp aumerrta en 
funcion de la concentracién hormonal hasta saturacién de acuerdo con una 
curva de dependencia"no-cooperativa".

59 Modelo: Este modelo es, en realidad, el resultado de la combinacién 
del 1”  y 29 modelos:

Ke 

R + E

RE Kh (HRE: ■HRE') HR + E'

Kh 

H +

Preconiza una unién hormonal "no-cooperativa" y una cinética de 
formacién de enzima activo fuertemente desviada de la cinética de pri­
mer orden.
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La simbologla utilizada en las representaciones esqnemâticas es la 
siguiente: R= receptor, E= enzima, E'= enzima activado, H= hormona, Kli= 
cte de disociacion del complejo (HR), y Ke=cfce de disociacion del com­
plejo (RE).

3-- Interaccion de los nucleotidos ciclicos con componentes celulares.

A fin de comprender con claridad el papel exacte que los nucleotidos 
ciclicos juegan como moléculas reguladores de muchos procesos biologi- 
cos, résulta imprescindible conocer la identidad del componente o com­
ponentes celulares que constituyen el objetivo directe de su accion y 
de cuya interaccion résultera un efecto modulador de las funciones ce­
lulares especificas.

Existe, ailn hoy en dia, muy poca informacion al respecte y a pe­
sar de que experimentAlmente se ha demostrado que gran pai-te de los 
nucleotidos ciclicos endôgenos se encuentran formando complejos con 
proteinas solubles (282, 642, 746, 749) tan solo se ha logrado identi­
ficar y estudiar en profundidad un tipo de proteinas denominadas pro­
tein kinasas nucleétido ciclico-dependientes que son proteinas enzimâti- 
cas que catalizan la transferencia del grupo gaitma-fosfato desde el ATP 
hasta los grupos hidroxilo (OH) de residues aminoacidicos, taies como 
la serina y treonina, intégrantes de varias proteinas (636). Los nucleé­
tidos ciclicos actûan como efectores alostéricos y por ello se denominan 
nucleétido ciclico-dependientes-

A- Protein kinasa cAMP-dependiente:

La protein kinasa cAMP-dependiente (cAMP-PK), (ATP:proteina fosfo- 
transferasa, EC 2. 7. 1. 37) fué descubierta por WALSH, PERKINS y KREBS 
(776) en 1.968; con ello se daba un importante paso en el dificil cami- 
no hacia la comprensién del mecanismo por el que"los segundos mensajeros" 
transmiten "el mensaje hormonal" a fin de modular las operaciones celu­
lares especificas.

10!



Los primeros estudios subsiguientes al descubrimiento de WALSH y 
cols., indicaban la existencia de multiples formas de cAMP-PK (454,
149); sin embargo, muchas de las formas obtenidas no son mâs que arte­
fact os quimicos,habiéndose establecido claramente que la mayoria de 
los tejidos procedentes de animales mamiferos poseen dos fermas de cAMP- 
PK que pueden separarse por cromatografia en DEAE-celulosa y que en virtud 
de la posicion durante la elucCion han recibido la denominacion de for­
mas I y II respectivamente (I65, 351, 613).

Se distribuyen ampliamente en tejidos de animales mamiferos, habién­
dose detectado ambas formas en cerebro (I65, 243, 505),corazon (114, I65, 
351, 635), mucosa gâstrica (I65, 6iO), tejido adiposo (I65, 424), higa- 
do (149, 165, 434), ovario (725), testiculo (165), espermatozoides 
(267), y miisculo esquelético (I65).

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 Isoen- 
zima tipo II prédomina en corazon de vaca y cobaya (I64, 243), mien­
tras que el mismo tejido de raton y rata contiene entre un 75 ^ tin 80% 
de la forma I (165).

-Propiedades: Ambas protein kinasas son enzimas tetrainéricos inte- 
grados por cuatro sulxinidades: 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 disociacion del 
tetrâmero quedando libres las subunidades C (428, 454). P<xlemos re- 
presentar esquemâticamente el proceso de la siguiente forma:

R^C^ + 2cAMP -■......   R^-(cAMP)^ + 2C
(inactive) (activo)

Sin embargo, recientemente, algunos autores han propuesto un modelo 
cinético diferente (27, 747), en el que se incluye la formacion de un 
complejo ternario intermedio integrado por 2 moléculas de cAMP, dos
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regul adoras y dos catalizadoras; este complejo es muy Inestable y se 
rompe râpidamente liberando la porcion catalitica. Esquemâticamente 
quedaria como sigue:

+ 2cAMP 4 ^  (cÀMP)^C^ <#> (cAMP)^ + 2C 
(inactive) (activo)

De cualquier modo, el efecto final es la liberaciôn del dimero cata 
litico.

Ambas formas I y II del holoenzima poseen pesos moleculares simila­
res de 170.000 y 174*000 respectivamente (47, 230), El dimero integrado 
por las subunidades R ostenta un Pm de 86.000 para la 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 ûnica diferencia estructural clara entre ambas formas 
es el Pm de los dimeros R,

Ademâs de estos valores detectados en mûsculo esquelético de co­
razon de conejo y vaca respectivamente, se han dado a conocer los pe­
sos moleculares-de cAMP-PKs procedentes de otras fuentes, observândo- 
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).

Ademâs de la similitud en Pm, las subunidades C de las PK I y II 
poseen, al menos en apariencia, una identidad funcional (159, 813).

Es posible que el diferente Pm de las subunidades R en una y otra 
forma de la PK sea la res|K>nsable de los diferentes tiempos de eluc- 
cion durante su separacién cromatogrâfica. Por otro lado, estudios in- 
munolôgicos han demostrado claramente que las subunidades R de la PK-I 
(Rj) y de la PK-II (R^) son proteinas distintas (243).

Un estudio comparative entre las dos formas enzimâticas han permiti- 
do llegar a las siguientes conclusiones: 1/ la PK-I, ademâs de su mener
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Pm, posee una mayor afinidad por el Mg--ATP (sustrato) que la PK-II 
(351)* Asi mismo, en ausencia de Mg--ATP tiene mâs afinidad por el cAMP 
que la PK-II. (351).

2/ posiblemente la diferencia mâs importante entre an4>as estriba en 
la capacidad de autofosforilacion de la PK-II (631) de la que carece la 
PK-I (351).

La autofosforilacion es un proceso por el cual se transfiere una mo­
lécule de fosfato desde el ATP a un resto de serina de cada subunidad

de la PK-II (351, 631, 508) dicha transferencia es catalizada por 
la subunidad C del propio enzima.

3/ cabe destacar, por ultimo, las diferencias de comportamiento de 
las dos formas frente al proceso "asociacion-disociacion" de las subu­
nidades correspondientes. La PK-I requiere la presencia de Mg--ATP a 
309 C para que sus subunidades y C se asccien (351, 106), mientras 
que las subunidades R^ y C de la PK-II pueden asociarse en ausencia 
de Mg— ATP (351). Por otro lado en presencia de histona o concentracio­
nes elevadas de ClNa, las subunidades R^ y C se disocian râpidamente 
reasociândose lentamente en buffer diluido (I65, 243), en tanto que 
en la foima II la presencia de dichos reactivos provoca una lenta di­
sociacion que se convierte en râpida reasociacién tan pronto como se 
éliminé el cAMP del medio (165).

Ademâs de estos dos tipos de cAMP-PK, posiblemente de origen cito- 
plâsmico, se ha detectado este tipo de actividad enzimâtica en las 
membranas celulares de varies tejidos (higado, nn'isculo esquelético, 
cerebro, corazon, tejido adiposo y mucosa gâstrica) (142, 607, 624,
750). Esta cAMP-PK ligada a la membrana viene a representar el 5% de 
la actividad total désarroilada por las cAMP-PK celulares (750).

B -  Protein kinasa-cCMP dependiente: cGMP-PK (ATP: Proteina fosfo- 
transferaaa, EC. 2.8.1.37).
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Este tipo de kinasa especxfica para el cCMP fué descubierta en ar- 
tropodos por KUO y GREENGARD en 1.970 (442). Posteriormente se ha iden- 
tificado en tejidos de animales mamiferos; taies como cerebro (435,
436, 443, 445, 477, 724), corazon (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).

Solo se ha detectado una forma de cGMP-PK (477),que abunda en pul- 
mon y cerebelo y es escasa en mûsculo esquelético (477). Dentro de la 
célula la mayor parte de la actividad enzimâtica se détecta en el ci- 
tosol y solo una pequeûa parte aparece asociada a la membrana celular 
(448). Sin embargo, en algunos tejidos, parece existir una considerable 
actividad cOW-protein kinâsica asociada a la membrana(758), siendo de 
destacar su presencia en mûsuculo liso de animales mamiferos (137).

-Propiedades : La cGMP-PK es un dimero integrado por un solo tipo de 
subunidad consistante en una cadena polipéptida simple que posee una 
zona reguladora, una zona de reunion con el c(MP y una zona catalitica 
(273, 274, 475). La activacion de la cGMP-Pk diseurre sin disociacion 
fisica (474, 475), habiendo propuesto LINCOLN y cols. (474, 475 ) la 
siguiente ecuacién:

E^ + 2cCMP ;-----   E^-(cCMP)^
(inactive) (activo)

en la que E représenta la subunidad constitutiva de la cCMP-PK.

LINCOLN, FLOCKHART y CORBIN (476) han desarrollado un modelo del 
mecanimno de accién de la cCMP-PK capaz de explicar muchos de los 
problemas expérimentales anotados.

El modelo propuesto (v. fig.:3.4 ) represents las cadenas protoméri- 
cas que contienen una zona reguladora "R", una zona catalitica "C" y 
una zona de unién para el cGMP dispuestas de modo que la regién regu­
ladora R se halla bloqueando la zona catalitica C. Esta inhibicién
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FigurHj 3.4-: Mecanismo de accion de la cŒlP-PK 
R- Zona reguladora 
C= 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 porcion similar en composicién y estructura a la 
de las proteinas que actûan como sustrato en el proceso fosforilativo,
Bî presencia del cGMP, este interactûa con el locus de union en cada 
una de las cadenas propiciando un cambio conformacional que podemos des- 
cribir como una "apetura" de las cadenas, que dejan libre el centre 
catalitico para que el sustrato protéico a fosforilar pueda "anclar” 
en dicha porcion.

Este modelo puede, entre otros problemas, explicar la observacion 
de que la tasa de autof osf orilaciôn es mayor en ausencia que en pre­
sencia de cGMP (196) puesto que en presencia de cCMP el dimero se "abre" 
y aleja en consecuencla la zona R de la zona G dificultando la fosfori- 
lacion del tesiduo de serina (autofosforilacion).

El Pm del holoenzima complete procedente de varios tejidos de animales 
mamiferos oscila entre 120.000 y I65.OOO daltons (445, 44Û, 686, 687,
724)- Su cation divalente predilecto es el Magnesio y en mener cuantia 
el calcio (445, 686, 687). El pH optimo para su actividad oscila entre 
6.5 y 8.5 (435, 446, 448, 474, 686, 724). El donador de fosfato es, co­
rne en el caso de la cAMP-PK, el ATP (636).

C -  Regulacién y funcion de las protein kinasas-nucleotido ciclico- 
dependientes .

En 1.971 WAl.su y cols. (774) aislaron a partir de mûsculo esqiieléti- 
co un factor protéico termoestable que inhibe a la c«\MP-PK a nivel de 
la subunidad catalitica (30, 31)- El significado flsiologico de esta pro­
teina inhibidora es desconocido. Hif)otéticamente EARP y STEINER (216) 
SHgieren, entre otras explicaciones, que, de localizarse el inhibidor 
en una (s) zona (s) determinada (s) de la célula, bien podrva blotjuear 
la 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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Posterlormerrte se alslo una proteina, también termoestable, capaz 
de estimular a la cGMP-PK (202) e inhibir a la cAMP-PK. Dada la doble 
accion de este factor se penso que el Inhibidor de la cAMP y el estimu— 
lador de la cQ4P-PK son la misma proteina y se le llamo "Modulador de 
la protein kinasa".

Estudios posteriores aportaron pruebas sobre la presencia de esta 
proteina estimuladora de la cCMP-PK en varios tejidos de animales 
mamiferos (435, 436, 444, 445, 686, 68?) pero afin 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 equlpa- 
rables en la mayoria de los tejidos a excepcion del musculo esquelé­
tico que posee casi exclus!vamente el "modulador irliibidor" y del 
musculo liso que contiene practicamente en exclusive el "modulador 
estimulador".

Como en el caso del modulador inhibidor de la cAMP, se desconoce 
la funcion y el mecanismo de accion del modulador estimulador de la 
cCMP-PK, aunque KUO y cols. (448) seHalan que este modulador interactuai 
con las histonas y otros sustratos proteicos haciendolos mejores sus- 
t rat os para la cOIP-PK.

Ademas 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 cCMF-PK (720).

Evidentemente, al margen de estas proteinas moduladoras de origen 
endogeno, 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 cCMP-PKs consiste, como
deciamos al comienzo, en transferir el grupo gaima-fosfato desde ATP
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hasta diversas raoléculas protéicas espaces de actuar como sustratos de 
dichos enzimas. Se ha demostrado que las histonas, casefna, fosvitina, 
protaraina y la fosforilasa b kinasa son .sustratos efectivos de la cAMP- 
PK (428, 514, 775, 776) "in vitro". Si, ademas, tenemos en cuenta que 
el enzlma puede ser mediador de varias hormonas, es logico pensar en 
su capacidad para fosforilar otras proteinas "in vivo" entre las que 
cabria incluir: la glucogeno:sintetasa, pinivato:kinasa, triglicérido: 
lipasa, fosforilasa:kinasa, colesterol:esterasa, etc...

Todo ello puede interpretarse en el sentldo de que la cAMP-PK es un 
enzima poco especlfico (454), sin embargo, varios trabajos aparecidos 
en los lîltimos anos han puesto de relieve la especificidad de la cAMP- 
PKj por ejemplo, COHEN y cols. (I60) trabajando con fosforilasa:kinasa 
de musculo esquelético de conejo observan que de los 200 residuos de 
lisina que posee el enzima complete solo dos resultan fosforilados, 
de los 150 residuos de treonina no se fosforilan ninguno y tamporo 
fosforila a residuos de serina que, en camhio, si son marcados por 
otras kinasas (I6O). Asi mismo, la cAMP-PK es capaz de distinguir 
entre proteinas similaires, por ejemplo: fosforila a la L-piruvato;ki­
nasa (217, 346) y no a la M-piruvato:kinasa (16O).

Ademas de la especificidad, se han estuciiado también los elementos 
estructuraies necesarios para que la cAMP-PK pueda reconocer a los sus­
tratos a fosforilar. En este sentido, parece que la estruotviri primaria 
de las proteinas,sustratos en potencia de la cAMP-PK, es mâs imj>ortante 
que la terciaria puesto que la cAMP-PK puede fosforilar a pr.otei'nas 
desnaturalizadas (555)- También parece claro, que la cAMP-PK no es 
capaz de reconocer una determinada secuencia de aminoacidos (555), sin 
embargo, al menos aparentemente, los aminoacidos basicos 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 actua preferentemente
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sobre las histonas, fosforilando en lugares diferentes a los de la cAMF- 
PK (445, 556, 724). Ademas, se ha comprobado que la cOW-PK procedente 
de pulmon bovino es capaz de fosforilar a la piruvato:kinasa, fructosa 1;6 
difosfatasa, glucogeno:sintetasa y fosforilasa b kinasa ( 474 ), 
también la mielina procedente de varias fuentes es buen sustrato de la 
cGMP-PK (448).

D.- La fosforilacion como mecanismo de las diversas acciones desplegadas 
por los nucleotidos cxclicos.

Tras el descubrimiento de la cAMP-PK (776) se propuso la hipotesis 
de que los diverses efectos del cAMP en los distintos tejidos son me- 
diados por las protein kinasas (440). A modo de inciso y antes de 
proseguir cabe sahalar 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 parametro y en 
consecuencia la influencia hormonal sobre el sistema cAMP/adenil:ci- 
clasa darla lugar a una modificacion del pHi que bien podrla afectar 
a una variedad de procesos celui ares.

Continuando con la idea inicial, cabe indicar que segun dicha hi­
potesis el cAMP solo necesita regular la actividad de un tipo de enzimas 
y la especificidad de accion del cAMP vendrla dada por el tipo de pro- 
teina especlfica que résulta fosforilada por dichas protein kinasas 
en varios tejidos.

Una funcion de especial interés en el contexto del présenté trabajo 
lo constituye el fenomeno de la permeabilidad ionica de las membranas 

biologicas, que en el caso de tejidos excitables como el nervioso y muscular 
résulta el pilar fundamental de la funcion biologica que genéticamente 
les ha sido asignada, por ello la posible aplicacion de la hipfitesis 
desarrollada por el equipo de PAUI. GREENGARD (440) para explicar la 
transmision nerviosa y la actividad muscular, reviste el maximo inte-
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res en orden a explicar la posible intervencion de los nucleotidos ci- 
clicos en ambas funciones.

Recientemente GREENGARD (302) ha publicado una interesante revision 
en la que expone algunos hallazgos expérimentales que apoyan el papel 
de los nucleotidos ciclicos en el funcionalismo nervioso y muscular, 
de los que vamos a dar cuenta restmidamente en los siguient-es parrafos: 
el cAMP y la fosforilacion protéica juegan, al parecer, tres papeles 
en la sinapsis nerviosa:

1.- Regular la biosintesis de los neurotransmisores de los termina­
les presinapticos.

