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1.- JUSTIFICACION,
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Al ATP, clésicamente se le ha otorgado la funcién de
suministrador energético para las diferéntes transformaciones me
tabdlicas celulares. Actualmente son bastantes los autores que a
demds, lo proponen como posible transmisor humoral. Holton (1959)
lo considera neurotransmisor de lags fibras sensitivas primarias.
Burnstock (1972), aporté pruebas importantes, afirmando que el
ATP y sus derivados, podrfian actuar como neurofransmisores inhi~
bitorios en el aparato gastrointestinal, donde supone que es 1li-
berado en algunas fibras poétganglionares'que nacen en el plexo
de Auerbach. Silinsky y Hubbar (1973), consideran que también se
liberan en los sinaptosomas de fibras nerviosas somlticas. Si- -
guiendo estos autores,son muchos los que todavia dan por vilida
esta funcién de los adenin-ribonucleétidos, también denominados
derivados adenilicos o adeninffosfatos (Garcia-Diez ¥y Méfales

Olivas, 1978) (Tomas, 1981).

Paralelamente a esta hipbtesis, se considera a los a
denin-ribonucleétidos sélo como mediadores y moduladores intraci
toplasmiticos, cuya accibn seria aportar energia para los proce-
80s celulares, tales como: Fosforilizacibn oxidativa, trabajo me
cédnico, sintesis de compuestos quimicos en toda la célula, cambios
a corto rlaze en la permeabilidad iénica de la membrana (Webb
sohnson, 1977; Greengard, 1978), y explican el comportamiento -
- & veces contradictorio - de los neurotransmisores clésicos

en el sistema autonbmico, no por la accién directa a nivel de la
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membrana celular del ATP, sino por una interaccién entre varios

neurotransmisores ( Garatini y Valzelli, 1965 ), ( Roberts, 1979).

Partiendo pués de estas dos teorfas, se han recopila -
do bibliogr&ficamente los conceptos bésicos de cémo acthan los
neurotransmisores; la regulacidén genética y enzimdtica, junto
con la interaccién férmaco-receptor, para delimitar las funcio-
nes y 1ugares‘de accién de los adenin-ribonucleétidos, asi como

sus posibles aplicaciones derivadas de sus efectos funcionales.

Reglizando a contihuscién un estudio experimental
comparativo de los mecanismos de accidn de los adenin-ribonu-
clebtidos y los neurotransmisores del sistema nervioso. vegeta-

tivo, as{ como sus posibles aplicaciones al ser modificados.
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ACTIVIDADES DE LAS NUCLEOPROTEINAS,

Uno de los grupos que constituyen los protefdos son
las nucleoproteinas; estédn formadas por un componente proteinico
y un grupo no proteinico o grupo prostético. Se denominan nucleo
proteinas porque forman una gran parte del material nuclear de
las células, aungue también existen en su citoplasma, especial-

mente asociadas a los ribosomas.

Su actividad estd intimamente relacionada con la sin-
tesis protéica, con la divisién celular y con la transmisién de

factores hereditarios.

Los sitemas de control tanto genéticos como enzimiti-
cos, tienen una especial impoftancia para regir las concentra—-
ciones intracelulares de este grupo; sus niveles de concentra-
cidn serén 108 que regularén su intensidad de sintesis (Jacob y

Monod, 1961).

Las nucleoproteinas han sido extraidas de muchas va-
riedades de tejidos vegetales y animales. Entre los agentes ex-
tractores estdn el agua, &lcalis diluidos, soluciones de cloru-
ro sbdico y soluciones amortiguadoras de pH entre 4 y 11. Una
vez extraida se puede precipitar con soluciones saturadas de sul

fato de amonfaco o con cloruro de calcio diluido.
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Cuando la nucleoproteina purificada se hidroliza por
dcido, o por la accibn de las enzimas, se desdobla en varios cons
tituyentes: En un primer paso en los 4Acidos nucléicos (polinu-
clebétidos), y el grupo protéico, formado principalmente por his
tonas y protaminas. Siguiendo cuidadosamente con la hidrdlisis
4dcida los polinucleétidos se desglosan en mononuclebtidos; si a
éstos se les sustrae el 4cido fosférico queda el nucledsido. Es
tos nucledsidos estan formados por una'base nitrogenada (plrica

o pirimidica) y un azlcar (ribosa o desoxirribosa).

]
Las principales bases paricas son: Adenina, guanina,
hipoxantina y xantina, y, las pirimidinicas: Citosina, timina y

uracilo.

La nomenclatura de estos nuclebésidos dependeri de la

base nitrogenada y del azicar al que se une.

En la tesis que desarrollamos, el estudic lo centramos
en los nuclebétidos derivados de la adenina, principalmente ATP
(adenosin-trifosfato), AMP cfclico (3’, 5~ adenosin-monofosfato:
AMPc) y 5°AMFP (5 -adenosin-monofosfato). Todos ellos se derivan
de la adenina + ribosa + Acido fosférico. Recordamos que la ade
nina puede combinarse tanto con la ribosa (adenosina, A), o con
la desoxirribosa (desoxiadenosina, dA); los nuclebtidos deri-
vados de la adenina y que anteriormente citamos, tienen varias
denominaciones tales_como adenosin-fosfatos, derivados adenili-
cos y adenin-ribonucledtidos. En nuestro trabajo utilizamos las

tres pero con preferencia por la Gltima.