2.- Alterar la funcion del sistema microtubular.
3.- Modificar la permeabilidad de la membrana de las neuronas post- 

sinâpticas.

Existen evidencias que indican que la tercera funcion es resultado 
de la regulacion del estado de fosforilacion 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 sinaptica (748) 
llaanados proteina I y proteina II. Ambas proteinas resultan fosfori- 
ladas por la cAMP-PK. la proteina I se halla solo en tejido nervioso, 
mientras que la proteina II existe, también, en las membranas y el 
citoplasma de celuias de otros tejidos.

La fosforilacion de ambas proteinas se alcanza en un tienpo maximo 
de 5 seg. (tiempo minimo de observacion que las técnicas actuales 
fienniten), evidentemente dada la rapidez con que se efectûa la trans­
mision del impulse nervioso es imprescindible que la accién del cAMP 
sobre la PK y la subsiguiente fosforilacion de las proteinas I y II 
tenga lugar en un espacio de tiempo compatible con la velocidad de 
transmision del impulse nervioso. Tr

Dada la dificultad que conlleva el estudio de fennmenos el e c t r p - c ;: - ^ 2
fisologicos tan rapides como los desarrollados en tejido nervioso il:: ^
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se han utilizado otros tipos de celuias que permlten dicho estudio. En 
este sentido, existen varios tejidos en los que, también, los nucleoti­
dos ciclicos parecen implicados en la funcion de la membrana celular y 
que pueden servir como modelo de estudio. Asi se han estudiado fragtien- 
tos de membrana de reticulo sarcoplasmico procedente de células de mio- 
cardio, viéndose que el cAMP estimula el transporte active de calcio y 
que existe correlacion entre dicho transporte, estimulacion de una 
ATPasa calcio y magnesio-dependiente y la fosforilacion de una proteina 
de membrana de un Pu aproximado de 22.000 daltons (456, 721, 722). Uti- 
lizando células epiteliales de vejIga de sapo intactas se ha estable- 
cido una buena correlacion entre el grado de fosforilacion de una pro­
teina de membrana J.lamada proteina D, transporte de sodio y niveles de 
cAMP en varias situaciones (197, 777).

Los a^nistas beta-adrenérgicos provocan un incremento de flujo de 
sodio y potasio através de la membrana en hématies de ciertas aves. Pues­
to que el recefjtor beta interactua con el sistema cAMP/adenil : ciclasa 
(véase aptdo. 2A.l) elevando el nivel de cAMP parece factible que el 
cAMP sea el mediador de dicho incremento del flujo ionico. Ademas el cAMP 
imita a los agonistas beta-adrenérgicos en este aspecto. Existe en este 
caso, segén el equipo de GREENGARD (638) una correlacion entre el aumen- 
to del flujo cationico a través de la membrana y la fosforilacion de 
una proteina de membrana de unos 240.000 daltons de Pm.

WELLER y WELLER y LAING (787, 788) en sus result ados exiierimentales 
no consiguen las correlaciones a las que alude GREENGARD (308). Utili- 
zando hematics humanos y de paloma describen como, en efecto,el cAMP aumcn- 
ta la permeabilidad al calcio pero sin gufirdar relacién con la fosfori­
lacion de proteinas de membrana ya que, incluso, dicha fosforilacion 
compromete seriamente la mayor permeabilidad al calcio propici ada por 
el cAMP. Consider an, por tan to, fortuit a la correlacién transpor1;e de 
calcio, nivel de cAMP y fosforilacion de proteinas de membrana consig-
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nada por GREENGARD (302) y postula» que el cAMP régula la permeabilidad 
de la membrana para el calcio de un modo bifâsico, por un lado,inter- 
actuando directamente con algûn componente de la membrana eleva la per­
meabilidad al calcio y por otro fosforila a proteinas de membrana a 
través de la cAMP-FK reduciendo la permeabilidad; asi mismo, indican 
que el cAMP aunenta la permeabilidad al sodio en hematies de paloma 
merced a un efecto directo y no a través de la fosforilacion de pro­
teinas (788).

Estos resultados (787, 788) constituyen una séria objecion a la 
hipotesis propuesta por KUO y GREENGARD (440).

La aplicacion de esta hipotesis al cGMP plantea multiples problèmes 
puesto que, a pesar de que la cGMP-PK ha sido hallada en varios tejidos 
(425, 435, 437, 439, 443, 477, 541, 724, 758), tan solo en el imîsculo 
liso se han detectado proteinas de membrana capaces de actuar como sus­
tratos de la cŒP-PK (137)- Estas proteinas han sido denominadas G-I y 
G-II.

Dado que un agente con» la acetilcolina provoca un rapido aumento 
del nivel de cGMP en musculo liso (462, 675) y que çl cCMP a bajas 
concentraciones esi-imula la fosforilacion de las proteinas G-I y G-II 
(137) podria ser que el cGMP y dichas proteinas de membrana modularan 
algunos de los efectos de la acetilcolina en mûsculo liso.

Quizas este mecanismo justifique el incremento de cCMP y el efecto 
contract!1 desarrollado por varios agentes sobre la musculatura lisa, 
fenomenos amiios que han sido ampliamente tratados en anteriores apar- 
tados.
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MATERIAL Y METODOS
Las investigaclones han sido realizadas en el Departamento de Fisio- 

logaa y Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad Auto­
noma de Bilbao.



MATERIAL

I. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
En el presente trabajo se han utllizado un total de 86 cohayas de 

ambos sexos repartIdas del modo siguiente:
- 66 cohayas, de amhos sexos, con pesos comprend!dos entre 350 y 

550 gramos para las pruebas fisio-farmacologicas en bano de organos.
- 8 cohayas, de ambos sexos, con pesos comprendidos entre 350 y 

450 gramos para las determinaciones de histamina.
- 12 cohayas hemhras con pesos comorendidos entre 400 y 500 gramos 

para las determinaciones de nucleotidos ciclicos.
Los animales permanecieron en el estahnlario a una temperatura de 

18-25^0 hasta el comienzo de la experiencia, con acceso libre a comi- 
da y hebida hasta 48 horas antes del experimento, momento en el que 
eran privados de comida.

II. PR0DUCT05 QUIMICOS.
A.- Relacion de productos quimicos utilizados para la prepnraciôn 

de la solucion salina nutricia:

- Cloruro de sodio "Merck".
- Bicarbonate de sodio "Merck".
- Cloruro de potasio "Merck".
- Cloruro de calcio "Merck",
- Sulfato de magnesio con 7H^0 "Merck".
- Fosfato de sodio primario con 2D^D "Merck".
- Glucosa anhidra "Merck".

B.- Productos utilizados en la preparacion del extracto esplénico:

- Hidroxido de sodio "Merck".
- Sulfato de Zinc "Merck".
- Acido sulfurico "Merck".
- Arena de mar purificada "Merck".
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c.- Productos utilizados durante las pruebas fisio-farmacologicas 
con iléon aislado de cobaya:

- Clorliidrato de histamina "Sigma".
- Maleato de d-clorofeniramina, bajo el nombre comercial de Polara- 

mine, inyectable, de laboratories SCHERING, USA., en forma de ampollas 
de 1 cc.,conteniendo 5 mg del producto.

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

- 5-hidroxi-triptamlna (serotonina) formando complejo con sulfato 
de creatinina "Sigma",

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

- Sulfato de atropina, bajo el nontfsre comercial de Atropina "Miro", 
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:

- Hidroxido de sodio "Merck".
- Acido sulfurico "Merck".
- Clorhidrato de histamina "Sigma".
- 0-ftalaldehido "Sigma".
- n-butanol "Merck".
- n-heptano "Merck".
- Metanol para esfK^ctroscopia de fluorescencia, Uvasol "Merck".

E.- Productos utilizados para la determlnacion de nucleotidos ci­
clicos:

- Dioxano para centelleo liquide "Merck".
- Metanol para centelleo liquide "Merck".
- Etilenglicol "Merck".
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- Naftaleno para centelleo If qui do "Merck" y "nDII".
- Dimetil-POPOP, p.bis(2(4 metil-5-feniloxazolil) benceno) para cen­

telleo liquido "Merck".
- PPO (2,5 difeniloxazol) para centelleo liquido "Hopkin & Williams", 

SEARLEjCo.
- Kits de radioinmunoanalisis de nucleotidos ciclicos, procédantes 

de "The Radiochemical Centre", conteniendo:
- Kits de cAMP:

- Buffer Tris/EDTA.
- Antisuero especifico para cAMP.

3- 8-H -Adenosin 3'- 5'monofosfato ciclico.
- Adenosin 3': 5'monofosfato ciclico.
- Adsorbente ("Charcoal").

- Kits de cGMP:
- Buffer Tris/EDTA.
- Antisuero especifico para cCMP.

3- 8-ff-guanosin 3 ’ 5'monofosfato ciclico.
- Guanosin 3 : 5'monofosfato ciclico.
- ReactiVO bianco.
- Sulfato de amonio.

F.- Productos utilizados para la deteiminac.von de proteinas;

- Folin-Cicoalteu, reactivo de fenoles "Merck".
- Carbonate fie sodio anhidro "Merck".
- Tartrabo de sodio y potasio "Merck".
- Hidroxido de sodio "Merck".
- Sulfato de cobre con 5H2^ "Merck".
- Acido sulfurico "Merck".
- Seroalbumina bovina al 20% "Behring".
- Suero control "Ortho".

157



III. INSTRUMENTACION.

A. Relacion de aparatos mis significatives utilizados en la prepara­
cion del extracto esplénico:

- Los macerados de bazo fueron centrifugados mediante una centrffuga 
preparativa modelo J-21 de BECKMAN.

- El ajuste a pH acido de los extractos se realize con auxilio de un 
pH-METER ZEROMATIC de BECKMAN.

B.- Aparatos mas importantes utilizados durante el registre de la 
actividad de la preparacion intestinal:

- Banos termostatados: Se utilize un bano HERMI para organes aisla- 
dos y un bafSo BRAUN con range de temperatura hast a lOO^C para usos di­
verses, especiaImente para atemperar las soluciones a ensayar antes de 
anadirlas a la copa del bafSo de organos.

- Registradores : El registre grafico de las diferentes pruebas reali- 
zadas se llevo a cabo mediante un registrador HEWLETT-PACKARD tipo 7754A 
de cuatro canales. Ademas del registre grifico, se empleo para la visua- 
lizaciôn de los fenomenos obtenidos un osciloscopio PHILIPS PM 32jl de 
0-15 MHz.

- la eliminacion del plexo mesentérico y la limpieza de la pieza se 
efectuo con ayuda de una lupa binocular BAÜSCH & LOMD modelo SVB-73 
(lentes lOX, estereozoom de 0.?X a 3X).

C.- Aparatos de mayor relevancia utilizados para las determinaciones 
de histamina:

- Centrifuga: Se utilize una centrifuga MSE modelo MISTRAL 4L cap:az 
de aceptar los tubos con tapén esmerilado impirescindibles en esta ex­
periencia.

- Agitadores: Se utilizaron dos agi tadores vibradores CENCO y uno 
WILTEN & Co.B.V., asi como, un agitador de bandeja P-SELECTA modelo 
UNITRONIC-320.
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-Espectrofluorimetro; Las mediciones de fluorescencia se reâlizaron 
en un espectrofluorimetro BAIRD-ATOMIC modelo FLUORIPOINT dotado de mo- 
nocromadores de excitacion y end sion. El range de longitud de onda os- 
cila entre 220 y 770 nm en excitacion y entre 250 y 800 nm en émision.

- Para las determinaciones efectuadas en la solucion salina nutricia 
se utilize el utillaje descrito en el apartado A.

D.- Instrumental mas importante utilizado para la determinacion de 
nueleotides cxcli ces:

- Pipetas de precision: Para el manejo de pequenos volumenes, se uti- 
lizaron micropipet as EPPENDORF con puntas de plastico deshechahles y 
con capacidades de: 50, 100, 150 y 200 microlitros. La manipulacion de 
volumenes mayores, aunque menores de 1 mllilitro, se llevô a cabo me- 
diante pipetas automâticas CLAY ADAMS graduadas entre 0 y 1000 micro­
litros con intervalos de 100 microlitros, dotadas de puntas plâsticas 
SELECTAPETTE deshechahles.

- Centrifuga : Las separaciones entre nucleotido ciclico libre y liga- 
do a antisuero se realizaron por centrifugacion en una centrffuga prepa- 
rativa modelo J-2I de BECKMAN.

- Bafio refrigerador: Los tubos procesados en el transcurso de esta 
experiencia permanecieron en todo momento a una temperatura de entre 
2-4-C, para lo cual se utilizo un UI.TRATERMOSTAT NB 35423 y un compre- 
sor-refrigerador para bajas temperaturas de COLORA.

- Las piezas intestinales fueron privadas de la capa mucosa con 
ayuda de una lûpa binocular BAUSCH & LOMB (vease apartado A) y corta- 
das en fragmentes de aproximadamen(>e 0.5 min x 0.5 mm mediante un apa- 
rato disenado y construido en nuestro laboratorio (ver figura: 4.1) 
consistente en una empalizada de finas hojas de acero separadas ëntre 
si por piezas rectangulares de plastico duro de 0.5 nin de espesor.

- Bano termostatado: Los fragmentes de iléon suspendidos en solucion 
de Tyrode se mantuvieron a 37-C mediante un bano BRAON.
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- Homogeneizador: Los fragmentes tisulares fueron homogeneizados con 
un hooiogeneizador de u.1 trasonidos modelo ULTRASONIC de MSB.

- Espectrofotometro de centelleo Ifquido: Una vez procesadas las mues- 
tras, su contenido radiactivo era registrado merced a un espectrofoto­
metro de centelleo liquide modelo ABAC SL-40 de la casa INTFRTECIINIQUE, 
acoplado a un teletipo.

E.- Aparates mas importantes relacionados con la determinacion de 
proteinas :

- Analizador centrifuge GBMSAEC III
- Pipeteador automatico de cuatro bombas GEMSAEC
- Ordenador PDP-11 acoplado al autoanalizador.

P.- Aparatos de calcule:

- Ordenador PDP-11
- Calculadora 98Ô2A de HEWLETT-PACKARD, dotada de grafleader.
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METODOS

I. PREPARACION DEL EXTRACTO ESPLENICO.

Durante el presente trabajo se utilizaron extractos de bazo de vaca 
por réunir las mejores condiciones de obtencion y resultados.

1.- Homogenei zado.
Los bazos de vaca utilizados para este proposito procedian de 

ganado sacrificado entre 1 y 2 boras antes de la preparacion del extrac- 
to habiendose conservado durante este intervalo en camara frigorifica.

El peso de los citados bazos oscilaba entre 400 y 600 graanos, siendo 
troceados antes de cualcpiier intervene ion y cada fragfnento cuidadosamen- 
te pesado. Una vez efectuada la pesada se mezclaban con arena de mar pu­
rl Ficada "Merck" en la proporcion de 1 parte de bazo por 3 de arena en 
peso y de esta forma maceradofe en un mortero. A continuaciôn se afia- 
dian las soluciones desproteinizantes en la siguiente proporcion: por 
cada parte de bazo se afiaden, peso a volumen, 5 de NaCHl 0.3 N y poste-
riormente otras 5 de SO Zn al 5%. Una vez efectuada la desproteiniza- 4
cion, se introducia el macerado en frascos de centrifuga adecuados en 
los que , tras haber efectuado las pesadas correspondientes para el cal­
cule del extracto obtenido de toda la Of>eraci6n, se dejaba decantar du­
rante 5 minutos.

2.- Desproteinizacion.
El método de desproteinizacion utilizado, que se cita en el parra- 

fo anterior, es el recomendado por SOMOCYI y NELSON para la desprotei­
nizacion del plasma en su método de determinacion de la glucosa pias- 
mat ica (5, 9, 19).

Las soluciones necesarias para este procedimiento son:
- SO Zn . 6n 0 al S% en agua bidestilada4 2
- Ba(OH)^ 0.3 N .....  (NaOH 0.3 N).
Las soluciones deben de estar ajustadas de tal forma que 5 ml de 

50 Zn requieren 4,7 a 4,8 ml de liidroxido de bario para producir color
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rosa con la fenolftaleina ( 5 )• Las soluciones deben conservarse en bo- 
tellas protegidas del CO^ de la atmosfera ( 5 ).

En este trabajo se sustituyo el hidroxido de bario por hidroxido de 
sodio a igual concentracion, con objeto de evitar el efecto de los io- 
nes bario sobre la musculatura lisa intestinal. El ion sodio se mostro 
en cambio cocnpletamente inopérante en este sentido y sin embargo esta 
sustituciôn no parece menoscabar la eficacia del método de desproteini­
zacion utilizado (5, 9).

3.- Centrifugado.
Antes de la centrifugacion propiamente dicha se refrigeraba la 

centrifuga hasta una temperatura de 5--8^C, conseguida la cual se in- 
troducian en la centrifuga los frascos debidamente compensados. La cen­
trifugacion 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 centrifugacion era filtrado se- 

guidamente a traves de papel de filtro para analisis gravimétrico la- 
vado a los acidos, obteniendose un liquido transparente e incolore con 
pH aproximadamente neutro.

5.- Fijacion del pH.
El volumen obtenido tras e) filtrado se dividia en varias fraceto­

nes que eran guardadas en camara frigorifica. Irmiediatamente antes de 
la utilizacion de estas fracciones para una experience a, eran llevados 
a pH act do mediante la adicion de pequenas cantida<les de acido sulfi'i- 
rico diluido, utilizando de esLa forma 1 os mismos iones que durant e la 
desproteinizacion. El ajuste a pH  ̂5 se llevo a cabo mediante un pHtne- 
tro Beckman {7, 9, 17).

II. BANO PE ORGANOS AISLAD05.

Las preparaciones de ileon son colocndas para su experimentacion en 
un bano para organos aislados ( 2 ). En sus partes mas esenciales, on
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baîio de organos aislados consta de lo siguiente (ver figura: 4.2):
El bafio propiamente dicho (A) o bano extemo cuya mision es mante- 

ner, a través del agua que contiens, una temperatura constante gracias 
a la intervencion de untermostato (A) incluido en el propio bano.

La copa o baiRo intemo (C) que contiens la solucion nutricia, y 
sumergida en ella la preparacion (P) de tejido aislado. Dicha prepara­
cion se encuentra sujeta por su extremo superior a una varilla fija- 
dora (F) y por su parte inferior cuelga un pequeno contrapeso de 0.5 
gramos unido a una barrita de hierro dulce de 1 centimetro de longi­
tud (B) que actua como nûcleo de desplazamiento a lo largo de las espi- 
ras de un transductor isotonico diferencial (T).

La solucion salina nutricia se encuentra almacenada en un depésito 
(D) y antes de entrar en la copa debe ajustar su temperatura para lo 
cual atraviesa un serpentin (S) sumergido en el propio baflo de orga­
nos.

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

La solucion salina de la copa se cambia con regularidad cada vez
que finaliza una prueba y se desea préparar la siguiente. En el pré­
sente trabajo el lavado de la preparacion se hizo siempre por el sis- 
tema de rebosnmiento, dejando correr una cantidad de solucion salina 
constante en cada caso y vaciando posteriormente la copa hasta un vo­
lumen prefijado (25 ml), tras abrir la pinza de desagiie.

El volumen constante de arrastre se logra mediante la interposiciôn 
entre el deposito (D) y el serpentin (S), de un frasco graduado que se 
llena a partir del deposito hasta un nivel deseado abriendo la pinza 

. Posteriormente, al abrir la pinza P̂ , el volumen contenido en di­
cho frasco de lavado (L) baja arrastrnndo el llqnido del serpentin 
hacia el interior de la copa eliminando por rebosmniento el contenido 
previo de la misma, que cae en el bafSo extemo.
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Los volumenes de arrastre y final de la copa eran de 50 y 25 ml res- 
pectivamente.

2 - Solucion salina:
Las soluciones salinas para organos aislados deben ser prépara—  

das cuidadosamente, con materiales de grade de pureza analitico y agua 
bidestilada.

Es aconsejable la utilizacion de soluciones concentradas de deposito 
de cada uno de los componentes de la solucion evitândose de esta for­
ma la necesidad de tencr que pesar cada producto durante su preparacion. 
Las pesadas para estas soluciones madré deberân hacerse en balanzas con 
errores inferiores al 1% de la masa del producto a pesar, Ademas est&s 
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 solucion de Tyrode, cuya prepara­
cion se hizo con arreglo a las instrucciones que figuran en el cuadro 
4.1.

Se utilizo sulfato de magnesio con en lugar de cloruro de mag­
nésie, que por su carâcter higroscopico résulta de dificil pesada. En 
este sentido no parece presentar problema alguno el cambio de ion cio- 
ruro por sulfato. La reduccion consecuente en la concentracion de los 
dorures es pequefia, ya que la mayoria procédé del cloruro de sodio.
For otra parte la incorporacion de iones sulfato résulta completamente 
inocua ( 10 ).

For motives complebamente superponihles a los anteriores el cloruro 
de calcio se empleé 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 excej)ci6n del cloruro de calcio que se anadia al 
final de cada preparacion, una vez diluidas casi a totalidad con agua, 
a la vez que se agitaba con objeto de evitar la precipitacion de las
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de las sales de calcio.
La solucion asi preparada se conserva aproximadamente 24 horas a la 

temperatura ambiente y algo mas en el frigorifico. En cualquier caso, 
para el présente trabajo se deshecharon las soluciones que no habian 
sido preparadas en el dia.

El gaseado de la solucion se realize mediante una boiriba de aire.
Puesto que el extracto a ensayar es un fluido biologico, se adicio- 

no,a la solucion de Tyrode, sudfato de atropina (5,1 x 10 ^ moles/ml de 
sol. salina), a fin de evitar las posibles interferencias debidas a una 
eventual presencia de acetilcolina en el extracto ( 10 ).

3.- PreparaciOTi de los fârmacos utilizados.
Como norma general las soluciones se ban preparado a partir de 

un stock concentrado del que por diluciones sucesivas se obtenian las 
concentraciones deseadas. Tanto las soluciones madré como las dilucio­
nes consiguientes se ban preparado poco antes del comienzo de cada ex­
periencia. Como medio de dilucion se ha empleado solucion salina fisio- 
logica en lugar de agua destilada ( 10 ). Todos los agentes incluido el 
extracto esplénico ban sido afladidos a la copa del bano de organos debi­
damente atemperados en un bano auxiliar a 37-C, y en una cantidad, en 
volumen, de 1 mililitro.

Las soluciones madré de los distintos agentes asi como sus dilucio­
nes ban sido pr eparadas siguiendo un criterio comûn basado en un sen- 
cillo calcule:

Pm del agente a preparar, en mg/ml sol. 1 M

mg disponibles del agente/ml  sol. X M

Las soluciones X M sirven como soluciones madré a partir de las 
cuales y por sucesivas diluciones l/lO se obtiénen las concentraciones 
a utilizar.

Teniendo en cuenta que la adicion de los distintos reactivos a la 
copa représenta una dilucion adicional (25 ml en la copa + 1 ml de reac-
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tivo anadido = 26 ml, vol. final en copa) se ha real!zado la oportnna 
correccion:

26 m l ---------------------X M
1 m l ---------------------Y M

De forma que la concentracion de las soluciones utilizadas se expre- 
san en moles por mililitro de solucion de Tyrode (volumen final en la 
copa).

De todas las concentraciones examinadas, las mas irtilizadas por sus 
buenos resultados han sido:
- Para la histamina: Sol. 5.2 x 10 M̂, cone. en copa: 2 x 10 ^moles/ml.

- Para el maleato de d-clorofeniramina: Sol. 9.8 x 10 M̂, conc. en co­
pa: 3.8 X t o  ^moles/ml.

- Para el clorhidrato de difenhidramina: Sol. 9.8 x 10 M̂, conc. en
copa: 3.8 x 10 ^moles/ml.

-4 -5- Para la serotonina: Sol. 2.6 x 10 M, conc. en copa: 1 x 10 moles/ml.

- Para la metisergida: Sol.6.5 x 10 M̂, conc, en copa: 2.5 x 10 ^moles/ml.

4.- Preparacion del ileon aislado.
La preparacion 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 union ileocecal se corta a este nivel extrayen- 
do unos 6 centimetres de intestine delgado terminal, adyacente a dicha 
union, que se colocan en una plaça conteniendo solucion de Tyrode tem- 
plada. Se 1impia la pieza de mesenterio y se corta un trozo de unos 3 
centimetros, preferentemente de la porcion terminal. En algunos cases 
es necesario lavar el interior del ileon de restes alimenticios, lo que 
se consigne pasando a su través liquido de Tyrode con ayuda de una je- 
ringuilla, pero cuidando de no ejercer una presion excesiva que pueda 
danar la pieza.
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Posteriormente se ata un hilo a cada extremo del fragmente de intes- 
tlno y se coloca en un bano para organos aislados sujeto por el extre­
mo superior a una varilla fija y por el inferior a un contrapeso del 
que pende una pequena barrita de hierro dulce que actûa como nûcleo de 
un transductor isotonico diferencial ( ver figura; 4.3). La temperatu­
ra del baHo es de 37-C y la pieza es gaseada mediante burbujeo direc­
te de aire en la copa.

Una vez efectuadas estas operaciones, se da a la pieza un periodo 
de estabilizacion de 30 minutos, al cabo de 3os cuales se comprueba de 
nuevo la longitud del trozo de intestine y se ajusta, si fuera necesa—  
rio, a la longitud deseada de unos 3 centimetros.

La eleccion de la preparacion de iJeon de cobaya se basé en que sus 
respuestas a la histamina y serotonina son de sobra conocidas (6, 10 ) 
y en su baja motilidad basai que la hace especialmente indicada para el 
estudio de niveles tisulares de nucleotides ciclicos, ya que, al pare- 
cer dichos niveles fluctuan durante la actividad espontanea ( 12 ).

5.- Método de registre grâfico.
La actividad de la preparacion se registro mediante un transduc­

tor isotonico acoplado a los aparatos consignados en el apartado de 
material.

El transductor isotonico diferencial, cuyo disefio, construccion 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 
ramai posee dos bobinas y el otro dos resistencias conocidas (vease fi­
gura; 4.4). Durante el ensayo el nûcleo de hierro dulce se introduce en 
la zona de las bobinas de modo que al modificarse la longitud de la 
pieza intestinal (bien por contraccion o bien por relajacion) el nûcleo 
se desplaza a lo largo de las mismas lo que origina que una de ellas 
tenga mayor inductancia que la otra con la consiguiente variacion del 
voltaje. Dicha variacion es proporcional al movimiento experimentado 
por el nûcleo de hierro dulce y enviada como senal eléctrica al apara-
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to de registro que la amplifica y la traduce en senal visual graficàn- 
dola sobre papel y/o en la pantalla de un osciloscopio. El recorrido de 
la palanca de inscripcion es proporcional al camino recorrido por el nu- 
cleo de hierro dulce o lo que es lo mismo al grado en que la pieza se 
baya contraido o relajado.

III. DETERMINACION DE HISTAMINA.
Dentro de este epigrafe cabe distinguir dos bloque expérimentales:

1/ Analisis de histamina en el extracto esplénico.
2/ Analisis de histamina en la solucion de Tyrode.

El primer bloque comprende el estudio comparativo de la posible pre­
sencia de histamina en el extracto frente a un placebo obteuido siguien­
do rigurosamente cl procedimiento de extraccion detallado en el apartado I 
salvo que se omite la adicion de los fragmentos de bazo de vaca.

Asi pues, durante la realizacion de este primer bloque se procedio 
al analisis de muestras de extracto esplénico y placebo, para su poste­
rior comparacion.

En el segundo bloque se pretendia estudiar la posibilidad de que el 
extracto esplénico acido, al ser anadido a la copa del bano de organos, 
propiciara la liberacion de cierta cantidad de histamina por parte de 
la pieza intestinal.

La toma de muestras en este segundo bloque se realizé del siguiente 
modo:

Una vez colocada la pieza intestinal en el bano de organos, tal y 
como se ha descrito en el apartado 11.4, y tras el corrcspondiente pe­
riodo de estabilizacion, se procedia a lavar la preparacion. Una vez 
lavada y tras un periodo de rejx̂ so de entre 10 y 15 minutos, se va—  
ciaba el contenido de la copa en un Erlerwneyer de 50 mi 1 ilitros de ca- 
pacidad. Inmediatamente se llenaba de nuevo la copa repitiendo el tiem­
po de reposo (10-15 minutos) transcurrido el cual se anadia un milili­
tro de extracto esplénico acido y rapidamente se colectaba el conteni­
do de la copa en otro Erlenmeyer de la misma capacidad. Ambas muestras
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(antes y despues de la adicion del extracto) eran analizadas y compara- 
das.

El analisis de las muestras procedentes de ambos bloques se realizo 
siguiendo el método fluorimétrico de SHORE y cols. ( l8 ); cuyo funda- 
mento consiste en que la histamina se condensa con el 0-ftalaldehido 
dando un producto que emite fluorescencia en la zona de los 450 nm 
cuando es excitado por una fuentè luminosa cuya longitud de onda se 
halla proxima a los 360 nm.

La histamina se extrae del extracto desprotei ni zado, primero con 
butanol y tras ahadir heptano, al extracto butanôlico, se extrae al 
fih'con acido sulfurico diluido. Este extracto âcido 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 solucion es proporcional a la cantidad de histamina 
présenté en la misma.

2.- Preparacion de reactivos.
- 0-ftalaldehido: Se prépara al 1% en metanol; para ello se

disolvieron 60 tng del producto en 6 ml de metanol. La solucion asi pre­
parada es estable, al menos, durante dos semanas siempre que se conserve 
en camara frigorifica y a oscuras. En nuestro trabajo se prepare poco 
antes de cada ensayo.

- Estandards de histamina: Se preparan a partir de una solucion 
madré al 10%. Para ello se disolvieron l6,6 mg de diclorhidrato de his­
tamina en 100 ml de acido sulfurico 0,05N. Una vez elaborada la solu­
cion madré 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 solucion del modo siguiente;

1/ Se diluia 1 mililitro de solucion madré hasta 100 mililitros con 
agua destilada para obtener una concentracion de 1 microgramo/mJ.

2/ A continuacion 1 mililitro de dicha solucion se sometia a las 
sigùientes diluciones en acido sulfurico 0,1 N:
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1/100-------------0.01 microgramos/ml.
1/50   0.02 " "

1/25 ------------  0.04 " "
1/12,5------------0.08 " "
1/6,25------------ 0.16 " "

Estas diluciones estandard se preparaban poco antes de cada ensayo 
y eran utilizadas ccrnio patrones para la construccion 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:
l/- Se ponen 4 mililitros de las muestras problema a analizar 

en tubos de centrifuga con tapon de vidrio eanerilado conteniendo:

- 0.5 ml de NaOH 5N
- 1.5 gr de ClNa

- Agitar (agitador vibrador)
2/- Anadir 10 mililitros de n-butanol. Agitar 5 minutos (agita­

dor de bandeja).
3/- Centrifugar (3000 r.p.m., entre 5 y 10 minutos), descartar 

la fase inferior (acuosa).
4/- Anadir 3 mililitros de NaOH O.IN saturada con ClNa a la fase 

orgânica. Agitar 1 minuto (agitador de bandeja). Centrifugar (3000 r.p.m. 
entre 5 y 10 minutos).

5/- Pasar 4 mililitros del extracto butanol tco a un tubo de cen­
trifuga con tapon de vidrio.

6/- Anadir 7.5 mililitros de n-beptano. Agitar (agitador vibra­
dor) .

7/- Anadir 2.5 mililitros de acido sulfttrico O.IN. Agitar 5 mi­
nutos (agitador de bandeja).
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8/- Centrifugar (3000 r.p.m. entre 5 y 10 minutos). Eliminar la 
fase orgânica.

9/- Colocar 2 mililitros del extract© acido obtenido tras el pa- 
so 8 en un tubo de ensayo y afladirle 0.4 mililitros de NaOH IN. Agitar 
(agitador vibrador).

10/- Afiadir 0,1 mililitros de 0-ftalaldehido al 1% en metanol. 
Agitar (agitador vibrador).

11/- Exactamente 4 minutos despues afiadir 0.2 mililitros de aci­
do sulfurico 2N. Agitar (agitador vibrador).

Con este liltimo 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 oi'den 
de los pasos 10 y 11.

Las soluciones estandard se preparan sometiendo 2 mililitros de ca­
da dilucion estandard a los pasos 9, 10 y 11 exclusivamente.

Las soluciones estandard-referencia se obtienen tratando 2 mililitros 
de cada dilucion estandard a través de los pasos 9 , 11 y 10 exclusiva­
mente y por ese orden.

La eficacia del método se determine cebando muestras de placebo y 
solucion de Tyrode con concentraciones conocidas de histamina y some- 
tiendolas a todas las manipulaciones del proceso experimental (pasos 
1 a 11).

TV. DETERMINACION DE WUCLEOTIDOS CICLICOS.

En la ex|>erimentacion con nucleotidos ciclicos cabe distinguir dos 
fases:

1/- Deteccién de nucleotidos ciclicos en el extracto.
2/- Deteccion de nucleotidos ciclicos en el tejido intestinal.

En el transcurso de Ja primera fase, se realizo un analisis compa­
rativo del contenido de cAMT y cOIP en extracto esplénico y placebo pre-
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parados segun la normaliva descrlta en el apartado 1; para elTo, so uti­
lizo la técnica del radioinmunoanalisis (RTA).

En la segunda fase se pretendia determinar los niveles de cAMP y cO!P 
en la pieza intestinal, tras la adicion de extracto esplénico acido.
Para ello, se utilizo un método basado en el que describen LEE, KUO, 
GREENGARD ( 14 ) y GARTHWAITE, BALAZS ( 8 ), que detallamos a continua­
cion:

Se sacrifice una cobaya de entre 400 y 500 gr de peso, mantenida 
en ayunas desde 48 horas antes (vease apartado 11,4), se le abre el 
abdomen y a partir de la vâlvula ileocecal se cortan 6 centimetros de 
intestine delgado sumergiendolos en solucion de Tyrode templada. Se 
1impia meticulosamente de mesenterio y en su caso de restes alimenti­
cios (vease apartado II.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 pequena hendidura de bordes suavizados 
a la llama. Un extremo,el mas aiejado de la union ileocecal, se aproxi- 
ma hasta la hendidura y mediante un hilo se ata la pieza a la barrita 
utilizando dicha ranura como punto de sujeccion. Entonces suavemente y 
empujando por el extremo opuesto a la ligadura se evierte el intestino 
de modo que la mucosa quede a la vista. Inmediatamente despues se reali- 
zan dos lavados sucesivos con 100 mililitros de solucion de Tyrode a 
37-C, cada vez, y con ayuda de una espâtula y una lupa binocular se 
élimina la capa mucosa cuidando de no lesionar la capa muscular. A con- 
tinuacion, se corta longitudinalmente el fragmente intestinal de modo 
que obtenemos una lamina rectangilar de células muscul ares. Oirlta la­
mina se coloca en un porta transparente de plastico y se extiende que- 
dando adlierida por capilaridad ya que se halla empapada en solucion 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 IIT.D en la seccién de material) separadas 0,5 miliaietros 
entre si y mediante una espâtula presionamos el porta hasta observar
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que las cuchillas traspasan la. pieza. Esta operacion se realiza dos vo­
ces, una en sentido longitudinal y otra en sentido transversal, consi- 
guiendo fragnentar la preparacion intestinal en numerosos trocitos de 
aproximadamente 0.5 x 0.5 ma, que son suspendidos en 50 mililitros de 
solucion de Tyrode a 372C, Esta suspension se centrifuga a 1000 g du­
rante 30-60 segïjndos eliminando a continuacion el liquido nutricio y 
resuspendiendo los fragmentos en nueva solucion de Tyrode a 37^0. El 
lavado se repite una o dos veces mas y finalmente la suspension se co­
loca en un bano a 37^C. Con ayuda de un agitador magnético se remueve 
la suspension y se divide en partes alicuotas de 2.5 mililitros que con- 
tienen alrededor de 11.1 mg de protexna/ml., traspasandolas a pequenas 
capsulas de porcelana. Las alicuotas asi preparadas se mantienen en in- 
cubacion a 37-C. Una vez efectuado esto, se procédé a afîadir a distin­
tos tiempos de incubacion el extracto esplénico acido.

La cantidad de extracto esplénico acido afSadida a cada alicuota de 
2,5 ml fué de 0,1 ml a fin de ccnservar la proporcion respecto a la 
cantidad utilizada en otros mementos del presente trabajo (lml/25ml).
A los tiempos de incubacion que se especifican en el apartado de re—  
sultados, las reacciones fueron detenidas mediante ebullicion 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 diu'an- 
te dos minutos. Estos homogenados se centrifugaron (6(KX) r.p.m., duran­
te 5 minutos) utilizando los precipitados para la determinacion 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 competicion qtie se establece entre el 

cAMF frio (no-marcado) y una cantidad determinada de cAMP 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 pmbexna-cAMP marcado , formado durante el 
proceso, es inversamente proporcional a la cantidad de cAMP-frio pré­
sente en la muestra analizada.

La medicion de la radiactividad ligada a la proteina nos permite 
calcular la cantidad de cAMP no-marcado en la muestra.

La separacion entre el cAMP unido a la proteina y el cAMP no unido 
se lleva a cabo mediante adsorcion del nucleotido libre en una matriz 
de "charcoal" y posterior centrifugacion.

La radiactividad contenida en partes alicuotas del sobrenadante 
procedehte de la centrifugacion se détermina mediante la técnica del 
centelleo liquido.

I.- Preparacion de reactivos.

Todos los reactivos utilizados en el RIA de cAMP son componen­
tes de un kit (vease apartado II.E de material) y se suministran en 
forma de polvo liofilizado.

Las soluciones de estos reactivos se prepararon siguiendo las 
instrucciones de la firma expendedora "Tlie Radi chemical Centre":

Réactive 1.- Buffer Tris/EDTA: Se disuelve el contenido del fi-asco
en 25 ml de agua destilada para obtener una solucion aproxi mad amer d e
0.05M con un pH de 7.5 y un contenido de 4 mM de EDTA.

Reactivo 2.- Proteina-ligadora: Se prépara disolviendo el contenido 
del frasco en 15 aJ de agua destilada y agitando suavemente a fin de 
evitar la formacion de espuma.

Reactivo 3-~ (8-11 )-Adenosin 3 : 5'monofosfato ciclico (cAMP-marcado): 
Se disuelve el contenido del vial en 10 ml de agia destilada.

Reactivo 4 - Adenosin 3 '- 5'monofosfato ciclico (cAMP-frio): Se ana- 
den 5 ml de agia destilada al frasco y se agita obteniéndose una solu­
cion con 320 pmoles/ml.

Reactivo 5-~ Charcoal: Este material adsorbente se prépara anadiendo 
20 ml de agua destilada helada en el reelp i ente que lo contiene. La 
suspension résultante se mantiene en un bano helado y bajo agitacion
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constante mediante un agitador magnético.

2.- Preparacion de los estandards.

Se preparan a partir de la solucion de cMIP-frio (reactivo 4) del 
sigiiente modo:

Se colocan 0.5 ml de buffer (reactivo l) en cuatro tubos de ensayo 
A, B, C, D. En el tubo A se aRaden 0.5 ml de solucion de cAMP-frio (reac- 
tivo 4). En el tubo B se afiaden 0.5 ml de solucion A, etc De mo­
do que obtenemos las sigiientes concentraciones estandard por 50 micio- 
litros:

Solucion de cAMP-frio (react,4)------ 16 pmol/50 /d
" " A  8 " "
'* Il B  4  "  "

" Il c   2  " "

Il II j)  j II II

3.- Estabilidad de los reactivos.

Los reactivos 1 a 5 una vez disueltos tienen una duracion maxima 
de una semana si se mantienen en camara frigorifica a temperaturas de 
entre 2-4^0 y de dos mesea si se congelan inmediatamente despues de su 
utilizacion. En este caso no se aprecian variaciones significativas In- 
cluso despues de varios ciclos de congelacion-descongelacion.

El kit complete como tal tiene una duracion de 4 meses a partir de la 
fecha de expedicion.

Las soluciones estandard de cAMP se preparan poco antes de comenzar 
la experiencia,

4.- Procedimiento experimental.
El proceso experimental se desarrollo de acuerdo con las instruc­

ciones recomendadas por el proveedor "Tlie Radiochemical Centre", que 
describimos a continuacion:

l/- Se coloca un nijmero suficiente de pequenos tubos de centrifu-
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ga con tapon, en gradillas adecuadas dentro de un bano refrlgerado a
2-4®C. Los 14 primeros tubos se utilizan para determinar: dosis "bian­
co", dosis "cero" y dosis estandards, y los siguientes se utilizan pa­
ra las muestras problema.

2/- Se pipetean I50 microlitros de buffer Tris/EDTA (reactivo l) 
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 l). 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 anaden, por duplicado, 50 microlitros 
de cada dilucion de cAMP-frio (reactivo 4) comenzando por la de menor 
concentracion (tubo O).

5/- En los tubos siguientes al tubo numéro 14 se anaden 50 mi­
crolitros de la muestra problema que se quiere analizar.

6/- Se anaden 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
anaden 100 microlitros de proteina-ligadora (reactivo 2).

8/- 5<î agitan (agitador vibrador) todos los tubos durante unos 
5 segundos.

9/- S«5 colocan de nuevo en el bano refrigerado a una temperatu­
ra de entre 2-4°C y se les deja incubar por un perioflo que puede va- 
Har entre 30 minutos y I8 horas. Aunque en 30 minutos la i-eaccion de 
union del cAMP con la proteina especifica alcanza ya el equilihrio, 
conviene dejar un tiempo de reaccion de unas dos horas con el fin de 
minimizar la variacion dentro del ensayo.

10/- Unos 15 minutos antes de que finalice la incubacion se pré­
para la suspension adsorbente tal y como se ha descrito anteriormente.

18



lî/- Al finalizar la Incubacion se anade a todos y cada uno de 
de los tubos 100 microlitros de la suspension adsorbente (reactivo 5) 
y se agitan brevemente. No debe aRadirse este reactivo mas que a aque- 
llos tubos que puedan ser centrifugados de una sola vez.

12/- Una vez que se ha efectuado la adicion del adsorbente se 
procédé 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 
adicion del adsorbente al ultimo tubo, ni tampoco debe de ser inferior 
a 1 minuto.

13/- Una vez realizada la centrifugacion, con cuidado de no tocair 
el precipitado, se toraan 200 microlitros de cada tubo y se colocan en 
viales de centelleo con el liquido de centelleo apropiado (vease mâs 
adelante). Estos viales asi preparados, estan ya dispuestos para la 
lectura en el espectrofotometro de centelleo liquido.

5.- Especificidad del ensa^-o.

El ensayo résulta altamente especifico para el cAMP. Baste de­
cir que los nucleotidos, potencialmente existentes en extractos como 
el que nos ocupa, capaces de producir interferencias en el ensayo:
ATP y cCMP, deben de exceder en 1 milIon y 200 veces respectivamente 
a la cantidad de cAMP présente en el tubo de ensayo para dar lugar a 
reacciones cruzadas. Ello descarta la posibilidad de taies interferen­
cias por parte del ATP y también del cGMP a la vista de las concentra­
ciones de este nucleotido halladas en diverses 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 ae 
establece entre el cQ4P-frio y una cantidad fija de cGMP-marcado con 
tritio por unirse a un antisuero altamente especifico para el cOtP.
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La cantidad de cGMP marcado que se une al antisuero es inversamente 
proporcional a la cantidad de cCNP présente en la muestra a analizar. 
Midiendo la radiactividad unida al anticuerpo piodemos calculer la can­
tidad de cGMP-frxo de la muestra.

La separacion entre el cGMP unido al anticuerpo y el cGMP libre se 
lleva a cabo por precipitacion con sulfato amônico y posterior centri­
fugacion. El precipitado que contiene el complejo cGMP-anticuerpo se 
redisuelve en agua,despues de haber eliminado el sobrenadante, y se 
anade a frascos de centelleo para su posterior contaje.

1 Preparacion de los reactivos.

Todos los reactivos utilizados en el RIA de cGMP viensn, 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
cif icadas por "The Radiochemical Centre":

Reactivo 1.- Buffer Tris/EDTA: Disolver el contenido del vial en 25 
mililitros de agua destilada. Se obtiene asi una solucion O.O5M, a 
pfl = 7.5, que contiene 4mM de EDTA.

Reactivo 2.- Antisuero: Anadir 7*5 mililitros de agua destilada al 
frasco y agitarlo suavemente para evitar la formacion de espuma.

3Reactivo 3.- (8-H )-Guanosxn 3 : 5 monofosfato ciclico, (cGMP-marca- 
do): Anadir 10 mililitros de agua destilada y agitar.

Reactivo 4.- Guanosin 3': 5'monofosfato ciclico, (cCMP-frio): Des- 
tapar con cuidado el vial para evitar perdidas de material y afiadir 
5 mililitros de agua destilada. Agitar.

Reactivo 5-- Reactivo "blanco": Anadir 2 mililitros de agua destila­
da y agitar.

Reactivo 6.- Sulfato amonico: Pcner el contenido del frasco en un 
Erlenmeyer de 200 mililitros de capacidad y anadir I5C mililitros de 
agua destilada frxa (Esta solucion no debe hacerse en matraz aforado
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enrasaiKlo a I5O mililitros puesto que de este modo se obtiéne una solu- 
cion incorrecta). Agitar hasta la compléta disolucion del reactivo y man- 
tenerlo en câmara frigorlfica a temp>eraturas entre 2-4®C hasta el memen­
to de su utilizaclon.

La cantidad de sulfato amonico es de $8.8 gramos y al di solver les en 
150 mililitros de agua destilada da como resultado una solucion satura- 
da al 60 .̂

2.- Preparacion de los estandards.

Despues de reconstituir el reactivo 4 se obtiéne una solucion 
con 8 pmoles de cGMP/lOO mlcrolitros. Los demâs estandards de 4, 2,
1 y 0,5 pmoles/lOO raicrolitros, se préparas del modo siguiente; En 4 
tubos A, B, C, D, se afiaden 0.5 ml de buffer Tris/EDTA (reactivo l).
Al tubo A se le afladeti 0.5 ml de reactivo 4 obteniéndo una dilucion 
1/2 (4pmol). Al tubo B se le ahaden 0.5 ml del tubo A para conseguir 
una dilucion I/4 (2 pmol) y asi sucesivamente. Al final obtendremos 
5 concentraciones estandard:

Solucion de cGMP original (react. 4 ) ------- 8 pmol/lOO 1
" A --------------------4 " "
" B --------------------2 " "
H c --------------------1 " "
Il D -------------------------  .5 " "

En varias ocasiones se utilizo un sexto estandard con 0.25 pmol/100 
microlitros.

3.- Estabilidad de los reactivos.

En estado de polvo seco pnede permanecer almacenado durante 3 
meses a 2-4®C sin cambios apreciables.

En solucion son astables durante dos sémanas a 2-4-C 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 congelacio-descongelacion sin variaclones apreciables de calidad.

Las diluciones estandard se prepararon poco antes del comienzo de 
cada experiencia.

4.- Procedimiento experimental.

Se siguio el recomendado por "TTie Radiochemical Centre", que des- 
cribimcs a continuacion:

l/- Se coloca un numéro de tubos con tapon, suficientes para el 
analisis de estandards, dosis "cero", dosis "bianco" y problemas a de- 
terminar, en un bario refrigerado entre 2-49C.

2/- Se pipetean 50 microlitros de cCMP-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 union de cGMP-marcado al antisuero en ausencia de cGMP-frio.

4/- En los tubos 3-12 se anaden 100 microlitros de cada dilucion 
estandard comenzando por la mas diluxda. Cada dilucion se analiza por 
duplicado.

5/- En los tubos dispuestos para los problemas se afiaden 100 
microlitros del problema a analizar.

6/- En los tulKJS 13 y 14 se anaden 100 microlitros de reactivo 
bianco (reactivo 5)• Este reactivo desplaza completamente al cCMP-mar- 
cado de los lugares de union al antisuero y por ello estos tubos se 
utilizan para determinar el numéro de cuentas acharables a los reac- 
tivos del ensayo.

7/- Una vez que se ha procedido del modo expuesto, se anadeh 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 agitacfon los tubos se dejan reposar a 2-4^C por 
espacio de una hora y media; tiempo suficiente para que se alcance el
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equlllbrio de la reaccion de union : cCMP-antisnero.
La incubaciôn puede prolongarse hasta l8 horas sin problemas, siOmpre 

y cuando todos los tubos esten sujetos a la misma condicion.
9/- Acabada la incubacion se déstapan los tubos y se anade 1 ml 

de sulfato amonico helado a tantos tubos como puedan ser centrifugados 
de una sola vez. Se agitan (agitador vibrador) unos segundos y se co- 
locan de nuevo en el baflo frio durante 5 minutes contados désde la a- 
dicion de sulfato amonico al ultimo tubo.

10/- Transcurridos los cinco minutos se procédé a centrifugarlos 
(8000 r.p.m. durante 10 minutos).

Il/- Efectuado lo cual se decanta el sobrenadante y se deshecha, 
limpiando la embocadura de los tubos con un trocito de tejido para eli- 
minar pequefias gotas de sobrenadante que bayan podido quedar adlieridas. 
Este sistema se sustituyo, tras el correspondiente estudio comparative, 
por un sistema menos engorroso consistente en aspirar el sobrenadante 
mediante el vacio 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 agiban hasta la com­
pléta redisolucion de todo el precipitado. Una vez concluida esta ope- 
racion se toma 1 ml de cada muestra y se coloca en su correspondiente 
vial de centelleo a fin de procéder a su posterior lectura.

5.- Especificidad del ensayo.

Résulta altamente especifico para el cfl'lP puesto que para la 
aparici6n de interferencias es necesaria la presencia en la muestra a 
analizar de aproximadamente 100.000 voces mas cAMP que cOCP, lo que 
es muy poco probable dadas las cifras normales de cAMP en este tipo 
de fluidos biolôgicos ( 20 ).

Otros nucleôtidos como el ATP, ADP, AMP y (TTP, GDP, OIP, deben de 
exceder en 500.000 y 50.000 veces, respectivamente a la cantidad de 
cGMP para producir interferencias.
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La presencia de EDTA en cada uno de los reactivos asegura la maxima 
provision de cQMP puesto que évita su metabolizacion a cargo de la —  
fosfodiesterasa ( 4 )•

C.- TECNICA DE CENTELLEO LIQUIDO.

Es una técnica ampliamente utilizada para medir isotopos 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 liberada 
durante la émision de una partfcula 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 produccion 
de luz en presencia de energia radiante; mientras que las secundarias 
se utilizan en funcion 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 maxima sensibilidad del 
espectrofotometro de centelleo.

Ademâs de las sustancias "centelleantes", la preparacion de la so­
lucion de centelleo requiere de solventes apropiados. ta eleccion de 
los mismos se efectûa en funcion de su solubilidad para la muestra a 
analizar y de su transparencia a la energia radiante. Si 1 a muestra 
es soluble en disolventes organicos siiele utilizarse el tolneno y si, 
por el contrario, es acuosa se utiliza el 1,4 dioxano dada su miscibi- 
lidad con el agua.

1.- Solucion de centelleo.
En el caso que nos ocupa las muestras a analizar eran acuosas 

por lo que la solucion de centelleo debia ser miscible con el agla.
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Existen varias formulas para preparar esta solucion y de todas ellas 
elegimos la formula de BRAY ( 3 ), por très razones fondamentales : 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 solucion de BRAY es como sigue:

- Dioxano --------------- e s.p. 1 litro
- Metanol --------------- 100 ml.
- Etilenglicol ---------  20 ml.
- Naftaleno ---------  60 gr.
- pro   4 gr.
- Dljnetil-POPOF---------  200 mgr.

El dioxano durante su almacenamiento suele formar peroxidos que 
propician la aparicion de "quenching", para evitarlo le adicionabamos 
1 mgr de dietil-ditiocarbamato sodico/lOO ml ( 13 ).

Esta solucion asi preparada acepta por encima del 20% de agua.

2.- Preparacion de los viales para la lectura.

Una vez preparada la solucion de centelleo se reparte en viales 
de vidrio con tapon roscado a razon de 10ml en cada vial. Fosteriormen- 
te,se agrega a cada uno el correspondiente volumen de las muestras pro- 
cedentes del RIA y tras suave agitaciôn se les permite reposar en la 
bandeja del contador por un periodo de entre 2 y 3 horas, transcurridas 
las cuales se procédé a su lectura.

3 -  Lectura.

El espectroFot6metro de centelleo ( contador ) es un aparato que, 
simplificando al maximo, funciona del modo siguiente (vease figtra = 4.5):

Los frascos colocados en la bandeja son transportados mediante un 
cinturon de arrastre hasta el nicho de lectura. Una vez alli, median­
te una pequena plataforma dotada de mcvimiento ascendente y descendente
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el frasco accede al interior del nicho ubicnndose a la altnra del tubo 
fotomultiplicador.

La energia radiante liberada durante la emisioni de particulas beta 
por el isotopo radiactivo atraviesa los solventes de un modo proporcio- 
nal a su transparencia a la radiacion y alcanza a las sustancias "cen­
telleantes" que absorben dicha energia y la reemiten en forma de luz 
(fotones) cuya intensidad sera proporcional a la energia recibida.
Esta luz (fotones) llega a un fotocatodo en el tul>o fotonniltlplicador 
y convierte dichos fotones en fotoeléctrones primarios.

Los fotoeléctrones primaries son multipiicados en el tubo fotomul­
tiplicador produciéndose pulsos eléctricos mensurables (cada particu- 
la beta emitida daria lugar a un pulso eléctrico) que son amplificados, 
a continuacion, por una unidad amplificadora. Los pulsos amplificados 
atraviesan un analizador que actua a modo de filtre 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.), 
mediante un teletipo.

En nuestro caso, las condiciones de lectura fueron las siguientes:

- Isotopo : tritio
- Tiempo de lectura: 4 minutos (tal y como recomienda "Ihe

Radiochemical Centre").
- Numéro de lecturas de cada vial: 2
- Cada lectura fué automa ticamente contrastada por el pro- 
pio aparato, merced a una fuenl e de ('csio que actuaba como 
estandard extemo.

La eficacia del RIA para ambos nucleotidos se determine en la prime­
ra fase (extracto-placebo) cebando alicuotas de placebo con una canti­
dad conocida de cAMP y cGMP respect ivamente. Y en la segmda fase 
(extracto de tejido intestinal) se déterminé anadiendo a alicuotas de
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de solucion de Tyrode, cantidades conocidas de ambos nucleotidos y so- 
metiendolas a todas las o%)eraciones de extraccion especificadas al co­
mienzo del présente apartado.

V. DETERMINACION DE PROTEINAS.

Los precipitados protéicos procedentes de los homogenados destina­
dos a la medicion de nucleotidos ciclicos eran recogddos > tras diliiir- 
los con 3 ml de agua destilada eran congelados y conservados a -20?C 
hasta el momento de su determinacion. El método utilizado, para ello, 
fué una variante automatizada del clâsico método de LOWRY { 11, 15 ).

Este método se basa en que al anadlr sucesivamente una sal de cobre 
en medio alcaline y el reactivo de fenoles de Folin-Cicoalteu a una 
solucion protéica diluida, ésta desarrolla una coloracion azul que 
guarda proporcion con la cantidad de proteinas. Dicha coloracion es 
el resultado de la reaccion del cobre sobre los enlaces p>eptidicos 
(biuret) y de la reduccion del âcido fosfo-tiîngstico-molxbdico por la 
tirosina, el triptofano y la cisteina.

La nueva version automatizada de éste método, puesta a punto en 
nuestro laboratorio, aparece esquematicairente descrita en el protocole 
adjunto.

VI. CALCUL05.

A.- En la determinacion de histamina.
El contenido de histmnina en las muestras problema se obtiene 

ext rapolando sus correspondientes val ores de fluorescencia, sobre una 
recta estandard construida a partir de las lecturas de fluorescencia 
de cinco soluciones de histamina de concentraciôn conocida.

Cada una de las soluciones estandard de histamina se analiza por 
triplicado. Por tanto, el valor de fluorescencia utilizado es la media 
de très valores;

Fstd'+ Fstd"+ Fstd"'Fstd. = -----------------------
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C

Procedure sheet for 

Reaction

PROTEINAS TOTALES (LOWRY)

Rotoloader Instructions

R eagenI I volume apo |il, ( 40% )’ Into W ell
Reagent I I  volume 4O jil, ( 80”/“)’ Into Well 
1) lor pumi>< ot 20, 200, 1000, 50

Sample switch position C 
Blanit switch position Reagent 
Standard Into position g

Sample
Solucion proteica (ileon de cobaya) 
diluida 1/30

Reagent preparation
A-Soluci6n alcalina:
-Carbonato de sodio anhidro: 20grs.
-Tartrato de sodio y potasio: 0.2grs 
-Hidroxido de sodio O.IN : 1 litro

B-Solucion cuprica:
-Sulfato de cobre.JH^O ; 0.5grs.
-Acido sulfilrico ( cone. ) : 1 got a 
-Agua destilada : lOOnl.

C-Folin-Cicoalteu (Merck)
REACTIVO I : 50 ml de A h- 1 ml de B 
(estabilidad 24 horas).
REACTIVO II: 1 ml de C en 2 ml de agua 
destilada (estabilidad 24 horas a 4-C).

References

19

Gemsaec instructions
79cReaction temp. 

Wavelength 
Filler position 
Reaction mode 
Running mode

In itial Reading

560-785
end-point
auto

Reading Interval Number el Readings

180 _J0_ 1
»ec.

Computer instruction
180 TC = 1 HI =
.30 A0= 4 LO =
1 CD s 2 RM =

1 .00 SA « 2 XX =
0,58
1.00

IR
Ri
NR
TF
SC
KT

Specific procedure notes
Patron Ortho, ^,8 grs/lOO ml, diluido 
1/100. Debidamente contrastado con 
un patron de seroalbiatiina boviua 
aplicando el método manual.
Una vez preparado el disco, incubarlo 
5 minutos a 37®C



Lo mismo ocurre con las soluciones "estandard—r eferencia" y en con- 
secuencia;

Fstd-refT + Fstd-refT' + Fstd-refT"Fstd-ref.  -----------------------------------
3

La fluorescencia final de cada concentracion estandard viene dada 
por:

Fstd - Fstd-ref. = Fs
Asi pues, si en un sistema de coordenadas cartesianas représentâmes 

los valores de Fs en ordenadas frente a las respectivas concentraciones 
en abscisas définiremos cinco puntos con los que constniir la corres­
pondiente recta estandard.

La fluorescencia Fg final de las muestras problema se calcula de un 
modo idéntico, pero teniendo en cuenta, que en este caso el analisis 
se verifies por duplicado.

Los valores de Fg vienen, ademas, corregidos en virtud del porcen- 
taje de recuperacion del método, estimado en un 60% ( iS ), que en nues­
tro caso fué del 50,1^ durante el primer bloque experimental y del 45,75% 
en el segundo bloque.

La correccion se lleva a cabo multiplicando la Fg por 100 y dividien- 
por el porcentaje de recuperacion, es decir;

Fp X 100 

50,1

y
Fp X 100 

45,75
0, lo que es lo mismo: Fp x 2 y Fp x 2,2 respect!vamente.
Al extrapolar los valores de ̂  sobre la recta estandard obtencmos 

las concentraciones correspondientes expresadas en mierogramos/ml.
La construccion de la recta de regresion asi como la extrajxjlacion 

de las fluorescencias problema se efectuaron con el auxi-lio de un
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ordenador acoplado a un graflcador, debidamente programados.

B.- En la detemdnacién de nucleotidos clclicoa.
Las lecturas realizadas por el espectrofotémetro de centelleo 

vienen expresadas en cuentas ptor minuto (c.p.m.). Normalmente, las va- 
riaciones del numéro 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 concentracion) en cada una de las 
cuales se insertaban pares de tubos destinados a medir la dosis "cero"
(radiactividad unida a la proteina especifica eh ausencia de nucleoti­
de ciclico no-marcado) y la dosis "bianco" (radiactividad de "fonde" 
debida a los reactivos y al propio contador). Asi pues, los valores 
finales constituian la media de dos valores para las muestras proble­
ma y de cuatro valores para las demâs muestras.

Una vez obtenidos estos promedios en c.p.m., se les restaba el va­
lor medio de la dosis "bianco" a fin de eliminar las cuentas de "fondo" 
y posteriormente se construia una curva estandard mediante los patrones 
de concentracion conocida. Para ello, entre varios metodos de repre- 
sentacion grafica, se eligio el método Logit/log, ya que posee una 
gran linearidad que mejora sensiblemente la exactitud y reproductibi- 
lidad de los resultados ( l6 ).

Este método consiste en representar en un sistema de coordenadas 
métricas, Logit Y en funcion del logaritmo de la concentracion (Log C). 
La ecuacién de la recta subsiguiente viene dada por:

Logit Y = 2 P log C Q
En donde,

Y =  - ? - X  100
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Es decir, porcentaje de nucleétido ciclico marcado combinado con la 
proteina, siendo D = numéro de c.p.m., obtenidas con cada concentracion 
estandard y T = numéro de c.p.m. totales correspondientes a la dosis "ce-

Logit Y = In f— 1L lOO-Y J
Una vez definida la pendiente P y el termine independiente Q de la 

ecuacion de la recta, mediante las cinco concentraciones estandard, po- 
dcmos calcular la concentracion de los problemas con solo despejar log 
de C en dicha ecuacion.

En nuestro caso, una vez conocidas las distintas funciones matemâti- 
cas necesarias, se realize un programa que grabado en tarjeta magnética 
permitia procesar todos les datos en una calculadora dotada de graflea­
der, de modo que,introduciendo los valores en c.p.m. y las concentra­
ciones estandard, se obtenian directamente la curva patron y las con­
centraciones de las muestras problema en pmoles/tubo.

En éste caso no fué necesario efectuar ninguna correccion 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 experimentacion en ilecwi aislado; es decir:

1.- Pruebas con extracto esplenico acido.
2.- Pruebas con histamina.
3.- Pruebas de antagonisme con antihistaminicos.
4.- Pruebas con serotonina.
5.- Pruebas de antagonisme con antiserotonini.cos.

B/.- DETERMINACIONES BI0QU1MICA5.

1.- Determinacion de histamina;
a/.- En exti'acto esplénico y placebo.
b/.- En la solucion nutricia que bafia a la pieza intestinal.

2.- Determinacion de nucleotidos ciclicos; 
a/.- En extracto esplénico y placebo, 
b/.- En la pieza intestinal.
c/.- Apéndice: Determinacion de proteinas.

€/.- RESUMEN.
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II. RESULTADOS OBTENIDOS.

A.- Pruebas flsio-farmacologicas.

Estas pruebas se efectuaron bajo condiciones expérimentales comunes 
que se detallan a continuacion:

-Bano de organos:

-Temperatura 37  ̂C
» . —6 -Solucion nutricia de Tyrode conteniendo 5,1 x 10

m o le s  d e  siJÜLfato d e  a t r o p i n a  p o r  m i l i m e t r o .

-Gaseado con aire (directe).
-Lavado por rebosamiento 50 ml. Volumen final 25 ml.

-Transductor: El transductor utilizado fué del tipo isotonico 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.
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A,l- Pruebas con extracto esplénico âcido (E.E.A.).

Al anadir E.E.A., en dosis de 1 ml. équivalente a 100 mgrs. de te­
jido fresco, se observé un râpido y considerable aumento de la linea 
basai de tono, tal y como puede apreciarse en las figuras 5.1 a 5.4.

Tras el lavado las preparaciones recuperaron su ritmo inicial.

Paraielamente, se presentan registres de motilidad en pruebas 
testigo, figuras 5 5 y 5.6, a las que se afSadio placebo con idéntico 
pli al del extracto esplénico, a fin de contrastar sus efectos. Dichas 
adiciones no modificaron los niveles medios establecidos en repose.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO.

figura 5-1

ileon de cobaya hembra, peso 390 gr.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO.

figura 5.2

Ileon de cobaya hembra, peso: 327 gr.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO.

figura 5.3

Ileon de cobaya hembra, peso: 366 gr

205



EXTRACTO ESPLENICO ACIDO.

Figiira 5-4

Ileon de cobaya macho, peso: 312 gr.

20fi



PLACEBO ACIDO.

figura 5.6

Ileon de cobaya hembra, peso: 306,5 gr.
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PLACEBO ACIDO

figura 5.5

ileon de cobaya hembra, peso: 319 gr.

20s



A.2- Pruebas con histamina:

En las figuras 5-7 y 5-8 se advierten los registres de la motili- 
dad intestinal obtenidos tras la adicion de 1 ml de clorhidrato de his­
tamina. La concentracion final en la copa del bafio de 6rganos era de 
2 xlO  ̂moles/ml de solucion nutricia. Como puede apreciarse, las res- 
puestas propiciadas por la histamina son similares a aquellas registra- 
das al ensayar el extracto esplénico acido.
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CLORHIWIATO DE HISTAMINA.

figura 5.7

iléon de cobaya hembra, peso: 350 gr.
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CLORHIDRATO DE HISTAMINA.

m m m

figura 5-8

iléon de cobaya macho, peso: 452 gr.
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A.3- Pruebas de antagonisme» con antihistamlnlcos.

En la seccion que sigue a continuacion se investigô el efecto que 
antagonistas sélectives de receptores de histamina despliegan sobre 
la accion del extracto esplénico âcido. Para ello se utilizaron dos an- 
tihistaminicos, el maleato de d-clorofenlramina (Polaramine) y el clorhi­
drato de difenhidraraina (Benadryl).

La capacidad antagonista de ambos antihistaminicos queda patente en 
las figuras $. 10, 5-H, 5.12 y 5-13 en las que se anota la supresion de 
la respuesta a la histamina (2 x 10  ̂moles/ml de Tyrode) cuando se ha 
procedido a la adicion previa de 1 ml (5 minutes antes) de Polaramine 
y Benadryl en concentraciones (finales en copa) de 3.8 x 10  ̂y 3.8 x 10 
moles/ml de solucion de Tyrode, respectivamente.

En las figuras 5*14> 5.15, 5*l6, y 5-17 se presentan registres en 
los que ambos antihistaminicos, en idénticas condiciones a las que aca- 
bamos de exponer, anulan prâcticamente la accion del extracto esplénico 
âcido.
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mSTAMENA + MALEATO DE D-CLOROFENIRAMINA (P),

figura 5.10

ileon de cobaya hembra, peso: 349 grs.
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HISTAMINA + MALEATO DE D-CL(M10FENIRAMINA(P)
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Figura 5.11

lleon de cobaya macho, peso; 350 grs.
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HISTAMINA + CLORHIDRATO DE DIFENHIDRAKINA(B)

#1

figura 5.12

ileon de cobaya hembra, peso: 483 grs.
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HISTAMINA f CLOAHIDRATO DE DIFENHIDRAMINA(B)

îtat'i

i m
figura 5.13

ileon de cobaya hembra, peso:3^5 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO + MALEATO DE D-CLOROFENIRAMINA(P)

figura 5.14

ileon de cobaya hembra, peso: 349 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO + MALEATO DE D-CLOROFENIRAMINA(P)

timj

figura 5.15

ileon de cobaya hembra, peso: 390 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO + CLORHIDRATO DE DIFENHIDRAMINA (B)

B E E A
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figura 5.16

ileon de cobaya hembra, peso: 483 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO + CLORHIDRATO DE DIFENHIDRAMINA (B).

I

USA
iUl

figura 5.17
ileon de cobaya hembra, peso:385 grs.
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A.4- Pruebas con serobonina (5-hidroxi-triptanuna, 5~HT).

En las figuras 5-l8 y 5-19 se advierten los registres de la motili- 
dad Intestinal obtenidos tras la adicion de 1 ml de 5-hidroxi-triptami- 
na. La concentracion final en la copa del bano de organos era de 1 x 10  ̂
moles/ml de solucion nutricia. En todos los casos obtuvimos respuestas 
mucho menores a aquellas registradas al ensayar la histamina y el ex- 
tracto esplénico acido.
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5-HIDROXI-TRIPTAMINA (5-HT).

figura 5.18

ileon de cobaya lienibra, peso: 522 grs.
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S-HIDROXI-TRIPTAMINA (5~HT)

figiira 5-19

ileon de cobaya hembra, peso: 502 gi's.
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A.5- Pruebas de antagonismo con antiserotoninicos.

En la seccion que sigue a continuacion se investigo el efecto que an­
tagonist as selectiVOS de receptores "D" de serotonina despliegan sobre 
la accion del extracto esplénico acido. Para ello se utilizo 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 supresion de la res­
puesta a la serotonina (concentracion final: 1 x 10  ̂moles/ml de Tyrode) 
cuando se ha procedido a la adicion previa (5 minutes antes) de 1 milili- 
tro de dimaleato de metisergida en una concentracion final en copa de 
2.5 X 10 ^ moles/ml de solucion de Tyrode.

Con el fin de descartar la eventual actividad antihistaminica del dima­
leato de metisergida se llevaron a cabo una serie de ensayos en los que 
se enfrento dimaleato de metisergida en las condiciones que acabamos de 
detallar e histamina a la concentracion usual ya descrita (2 x 10  ̂mo­
les/ml de Tyrode). Los resultados obtenidos quetlan plasmados en las figu­
ras 5.22 y 5.23" En ellas puede apreciarse que la metisergida no inhibe 
la accion de la histamina.

En las figuras 5-24 y 5.25 se presentan registres en los que se déno­
ta que el dimaleato de metisergida no antagoniza la accion del extracto 
esplénico acido.
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5-HIDROXI-TRIPTAMINA (5-HT) + DIMALEATO PE METISERGIDA (MSP).
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figura 5 20

Ileon de cobaya hembra. peso:580 grs.
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5-HIDROXI-TRIPTAMINA. (5-Ht) + DIMALEATO DE METISERGIDA (MSP).

i t - i

I B j

5 HT

figura 5-21

ileon de cobaya hembra, peso: 502 grs.
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CLCMaPRATO DE HISTAMINA (H) + DIMALEATO DE METISERGIDA (MSP)

figura 5,22

lleon de cobaya hembra, peso: 487 grs.
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CLORHIDRATO DE HISTAMINA (H) + DIMALEATO lÆ METISERGIDA (MSP)

figura 5.23

Ileon de c(*aya hembra, peso: 4^7 grs.
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EXTRACTO ESPLENICO ACIDO (EEA) + DIMALEATO PE METISERGIDA (MSP)

'■

1 :

1 lP

figura 5-24

ileon de cobaya hembra, peso: 510 grs.
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nrrRArro F-SPT.F.W1C0 ACIDO (EEA) + DIMALEATO PE METISERGIDA (^gDI

MSD

figura 5.25

lleon de cobaya hembra, peso: 419 grs.
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B.- Determinaciones bioquimicas.

Antes de procéder a la exposicion 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 olitenidos para las distintas series expérimentales junto con un 
diagrama que represents la distribucion con respecte a la media.

Por otro lado, los coeficlentes de variacion interensayo se obtienen 
mediante la oportuna comparéeion de las pendienbes de las rectns estan- 
dard cuyas grâCicas se ofrecen al comienzo de cada serie experimental 
en las que se especifica, ademas del valor de la pendiente (a), el 
coeficiente de correlacion (r) entre los puntos que definen cada una 
de las rectas estandard.

Al final de cada serie experimental se realiza el correspondiente 
estudio estadistico comparative a fin de establecer el nivel de signifi- 
cacion de los resultados obtenidos, que se expresan en todos los casos 
como la media (X) Hh el error estandard (E.S.). Para ello, se utiliza el 
paramétré t de Student:

' j.
Esd

Donde y X^, son las respectives roedidas de los colectivos compara- 
dos.

Y Esd, es el error estandard de la diferencia de las médias, y se 
expresa:

i= \ J ~ ^Esd= \/ Es, + Es^

Los limites del paramétré t para los coeficlentes de seguridad 95% 
(p-0.05), 99% (p=O.Ol) y 99,9% (p=0.00l), dependen del nijmero de grades 
de libertad (v) = ^  y vienen tahulados (véase tabla: 5-1).

Cuando el valor exj>eriinental de fc supera el limite establecido para

23



un determinado nûmei'o de grades de libertad se dice que la diferencia 
entre las médias es estadisticamente significativa, es decir, existe una 
probabilidad extremadanente débil para que la diferencia comprobada sea 
imputable ûnicanente a fluctuaclones fortuitas y viceversa.

'i ?:i

Tabla 5.1 :: Limites del parâmetro t correspondientes a los coeficlentes
1 seguridad 95%, 99%, y 99,9% para diferentes valorem de (v).

hz !.. -ÎK 1 . 05 V T(.Ol) T ( .001 )
12.71 63 » 66 636.62

2 4.30 9.92 31,60
3 3.18 5.84 12.94
4 2,76. 4.60 8.61
l.' 2.57 4.03 6,96
6 2.45 3.70 5,96
7 2.36 3.50 5,40
S 2.31 3.35 5.04
9 2.26 3.25 4,78

10 2,23 3.17 4,59
:i, 2 2. 19 3.05 4,32
14 2.14 2.99 4,14
16 2.12 2.92 4,01
.1. P 2.10 2.88 3.92
20 2 , 09 2.84 3,85
22 2.06 2. 79 3,72

2 .75 3,64

1 . 96 2 . 58 3.29

23?



B.l- Determinacion de histamina.

a/- En extracto esplénico y placebo.

- Coeficiente de variacion 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%

23?



'g

M •9



«

g;

i

I

«M

«9 Oo «0

i
g
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Eflcacia del K^todo:
Valor te6rico: 0.32 mlcrogramos/ml.
Valores practices obtenidos:

1.- 0.1568 yugrs/ml
2.- 0.1595
3.- 0.1650
4.- 0.1540

5.- 0.1677
6.- 0.1650
7.- 0.1568
8.- 0.1568 
9 - 0.1595 

10.- 0.1650

X = 0.1606

E.S.= 0.0016 
recuperacion = 50,1%
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-Concentraciones en /igrs/ml de histamine en el placebo; 
X = 0.01461 , E.S = 0.001376

Tabla 5-2

Bf:,u BATA < 2 ...........1 ........... M,
0 ,0260

:■ C .0260
3 0,0203
4 0, 0 2 3 0
5 0 , '.) 1 4 6 *
6 0 , 01 A  6 *

C ,0146 *
3 0,0146 *

, (> 1 4 6 *
.i. ■ > 0 ,0146 *
1 :l. 0.0187
! 2 0 , 0:1 87
, 2 0,0145 *
;! 4 0.0082
15 0  « (j 0  c) 2 *
:■ 6 0,0082 *
17 0,0082 $
1.9 0,0082 *
I 9 0,00 92
20 0,0082
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-Concentraciones en ^grs/ml de hi stamina en el extracto esplénico: 
X = 0.01175 , E.S. = 0.000761

Tabla, 5-3

hJcQ DATA :;2, ....... ,1. ... .
:l 0*0077 *

0.0077 *
3 0.0077 *
4 0.0077 *5 0.0077 *6 0.0077 *7 0.0i 36
8 0.0187
? 0.0187

iO 0.0187
1 :i. 0,018?
12 0,0159
13 ('.0159
.1.4 0.0159
15 0,015?
16 0.0084 *1 7 0.0084 *
18 0 . (108 4 ♦
À. y 0.0084 *
20 0 - 0084 *
21 0.0084 *
22 0,0107
23 0 . (' t 07
24 0.0182
25 0 . 018.2
.26 0 .(>1 il,i
27 0.0182
28 0 . 0 1.9 7
29 0.019 7
30 0.0088 *3.1 0.0068 *
32 0.0034 t
33 0. .:,o34 *
34 0 ,00 94 t
35 0.0094 t36 0.009 4 *
37 0.009 4 *

0,00 94 *0.0094 *4 0 0.00 94 *
41 0,0094 *
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Estudio estadxstico;

Valor medio de histamina en el placebo (X 4- E.S. ) :

0.01461 + 0.001376

Valor medio de histamina en el extracto esplénico (X ̂  E.S.):

0.01175 + 0.000761

Numéro de grados de libertad (v) =59 

t de Student experimental = 1.9713

Limite del paramètre t para un coeficiente de seguridad del 95%
(p = 0.05) = 2.

For 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 solucion nutricia que bafla a la pieza intestinal.

- Coeficiente de variacion interensayo:

Al comparar las pendientes de las rectas estandard que aparecen en 
las figuras 5*30 <* 5»33» se obtienen los siguientes resultados:

Valor de las pendientes (a)

1. -  0.9068

2.- 0.7760
3 . -  0 .6 89 3

4 . -  1 .0403

X = 0 .8531  

E.S. = 0 .0 8 8 6  

cv% = 17,9%
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Eflcacia del método:

Valor teorico: 0.32 microgramos/ml. 

Valores practices obtenidos:

1.- 0.1475 fi grs/mil
2.- 0.1475 " "
3.- 0.1571 " "
4.- 0.1379 " "
5.- 0.1379 " "
6.- 0.1475 " "
7.- 0.1475 " "
8.- 0.1475 " "
9.- 0.1475 " "
10.- 0.1475 " "

X = 0.1464 
E.S. = 0.0018

% recuperacion = 45*75%
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-Concentraciones en figrs/ml. d« histamina en la solucion nutricia que 
baba la pieza intestinal antes de la adicion del extracto esplénico
âcido:

X = 0.006596 , E.S, = 0.000666

S E  a H A T A
1 0 . 0 0 5 4
.2 0 , 0 0 5 4
3 0 . 0 0 1 2
4 0 . 0 0 : 1  2
5 0 . 0 0 5 4
6 0 . 0 0 5 47 0 , 0 0 5 4

0 , 0 0 : ! .  2
0 . 0 0 7 9

: i , o 0 . 0 0 7 9
1 1 0 . 0 0 7  9
1 2 0  . 0 0 1 1 .
1 3 0 . o o a s
1 4 0 . 0 0 7 5
1 5 0 . 0 0 3 5
1 6 0 . 0 0 3 0

.. . 0 . 0 0 3 0
1 9 0 . ( ) 1 2 4
.i r 0 . 0 1 2 4
2 0 0 . 0 1 2 4
2 . . . 0 . 0 1 2 4
2 2 0  > 0 1 0 9
2 3 0 .0 1 0  9
2  4 0 . 0 0 5 3
2 5 0 , 0 0 5 3
2 6 0 . 0 0 9 2

0 . 0 0 9 2
2 9 0 . 0 0  6 2
i ■ ? 0 . 0 0  6 2

Tabla, 5 4

*
*
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-Concentracion en (tigrs/ml. de histamina en la solucion nutricia que 
baria la pieza intestinal después de la adicion del extracto esplénico 
âcido:

X = 0.006385 , E.S.  ̂0.000602

Tabla, 5.5

DATA < 
0.0047 4

2 0.004 7 *
3 0.004 7 *
4 0,0047 T
D 0,004 7 îff
6 0,004 7 4
7 0,0047
8 0.004 7 .4
9 0 .0047
10 0.0047 *
1.1 0.0082
12 0,0082-
13 0 . 0111
14 0.0111
15 0.0062
16 0.0062 *
17 0.0062 t
18 0.0062 ■H
1? 0.0062
20 0 .0062 *
21 0.0044 *
22 0.004 4 *
23 0.0044 *
24 0 .004 4 K
25 0.004 4 'Ü
26 0.0044 ♦
27 0.0148
28 0.0148

;K
t

i-
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-Estudio estadxstico:

Valor medio de histamina en la solucion nutricia antes de la adicion 
del extracto esplénico âcido (X E.S.):

0.006596 + 0.000666
Valor medio de histamina en la solucion nutricia después de la aiicién 
del extracto esplénico âcido (X + E.S.):

0.006385 ±  0.000620
Numéro de grados de libertad (v) = 55 

t de Student experimental = 0.2440

Limite del parâmetro ;t para un coeficiente de seguridad del 95% (p ? 0.05)
5=2 *

Por lo tanto, los valores de histamina hallados en la solucioi de Ty- 
rode antes de la adicion del extracto esplénico no difieren sigvificati- 
vamente de los correspondientes valores obtenidos después de la adicion 
del mismo.



B,2- Determinacién de nucleotidos cxclicos.

a/- En extracto esplénico y placebo.

l/- Adenosin 3 *•5'-monoCosfato cxclico (cAMP).

-Coeficiente de variacion interensayo:

Al comparar las pendientes de las rectas estandard que 
aparecen en las Fxguras 5-34 a 5.39, se obtienen los siguien­
tes resultados:

Valor de las pendientes (a)

1.- 2.6158
2.- 2.4215
3 . -  2.4445
4 . -  2 .3463

5 . -  2 .4409

6.- 2.4378

X = 2.4511
E.S. = 0.0397
cv% = 3.61%
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Eflcacia del método: - 

Valor teorico ; 16 pmol/50 pül 

Valores practices obtenidos:

1.- 15.37 pmol/50 pi
2.- 15.62 " "

3.- 16.19 " "
4 - 16.30 " "
5.- 15.69 " "
6.- 15.62 " "
7.- 16.25 " "
8.- 16.22 " "
9.- 15.33 "
10.- 15.84 " "

X = 15.843
E.S.= 0.1241

% recuperacion = 99,01%
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-Concentraciones en pmoles/50 ft\ de cAMP en el plaicebo: (tabla, 5.6)

E.S. = 0.00713X = 0.01731 
o bien en pmoles/ml;

X = 0.3462 E.S. = 0.1426

Tabla, 5.6

2 i<R i i’-'i
1 0 . 0 5 0 «

0 , 0 0 0 0 *
3 0  .  0 0 0 0 *
4 0 , 0 7 8 2

6
0 . 0 6 1 1  
0 ,  0 0 0 0 Jf:

d
0 . 0 0 0 0  
0 . 0 0 0 0

*
*

9 0  •  0 0 ' 0 0 t
1 V 0 . 0 0 0 0 *
.i, 1 0  . 0 6 3 0
1 2 0  0 0 0 0 *
: 1 3 0 .  0 0 0 0 $
!. 4 0 ,  0 0 0 0 t
1 2 0 . 0 0 0 0 *
: i . 6 0 . 0 7 6  3
i. /' 0 .  O ' i ' O O

0  . 0 0 0 0 t
; 9 0 . 0 0 0 0 $

1    2:
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-Concentraciones en praoles/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

%
- ♦

, ■ 7-- *
■ . ' 2 4 , t

2t .( ; t
5 . ;  1 3 2' ♦
5 .  , 3 ' ) : .
"  . ;  ~ ( '2 »
• i , 1 21 ; ♦

»
5 .  V f ; - : t

: . Ü 7 3 3 t
4 , 1, - *

. T' 4 ;  ' *

. 2 ? -  2
: ■ ,  : V 7'1 = 4 . 0 1 2 4 •
7 . ? 2 7  4 ?
3 . ? r ; c
.7 . 9 2 5 9 *
2 . 5 55Et »
5 . 2 3  I 0
4 . 5 2 1 4 »
4 . 0 V . » r . *

2 c .C j3 :E . »
4 , 4 1 .  ■. »

: 8 1 . 4 :, 7 i #
2 7 .! . 0 ,-4 .. *

. 5 7 c ! ' *
2 1 . ' . . 0 4 . ' ; *
2 2 4 . . 4 2 ] »
32 • : - 3 1 *
:5- 7 . A " ' 2 »
y . j 7 . • ■ . »
2 6 2 . 9 - 7 %
5 - .. , 1 1 àô
2t"; 2 . ; - 9 4 *

! f 7 - »■'.(! 7 : 2 «
4 -, 7 .  :  '  2 *
« 2 4 . 1 0 " 4 *
17 c  » 0 ; , .] / i
•'-) 7 . 7 3 2 . . ' *

--7 *
■ i :' . . v v ; s *
3 ■ 7 5(.'2"0 ♦
•■.5. 7 . 2 2 5 2

.3 , 4 7 *
3 . Î 7 0 7

•7 ;. 7 . 7 - 2 3 *
î  ï 7  2 0 4  5 »
‘ J 4 .; . 0  l  ;■ j *
j  • 5 . 0 7 2 6 t
7 2 -7. 7 ♦
5 5 7 , 2 0 2 6 «

7 . .! 1 2 5 t
7 . ] 5 2 : *

:-7 2  2 9 0  0 4-
3 '^ 2 . 2 5 7 7

» 0  i ?  A



-.Estudlo estadastico:

Valor medio de cAMP en el placebo (X E.S.):
0.01731 + 0.00713 

Valor medio de cAMP en el extracto esplénico (X j- E.S.)
3.9523 + 0.08168

Numéro de grados de libertad (v) = 77 
t de Student experimental = 26.9778
Limite del paramètre ̂  para un coeficiente de seguridad del 99,9%
(p=o.ooi) = 3,3.

Por lo tanto, los valores de cAMP hallados en el extracto esplénico 
difieren muy significativamente de los correspondientes al placebo.
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2/- Guanosln 3'-S'-nionofosfato clclico (c(MP).

- Coeficiente de variacion interensayo:

Al comparer 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 
Of% = 6.02%
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Ef-icacla del método

Valor teorico : 4 pmoles/lOO ̂ 1

Valores practicos obtenidos:
1 .- 3.89 pmol/lOO f,l
2.- 4.57
3.- 3.38
4.- 4.47
5.- 3.52
6-- 3.60
7.- 3.83
8.- 3.72

9.- 4.39
10.- 5.31

X = 4.068 
E.S. = 0.200 

% recuperacionrr 101,7%
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- Concentraciones en pmoles/lOO /itl de cOIP en dl placebo: (tabla, $.8) 

X = 0.08147 , E.S. = 0.008364
o bien en pmoles/ml:

X = 0.8147 , E.S. = 0.08364

Tabla, 5-8

r D O " : ■ 2 . . . . ,
L ô  ^  1  ' 3 *

0 . 0 6  3 4 ■ *
3 0 . 0 5 5 2 *
4 0 . 0 2 2 4 t

0 .  .! / i 3 0
( ' . .  . 3 2 0

7 0 . 0 / 4  4 t
3 0 0 ' - - : 0  ' *
9 0,1220

10 0.094 0 *
i -i. 0 . 1 0 3 0
i. '2 0 *
1 3 0 . 0 5 4 2 *
1 4 , 0 . 0 9 0  4 *
1.5 0 . 0 4  4 1 t
1 6 0 . 0 9 3 1 *

0,0929 *
. 0 1 9 0 ■t:
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• Concentraciones en pnioles/lOO ̂ /1 de cGMP en el extracto esplénico: 
(tabla, 5.9)

X = 0.07676
o bien en pmoles/ml:

X = 0 . 7 6 7 6

E.S. = 0.00601

E.S. = 0.0601

Tabla, 5-9

i -, 21

0 .0 > 1
139 ’

5 0.07 30
0.1170
0.0 122

9 (■ .0210
.1. 0 134

IV 0.032 3 . *
11 0.1310

0. :,'î7 5i
1,1 V.033;
14 0 . 030.1
: 3 0.07,72
14 0.0'27:
1."

0 , 0 '.'.il
i? 0.0249

. C '14 3

;.'3 . :■ ù,0
23 0.0 2,31
2-t ('■. 0 d 30
23 0.0211
24 .). 0102
2 7
29 0.013.4

0.0292
30 0.0'5 23
31 0.0'13-1

O.V510
33 Ü . 0 l.,0
■51
33 0.019?
34 ', . '.''4 17

0 .03 3 ■■
19 <'. 1 2-.0
.w 0 . 0 1 71
13 0 . ! .390
11 0.0.1? 3
12 0 .1 2 70
1 3 0.02.'/
1 '
14 1 '30

0.14 ,K>
•»S 0 . 1.4.57'
11 ■ '. i -no

0 . 1 ■ ! 0

^2
3 3 0.1 ;"•=?>
31 0 ." O 12
53 .?. 1 V.IO

0 . ? i.'
'1 .1-7 '■

, 1
50
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- Estudio estadfstlco:

Valor medio de cGMP en el placebo (X _+ E.S. ) :

0.08147 + 0.008364

Valor medio de cGMP en el extracto esplénico (X _+ E.S.):
0.07676 + 0.00601

Numéro de grados de libertad (v) = 85 

t de Student experimental = 0.3756

Limite del paramètre ̂  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 procéder a la descripciôn de los resultados obtenidos en 
el transcurso de esta fase experimental, es necesnrio indicar que los 
valores especificados en las tablas y grâficas correspondientes se expre- 
san en pmoles/nig de proteina, por lo que remitimos al lector al apéndice 
que aparece al final del présente apartado(B. 2, c.), donde hallarâ 
cunplida informaciôn sobre la determinacion proteica.

l/- Adenosin 3':5' -monofosfato ciclico(cAMP).

- Coeficiente de variacion 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 

= 6,49%
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Eficacia del método:

Valor teorico : 16 pmol/50 /il. 

Valores practicos obtenidos:
1.- 15.86 pmol/50^1
2.- 15.27 " "
3.- 14.64 " "
4.- 14.81 " "
5.- 15.65 " "
6.- 16.01 " "
7.- 15.43 ” "
8.- 16.45 " "
9.- 16.85 " "
10.- 16.80 " "

X = 15.777
E.S. = 0.2566

5? recuperacion = 98,635

28n



- Valores de cAMP en tejido intestinal:

En las tablas 5.H a 5-l6, se ofrecen los datos obtenidos a diferenfces 
tiempos de incubaciôn (0, 10, 20, 40, 60 y 120 segnndos) después de la 
adicion del extracto esplénico âcido (E.E.A.) a la suspension intesti­
nal .

La tabla $.10 recoge los valores control obtenidos en ausencia de 
E.E.A.

La figura 5.52 constituye un cuadro resumen de lus valores obtenidos, 
tanto para control comc para los distintos tiempos de incubaciôn, expre- 
sados como la media (X) el error estandard (E.S.).

Las figuras 5*53 y 5.54, constituyen expresiones grâficas de los re­
sultados destinadas a ofrecer una vision de conjunto de la influencia 
que el extracto esplénico âcido despliega sobre el nivel tisular de 
cAMP. Las barras verticales que parten, en ambos sentidos, de los pun- 
tos correspondientes a las respectives médias representan errores es­
tandard .
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Tabla, 5-10: Valores control.. Concentraciones en pmol/mg proteina de
cAMP en lleon (sln adiciôn de E.E.A.):

X = 1.3802 E.S. = 0.096

SEO DATA < 2 , , 1 ,M.
i 1,5220

1.7930
:i. ,6160

■'v 1,3330 *
5 1 , 8=^70
6 1,0870 *

:: , 9760
a 1.8480

'0,7780 *
10 1,0100 *
i J. 0,9180 *

0,9710 *
3 1 3600 *
14 1.4410
• 4 1,2050 t
:l, :i: ;■ .. 3230 »

28^



Tabla, 5.11: Concentraciones en pmol/mg de proteina de cAMP en iléon
a los 0 segundos después de la adicion de E.E.A.:

X = 1.3842 , E.S. = 0.076

BATA <2.   1......
:i. , 2 6 0 0  *
0.8970 *
.1. ,2740 *
1 , 4 2 4 0  *
J, ( 80'd0
1 . 4 1 5 0  *
1 , 1 8 7 0  *
1,2000 *
1 , 4  0 5 0  Ÿ
1  , 9  9  0  i
;i,-‘030 *
1  , 4  S 1  0  
: .947,;)
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Tabla, 5.12: Concentraciones en pmol/mg de pfotexna de cAMP en iléon
a les 10 segundos despwés de la adicion de E.E.A.:

X = 1.1400 E.S. = 0.145

Eü DAT H
:i 1 , 0 1 9 0 *
2 1 . 7 2 4 0
3 0 , 7 4 6 0 *
4 0 , 9 710

0 , 5 5 5 0 *
6 1 , 6 3 0 0

1 , 4 2 0 0
a i , 3 6 2 0
ÿ *
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Tabla, S.IJ: Concentraciones en pmol/mg de protefna de cAMP en iléon 
a los 20 segundos después de la adiciôn de E.E.A.:

X = 1.0816 , E.S. = 0.157

i , 1520 
0.6130

0.5000 *
0,6310 
0 ,7930 
1 , 2030 
1.6300
:! ,8380

*

28?
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Tabla, 5.14: Concentraciones en pmol/mg de protefna de cAMP en fleon
a los 40 segundos después de la adicion de E.E.A.:

X = 1.0456 , E.S. = 0.118

. (b 1.1. 0
-0000

1 .1510

l , 2 / 0 ******** ̂  ̂***••••** 1 »»♦♦,»«, , 2.
0 ,6420 ^ *

*

28fi
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Tabla, 5.15: Concentraciones en pmol/mg de protefna de cAMP en fleon a
los 60 segundos después de la adicion de E.E.A.:

X = 0.8082 , E.S. = 0.142

3 c a  D ' - I  t A  <-i.............................................. .........................

•j. 3 , 7 9 9  0
2 0,3490 t
3 0,3690 *
4 0,6720 *
3 0,4820 *
6 ü . 7 6 7 0 ’f
7 0 . 9570 *
5 0.5220 *
? 0.5950 *
:;,o 1,0300 *
11 3 .3790

2 8 7



Tabla, 5-16: Concentraciones en pmol/mg de protefna de cAMP en fleon
a los 120 segundos después de la adicion de E.E.A.:

X = 0.7620 , E.S.= 0.100

:E0 DATA
;l 0,4 970
2 0.8200
3 0.9330
4 0.3540
5 0.7570
6 0.4680
7 0.5850
8 1.3720
? 0.8720

*

*

*

*
*

*
*
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-Estudlo estadfstico:

Médias comparadas (v) t de Student • signi f icacion

Control 0" 27 0.0314 n.s.
—  10" 23 1.4330 n.s.
—  20" 25 1.7142 n.s.
—  40" 23 2.1412 p = 0.05
—  60" 25 3.4580 p = 0.01
—  120" 23 4.1343 p = 0.001

0" —  10" 20 1.6194 n.s.
—  20" 22 1,8119 n.s.
—  40" 20 2.5193 p = 0.05
—  60" 22 3.7189 p = O.Ol
—  120" 20 4.9984 p = 0.001

10" —  20" 18 0.2639 n.s.
—  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 significacion 
estadlstica, respecte al control y al tiempo cero, a partir del periodo 
de incubacion 40 segundos; significacion que persiste, inclusive, al com­
parer 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 ^^ble.2



Adiciôn
Tiempo de 
incubaciôn (aeg.) AMPc

Control -- 1 .380Î0.09
EEA 0 1 . 384io.07
EEA 10 1.140lo.14
EEA 20 1 .08ÏÎ0.15
EEA 40 1.045Î0.11
EEA 60 0.808Î0. 14
EEA 120 0.762l0.10

Figura, 5-52
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2/- Guanosin 3*î5* -monofosfato clclico (cCMF).

- Coeficiente de varlacion intere-nsayo:

A1 comparar la pendiente de las rectas estandard qiie aparecen en 
las figuras 5-55 a 5-60, se obtlenen los sigiiientes result ados;

Valor de las pendienbes (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% = 5,875e
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- Eflcacla del método:

Valor teorico; 4 pmol/lOO fil 
Valores practices obtenidos:

1.- 3.75 nmol/100 h1
2.- 4.20
3.- 3.58
4.- 3.91
5.- 4.15
6.- 3.95
7.- 3.81
8.- 3.87
9.- 4.30
10, — 4 • 4̂^

X = 3.992
E.S. = 0,0871 

% recuperacion - 99,8^

29^



- Valores de cGMP en tejido intestinal:

En las tablas l8 a 5>23, se ofrecen los datos obtenidos a diferentes 
tiempos de incubacion (O, 10, 20, 4C, 60, y 120 segundos) después de 
la adicion del extracto esplénico âcido (E.E.A.) a la suspension 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 incubacion, ex- 
presados como la media (X) +_ el error estandard (E.S.).

Las figuras 5.62 y 5.63, cwistituyen expresiones grâficas de los re- 
sültados destinadas a ofrecer una vision de conjunto de la influencia que 
el extracto esplénico écido despliega sobre el nivel tisular de cCMP.
Las barras verticales que parten, en airJx>s sentic'os, de los puntos co- 
rrespondientes a las respectivas médias representan errores estandard.
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Tabla, 5.17: Valores control. Concentraciones en pmol/mg de protefna de
cCMP en fleon (sin adicion de E.E.A.):

X = 0.1254 , E.S. = 0.0091

SEO HA TA <2....
1 0.1130 *
2 0.1440 ÿ
3 0.1430 $
4 0.0319 *
5 0.0382 *
6 0,1900
7 0.1730
8 0.1370 ¥
9 0.1510
10 0,1650
11 0.1380 ¥
12 0.1150 $
13 0,1040 *
14 0.1280 ¥
15 0.0951 *
16 0.1530
17 0,1420 t
18 0.1540
19 0.0878 *
20 0.1500
21 0.0792 t

23
ü . 18 4 '0 
0.068 7
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Tabla, 5-l8: Concentraciones, en pmol/mg de proteina, de cCMP en 
iléon a los 0 segundos después de la adicion de E.E.A.;

X = 0.0962 , E.S.= 0.0107

S EU DATA
:l 0.1040

0,1510
3 0 » () 616
4 0.0973
5 0.0270
6 0.0494
7 0,1060
B 0.0904
9 0.1600

.10 0.0671
11 0.089012 0,1620
.13 0,1090
14 0.1090
15 0.0593

*
¥

¥
¥

¥
¥

¥
¥

¥
¥

¥
¥
¥

¥
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Tabla, 5.19: Concentraciones, en pmol/mg de protefna, de cGMP en fleon
a los 10 segundos después de la adicion de E.E.A.:

X = 0.0944 , E.S. = 0.0078

SEO
1

DATA 
0.0694 ¥

, , , , Il

2
3

0,1410
0,0315 ¥

4 0,1420
y 0,0613 ¥
6 0,0880 ¥
7 0,1180
8 0,0997
9 0.1450
10 0.004 4 ¥
11 0.0991
12 0,0881 ¥
13 0.0622 ¥
14 0.1060
15 0.0425 ¥
16 0.1260
17 0,1250
18 0.0931 ¥
19 0 .0704 ¥
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Tabla, 5-20: Concentraciones, en pmol/mg de protefna, de c(̂ F en fleon
a los 20 segundos después de la adicion de E.E.A.:

X = 0.1021 E.S. = 0.0096

GEQ HA TA
1 0.0565 ¥
2 0.1260
3 0.0422 *
4 0.0 792 ¥
3 0.0755 t
6 0.0575 *
7 0.1640
8 0.1120 ¥
9 0.0887 *
10 0.1020 *
11 0.1340
12 0.1200
13 0.0655- *
14 0 . 1150 :+
15 - 0. 1090 *
16 0.19 70
17. 0,1030
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Tabla, 5.21 ; Concentraciones, en pmol/mg de proteina, de cGMP en iléon
a los 40 segundos después de la adicion de E.E.A.;

X = 0.1081 , E.S. = 0.0120

(  : T .L

0 , 0  -■ .i. t

::: c  .  1 . 5 V 0
7 0 . 5 6 0

7 ( '  . 1 l i r ' O

« ù .  j  6 3 0

:: 0 U  <• .1.. . ' .1
1 0 .  1 3 7 0

1.2 0 < 0 ' r 0 2

0 . 0 9 1 5

1, 1 0  .  0 4  ■-■7 *

1 . 5 0 * 0 3 4  2 ¥

1 à 0 .  0 5 ( 7  - i *

- . 7 0 , 0 5 - 0 *
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Tabla, S.22 : Concentraciones, en pmol/mg de proteina, de cQ4P en iléon
a les 60 segundos después de la adicion de E.E.A.:

X = 0,0878 , E.S. = 0.0073

S E Q D A T A
!. 0 . 0 7 6 0 *

2 0 . 1 2 6 0
3 0 . 0 4  6 3 *
4 0 . 0 5 1 9 *
5 0 . 0 9 8 0
6 0 .  1 0  9 0
7 0 .  1 2 3 0
8 0  .  0 4  4 0 *

0 . 1 5 7 0
i  0 0 , 1 1 4 0
1 ,1, ¥
i  2 0 .0739 ¥
; i . 3 ¥

V  ’  -  2  /n J .  ^
0 . 0 5 3 1 ¥
0 . 0 7 1 3 ¥
0 .  1 0 5 0

:l 7 0 . 0 9 6  3
( ' .  1 1 3 0

*
*

*
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Tabla, 5-23: Concentraciones, en pmol/mg de proteina de c(WP en fleon
a los 120 segundos después de la adicion de E.E.A.:

X = 0.0804 , E.S.= 0.0099

3 ü DfiTA
0 . 1 ;l, 00
0.04Ï2 ¥3 0.0425 *

4 0,04 75 *
5 0.0339 *

0,04 52 ¥7 0.1460
S 0,1170

0,0634
1. ü . 0 d 1 b

0,1400
:l, 4 0.0695
i. :"i 0-074 2

¥
*

*
¥
*
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Adicién
Tiempo de 
incubacién (scg.) 1 GMPc

Control -- 0.12 5io.00 9

EEA 0 0.096±0.01
EEA 10 0.094j;o.007
EEA 20 0.102Î0.009
EEA 40 0.108±0.01
EEA (10 0.087±0.007
EEA 120 0.080±0.009

Figura, 5.6I
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-  EstiJclio e s ta d ls t lc o :

Médias ccmparadas (v) - t dp Student Signiflcacion

Control — — p" 36 2.0578 P = 0.05
11 - 10" 40 2.5222 p = 0.05
It — 20" 38 1.7253 n.s.
It — 40" 38 1.1234 n.s.
II ~ 60" 41 . 3.1512 p = 0.01
II — 120" 36 3.2516 p - 0.01

0" — 10" 32 0.1384 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.

10" - 20" 34 0.6371 n.s.
— 40" 34 0.9349 n.s.
— 60" 37 0,6124 n.s.
— 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.

60" — 120" 33 0.6163 n.s.

Como piiede apreciarse en la tabla precedents, el extracto esplénico 
acido provoca un descenso Iniclal (Tienipos 0 y 10 segiuwJo.s) del nivel ti- 
sular de cOMP estadisticamente signiflcativo. Posteriormente sc Ini cl a 
una lenta recnperacion de tal forma que en los tiem|x>s 20 y 40 segxindos 
se alcanzan cotas que no difieren, desde el punto de vista esi-adxstico, 
del valor control.
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For ultimo, el nivel de cGMP cae de nuevr 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 partir del tiempo 0 el nivel 
de cCMP permanece practicamente invariable puesto que no hay diferencias 
estadisticamente significativas.
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c/ Apéndlce: Determinaciôn de proteinas»

El contenido proteico, en mg/ml, de las porciones alicuotas destina- 
das al anâlisis de nucleotidos clclicos en la preparacion intestinal se 
detalla en la tabla, 5-24

X = 11.11 , E.S. = 0.1672

Tabla, 5-24

S F - i . : D A T . i .
1 2 . 0 0 0 0

3 1 4 . 1 0 0 0
3 9 . 3 0 0 0 *
4 9 . 3 0 0 0 *
5 1 1 . 7 0 0 0
6 1 1 . 7 0 0 0
7 1 2 . 0 0 0 0
8 9 . 6 0 0 0 *

. 9 1 2 . 6 0 0 0
1 0 1 2 , 0 0 0 0
1  l 9 . 6 0 0 0 *

1 3 1 0 . 8 0 0 0 *
13 9 . 4 0 0 0 *14 1 l . 1 0 0 0 »
1 5 14 . 4 0 0 0
1 6 1 2 . 0 0 0 0
1 7 1 1 , 7 0 0 0
1 8 1 2 . 3 0 0 0
1 9 1 0 . 2 0 0 0 " i

3 0 1 0 . 5 0 0 0 *
2 1 1 0 . 2 0 0 0 t
3 2 1 1 . 4 0 0 0 *
2 3 9 . 9 0 0 0 ■ «
2  4 1 3 . 3 0 0 0

9  . . 6 0 0 0 *
3 6 I l . 1 0 0 0 ■*

3  7 1 2 . 3 0 0 0
2 3 1 0 . 2 0 0 0 *
3 9 1 0 . 2 0 0 0 %
3 0 1 0 . 2 0 0 0 *
3 1 3 . 7 0 0 0 *
3 2 9 . 6 0 0 0 . *
3 3 9 . 9 0 0 0 *
3 4 1 0 . 0 0 0 0 *
3 5 3 . 7 0 0 0 *
3 6 11 . 1 0 0 0 *
3 7 1 1 , 7 0 0 0
3 8 1 l . 7 0 0 0
3 ' )  ' t 1 . 7 0 0 0
4 0 1 2 . 6 0 0 0
4 1 1 1 . l O O O (t
4 2 9 . 6 0 0 0 *
4  3 1 0 . 5 0 0 0 ♦
1 4 1 0 . 5 0 0 0 ♦

4 5 9 . 9 0 0 0 *
4 6 l 1 . 7 0 0 0
4  7 1 1 . 1 0 0 0
4 8 l 1 . 1 0 0 0
4 9
5 0 1 3 . 2 0 0 0
5 1 1 2 . 3 0 0 0
3 2 1 3 .  Ov-CO

5 4 1 7 . 7 0 0 0
1 1 . 4 0 c . ) 4

5 4 1 0 , 5 0 0 C
1.1 . 1 0 0 0 K

*
*

*
t
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c.- RESUMEN.

Se ha investigado sistemâticamente el mecanismo por el que ciertos 
extractos hidrosolubles procédantes de varies tejidos y representados 
en la présente tesis por el extracto de bazo de vaca son capaces de 
modificar el tono de preparaciones aisladas de mûsculo liso intesti­
nal (xleon de cobaya, en este trabajo doctoral).

Dos son los niveles investigados:

1/ Nivel extracelular.

2/ Nivel intracelular.

1/ A nivel extracelular. Los ensayos fisio-farmacologicos efectuados 
a fin de dilucidar esta cuestiôn, indican que el extracto esplénico 
acidificado (pH=5) estimula marcadamente la motilidad del iléon aislado 
de cobaya; efecto que es anulado por antihistaminicos bloqueantes de re- 
ceptores pero no por antiserotoninicos bloqueantes de receptores "D".

El posterior analisis de histamina en el extracto esplénico résulté 
negative, no detectandose cantidades significativas de la nvisma. Tampoco 
se détecté 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 bano de érganos.

Por otra parte, la aplicacién de radioinmiuioanâlisis de nucleotidos 
cicliccs al extracto esplénico révélé la presencia de niveles significa­
tives de cAMP pero no de cCMP.

2/ A nivel intracelular. El extracto esplénico provoca un paulatino 
descenso del nivel intracelular de cAMP que comienza a ser significative 
a partir de los 40 segundos de incubacién.

Asi mismo, dispara un brusco descenso del nivel de cCMP que rapida- 
mente se estabiliza, iniciandose a partir de los 10 segundos de incuba­
cién una recuperacién que alcànza cotas, a los 20 y 40 segundos, en lo.ç
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que las diferencias respecte al nivel control carecen de significacion . 
Por ultimo, hay un nuevo descenso hacia valores significativamente dife- 
rentes respecte al valor control (tiempo de incubacién 60 segundos) y 
por fin se estabiliza definitivamente. No obstante, las variaciones del 
nivel de c(MP a partir del période de incubacién "0" segundos no tienen 
significacién estadistica, por lo que, salvo el râpido descenso inicial, 
el extracto esplénico no modifies ostensiblemente el nivel de cGMP en el 
transcurso de los subsiguientes tiempos de incubacién.
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6. DISCUSION



DISCUSION

Continuando con la metédica del trabajo original del Profesor GANDA- 
RIAS, bemos utilizado extractos hidrosolubles, en contraste con la escue- 
la escandinava que emplea sistemâticamente extractos de carâcter liposo- 
luble.

Los métodos de extraccion empieados tienden a simplificar la o*)ten- 
cion de los extractos por un lado, y a eliminar las clâsicas sustancias 
activas contaminantes, como histamina, serotonina, etc., por otro. Con 
este método de extraccion conseguimos un extracto practicamente neubro 
procédante de bazo de vaca.

Teniendo en cuenta todo el conjunto de resultados obtenidos por el 
Prof. GANDARIAS y los seguidores de su linea de investigaciôn, que ban 
quedado resenados en el capitule de introduccion; es preciso convenir 
que los extractos tisulares hidrosolubles afectan a la motilidad del 
mûsculo liso a través de mécanismes distintos a los alfa y beta-adre- 
nérgicos. Por otro lado, tanto en los estudios précédantes realizados 
por GANDARIAS y colaboradores (Refs. 3 y 12, capitule 2) como en nues- 
tro propio trabajo, la posible participacion colinérgica en el efecto 
desplegado por este ti|X) de extracto queda descartada ante la évidente 
incapacidad de la atropina para bloquear su acciôn. Al quedar experimen- 
talmente demostrada la no participacion de los mécanismes aludidos en la 
accion del extracto sobre mûsculo liso, se inicio la bûsqueda de otras 
vias capaces de provocar o mediar dicha accion. Elle constituyû la idea 
mobriz que impulsé la elnboracién del présente escrito.

En un principle varias evidencias expérimentales aportadas por el 
Prof. GANDARIAS y su equipo de investigacién (Réf. 3, capitule 2), 
acerca del presunto principle activo responsable de la accién de es­
tes extractos, taies como: su cierta termorresistencia, su bajo peso 
molecular, (a juzgar por la posicién de eluccién de la fraccién mâs
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activa obtenida al filtrar el extracto a t r̂;vé>- de columnas de Sefrfiadex), 
etc..., apuntaban la posibilidad de que se tratase de un nucleotido y 
mâa concretamente de un nucleotido ciclico.

Existen varias publicaciones (véase pagina : 96 , capitule 3) que
tratan el tema del aporte exogeno de nucleotidos ciclicos. En ella se 
refiere un efecto hipo e hipertonizante sobre la musculatura lisa por 
parte del cAMP y cGMP respectivamente. Era factible, por tanto, que la 
presencia de ambos nucleotidos ciclicos en cantidades suficientes estu- 
viese relacionada con la actividad motorica 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 (segûn el frfl), (Réf. 12 y 17, capitule 2) que sugiere cierto 
paralelismo con el antagônico efecto entre cAMP-cGMP al que acabamos de 
referirnos. Sin embargo, era évidente, aûn confirmândose la existencia 
de cantidades apreciables de ambos nucleotidos en el extracto, la énor­
me dificultad de adjudicar a los mismos la actividad motorica de este 
tipo de extractos; maxime si se tiene en cuenta la poca permeabilidad 
de la membrana celular al cAMP y cGMP. Prccisamente esta dificultad 
ha obligado a utilizar derivados anâlogos (ej.: dibutiril-cAMP y dibuti- 
ril-cGMP) mâs permeables, cuando se trata de objetivar el efecto subsi- 
guiente a la aplicacion extema de cualquiera de ambos nucleotidos.

De todos modos, resultaba ciertamente interesante determinar la 
presencia o no de cAMP y cGMP en el extracto y se procedio a su anali­
sis.

Se encontre que el extracto de bazo de vaca, utilizado sistemâtica­
mente en nuestro trabajo contenia una cantidad de cAMP prôxima a los 
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 (Réf. 704, capitule 3), mientras que el contenido de cCMP era
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estadisticamente nulo. Era pues posible ya descartar los nucleotidos 
ciclicos como presuntos responsables de la accion del extracto. Para 
mayor seguridad se procedié a ensayar el efecto del nucleotido presen­
te en el extracto, a la concentracién detectada, sobre lleon de cobaya, 
anotandose en algunos casos una débil respuesta relajante, ( observaciôn 
no incluida en el presente trabajo),

Una vez comprobado este punto, nuestra atenclon se centré en otros 
mecanismos, concretamente en mecanismos histaminergicos y triptaminérgi- 
cos. Para el estudio sistematico de su posible incidencia como mediadores 
del efecto del extracto, se utilizaron preparaciones aisladas de ileon 
de cobaya. Una documentada bibliografia avala la presencia de receptores 
"D" de serotina y de histamina en esta preparacién (véase paginas:86-91 
capitule 3).

Se expérimenté primero sobre receptores histaminérgicos observando que 
los fârmacos antagonistas de recepitores inhibian efectivaraente la accién 
del extracto. Posteriormente se ensayo con receptores triptaminérgicos 
anotandose que los fârmacos antiserotoninicos especificos para recepto­
res "D" son incapaces de bloquear la respuesta muscular que propicia el 
extracto. Ante ello, parece claro que el efectc contrâctil del extracto 
esplénico âcido sobre esta preparacién intestinal résulta mediado por 
receptores de histamina.

Existian, en principio, très posibles Interpretaciones que justifica- 
ran estos hechos expérimentales:

1/ Que el extracto contuviese una cantidad sufici ente de histamina 
capaz de dar lugar al increment© de la actividad motorica observada.

2/ Que al anadir el extracto a la copa del bano de érganos tuviera 
lugar una liberacién 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 sustanci a (’listinta de la histamina 
pero con una configuracion molecular similar y en consecuencia poten- 
cialmente capaz de interactûar con receptores de histamina provocando 
la respuesta contrâctil.

Las dos primeras posibilidades quedaron descartadas, puesto que, como 
puede apreciarse en nuestros resultados, las pequefïas concentraciones de 
histamina halladas en el extracto y en la solucion nutricia después de 
la adicion del extracto, no difieren significativamente de las halla­
das en placebo (carece de efecto contrâctil) ni en la solucion nutricia 
antes de la adicion de extracto respectivamente. Ademâs, como indicâbamos 
anteriormente, el método de extraccion utilizado es muy poco propicio 
para la aparicion de sustancias como la histamina. Por lo tanto, aboga- 
mos por la tercera posibilidad, segûn la cual el extracto contiene, pre- 
sumiblemente, una sustanci a simil-histamina que al interactûar con re­
ceptores -histaminérgicos disparan el incremento del tono muscular.

Una vez atendida la mecânica extracelular del extracto, interesaba di­
lucidar la posible intervencion de segundos mensajeros intracelulares 
como mediadores de la actividad desplegada por el extracto en esta pre­
paracion del mûsculo liso.

En el capitule de revision se describe un gran nûmero de publicacio­
nes que, a través de sus resultados, sugieren la posibilidad de que las 
variaciones en el contenido muscular de nucleotidos ciclicos sean las 
responsables de las respuestas relayantes o contrâctil es propiciadas 
por varios agentes. Concretamente el cAMP mediaria la respuesta l'ela- 
jante y el cGMP se encargaria de la contracciôn (véase pagina: 94 
capitule 3).

Por otra parte, varios autores coinciden en senalar un incremento del 
nivel de cGMP en respuesta a la interaccion histamina-receptor 
(Refs. 44, 158, 401, 531, 614, 615, 672, capitulo 3) ; efecto que en 
mûsculo liso intestinal se compagina con un efecto activador sobre la
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■?v.

cAMP fosfodlesterasa que acelera la destrucion del cAMP descendiendo 
su nivel tisular (Ref. 354, capitule 3)-

El extracto objeto de estudio parece actuar a través de recei>tores ; 
por tanto, resultaba logico pensar que influyera sobre ambos nucleotidos 
ciclicos de un modo similar al descrito para la histamina. De nuestros 
resultados se desprende que el comportamiento del extracto respecte al 
cAMP posee cierta similitud con el referldo por HONEYNAN y GOODMAN 
(Réf. 354, capitulo 3), al que hemos aludido unas lineas antes, y por 
ANDERSSON (Réf. 23, capitulo 3), quien utilizando colon de cone.io, 
anoto un descenso de nivel de cAMP durante la respuesta contrâctil 
provocada con histamina. An4>as observaciones conçuerdan con nuestros re­
sultados. Por el contrario, la conducts del extracto con respecte al 
cGMP contrasta claramente con el consignado para la histamina, ixiesto 
que se obtuvo un brusco descenso inicial dentro de los 10 primeros 
segundos de incubacién, manteniéndose posteriormente, el nivel, practi­
camente invariable.

Este resultado no es, sin embargo, del todo sorprendente, si tenemos 
en cuenta varios trabajos recientes en los que se describe una absolute 
falta de correlacién entre actividad muscular y fluetuacién tisular de 
nucleétidos ciclicos que aportan serios inconvenientes a la hipétesis 
que implica al cAMP y cCWP como mediadores de la respuesta relayante y 
contrâctil, respectivamente.

Asi por ejemplo, se ha descrito que sustancias relayantes del mûsculo 
liso como el nitropruslato sédico, la hidralazina y el verapamil elevan 
el nivel de cXMP (Réf. 201, capitulo 3). Ademâs, el uso del derivado 
8-Bromo-cfMP sobre una preparacién de conducto deferente de rata, es 
capaz de provocar relayacién de la mJsma en ciertas condiciones (Réf.
676, capitulo 3). Por otro lado, la neuiotensina , pequeno péptido 
que provoca la contraccién del ileon de cobaya, no modifica los niveles 
de cAMF ni de cGMP (Réf. 4lB, capitulo 3)- Otro tanto cabe senalar 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

trâctil del ileon en presencia del extracto sea mediada por alguno de 
ambos nucleotidos. Ademâs, teniendo en cuenta que la contracciôn es 
prâcticamente instantanés, solo el descenso de cCMP parece lo suficiente- 
mente râpido como para tomarlo en cuenta, ya que el descenso de cAMF es 
lento y solo se hace significative a partir de los 40 segundos de incuba­
cién, lo que lo descalifica como mediador de la accién contrâctil del 
extracto. Es posible, por consiguiente, que se trate de un evento metabé- 
lico de tipo secundario.
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7. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

l/.- 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 biologicos.

2/.- Por su parte, parece que el extracto esplénico no contiene nive­
les apreciables de cGMP, puesto que al comparar los valores hallados en 
el extracto frente a aquellos detectados en el placebo no se aprecian 
diferencias significativas.

3/.- La adicion del extracto esplénico acidificado (pH,5) sobre pre­
paraciones de ileon aislado de cobaya conduce a una rapida y marcada con­
traction hasta cierto punto similar a la obtenida con histamina.

4/.- Esta respuesta contrâctil résisté la presencia de un fârmaco 
antiserotoninico como el dimaleato de metisergida. En consecuencia, es 
posible descartar la via triptaminérgica como mediadora de la accion del 
extracto.

5/.- Los fârmacos antihistaminicos, como el maleato de d-clorofenira- 
mina (Polarantine) y el clorhidrato de difenliidramina (Benadryl), bloquean­
tes especificos de receptores -histaminérgicos anulan la accion contrâc­
til del extracto esplénico âcido, prâcticamente en su tôtalidad; lo que 
sugiere que ejerce su accion a través de receptores Ĥ  de histamina.

6/.- El extracto no contiene cantidades significativas de histamina 
que puedan explicar nuestra anterior conclusion.

7/.- Tampoco induce la liberacién de cantidades significativas de 
histamina,por parte de la pieza intestinal, capaces de explicar el 
efecto contrâctil experinsentado y el bloquée anotado con el uso de 
fârmacos antihistaminicos.

8/.- Parece posible la existencia, er el extracto esplénico, de una 
sustancia simil-histamina capaz de interactûar con receptores Ĥ  de
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histamina y disparar la respuesta contrâctil.

9/.- El extracto esplénico âcido desciende el nivel de cAMP en 
ileon aislado de cobaya durante la contracciôn. Sin embargo, este 
descenso no parece mediar la accién del extracto dado que la respues­
ta contrâctil se inicia instantaneamente mientras que el descenso de 
cAMP solo alcanza significacién estadlsitca a partir de los 40 segun­
dos de incubacién. Résulta mâs légico concluir que se trata de un fe~ 
uémeno metabélico de tipo secundario.

lO/.- El extracto esplénico âcido desciende también el nivel tisular 
de c(MP, pero, a diferencia con el cAMP, el descenso es mucho mâs râpi­
do alcanzando valores significativos antes del tiempo de incubacién 10 
segundos. En este caso, hay un mejor grado de correlacién entre la ra- 
pidez de la respuesta contrâctil y la velocidad de descenso del nivfl 
de cQ'IP. Sin embargo, teniendo en cuenta los concept os recopilados en 
el capitulo de revisién, parece muy aventurado concluir que dicbo des­
censo esté directnmente implicado en la produccién de la contraccién. 
Nos Inclinamos, mâs bien, por interpretarlo como una accién metabélica 
secundaria del extracto esplénico âcido.
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