-7

Los adenin-ribonuclebétidos ademis de ser unos componen
tes de 1las nucleoproteinas, tienen identidad prop’a en los dife-
rentes procesos energéticos celulares, participan en la fosfori-
lizacibén oxidativa; en el caso del ATP es fuente de energia, co-
mo fosfato macroérgico, para diferentes reacciones celulares, ta
les como: Trabajo mecénico, metabolismo basal, transporte idnico,

activacién de &cidos grasos libres y sintesis protéica.

£1 AMPc deriva del ATP en una reaccién catalizada por
la enzima adenilciclasa. El AMPc es destruido en los tejidos por
conversidén en 5'AMP o 4cido adenflico, en una reaccidn cataliza-

da por la fosfodiesterasa.

La adenilciclasa estd unida & las membranas celulares;
de este modo muchas células de tejidos animales, como también bac
terias y otros microorganismos pueden sintetizar AMPc. Es intere-

sante resaltar que este compuesto no se encuentra en las plantas,.

El AMPc desempeﬁa un papel tanto en la liberacién de
'vaigunas hdrmonas como en la accién de otras. En este dltimo ca-
so una hormona puede activar a la adenilciclasa en las células
del tejido que le sirve de blanco, lo que conduce a la produccién
de AMPc dentro de ellas, siendo este el que lleva a cabo el efec-
to atribuido a las hormonas. ©n otros casos el AMPc puede efec-

tuar la sintesis de una hormona.

La relacién entre las hormonas y la sintesis de protei-
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nas se puede explicar por el descubrimiento de que el AMPc acti-
va a una proteincinasa que cataliza la fosforilacidén, y de este
modo la activacién de un ARN polimerasa. La polimerasa activada,
a su vez, estimula la produccibdn de ARN, el cual funciona como
mensajero para la sintesis de proteinas. Una hormona, al iniciar
la produccién de AMPc por la activacidn de la adenilciclasa, in-

fluird de este modo, sobre la sintesis de proteinas.

La hipbétesis mds aceptada sobre la actividad del AMPc
radica en su capacidad para activar las proteincinasas,Estas en
zimas son las encargadas de fosforilar a otras proteinas median
te el ATP. Por ello, la especificidad de accién del AMPc, depen
derd en (ltima instancia, de la selectividad de dichas protein-
cinasas y de las proteinas fosforiladas, efectores finales de su
accibn. E1 AMPc participa en las siguientes secuencias de 1la

neurotransmisién (Greengard, 1978):

1.- Mediador postsindptico.

In este caso la proteina fosforilada membranaria es
una enzima que mediante la variacién de la permeabilidad ibnica
puede cambiar el potencial de membrana de ciertos tipos de sinag
sis. Segln sea el sentido de la variacién del potencial de mem-
brana, conseguirid hiperpolarizarlo, con 1o que seri mAs dificil
excitarla, o bien depolarizarlo, con lo que facilitari el alcan-

zar el umbral que desencadenar& el potencial de accidn.
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2.- Estimulacién presinfiptica de la sintesis de neuro-

transmisores.

Se demostré que el AMPc activa la tirosina (enzima que
controla la velocidad de sfntesis de adrenalina y dopamina)., Es-

ta activacién la logra a través de una proteincinasa especifica.
3.~ Accifn sobre el sistema de microtibulos.

El cuerpo celular de la neurona sintetiza muchos de
los materiales esenciales para mantener la vida y 1la funcionali-
dad de la célula. Entre ellos destacan los materiales que forma-
rédn la membrana celular y las membranas de las vesficulas sinép-
ticas. Es obvio que una vez formados en el cuerpo celular se
tienen que trasladar a los lugares donde son requeridos. Este
flujo axénico parece depender del sistema de microtiibulos. La ve
locidad mediante la que el sistema microtubular transporta el ma
terial depende de una proteina que debe ser fosforilada por una

proteincinasa, a su vez estimulada por el AMPc.

Otros autores, principalmente el grupo de Burnstock,
consideran que el ATP y también los otros derivados adenilicos
pueden desemperiar un pavel como neurotransmisores, sugiriendo la
denominacién para estas transmisiones neuronales de: Nervios pu-
rinérgicos, con actuacién primordialmente en la pared del tubo

gastrointestinal, en la vejiga, pulmbn, triquea y ojo.

Ante estas dos hipbtesis ha surgido el motivo para que
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rer distinguir entre el comportamiento de los neurotransmisores,
que son los mensajeros quimicos que relacionan a dos neuronas o
neurona-célula en general, para transmitir el impulso nervioso,
produciendo diversos efectos funcionales, diferencidndolos con
los neuromoduladores, los cuales sbélo modifican en cantidad o ca

lidad la actividad neuronal.

El criterio que seguimos para que una substancia se

considere como un neurotransmisor es el siguiente:

a). Dicho compuesto, y los enzimas necesarios para su

formacién, deben estar presentes en la neurona.

b). Se debe liberar desde el terminal axénico tras la

estimulacibén de éste.

¢). Su aplicacién exégena,en dosis fisiolbgicas, debe

mimetizar los efectos de la estimulaciédn nerviosa.

d). Deben existir mecanismos que lo inactiven rapidamen-
te, bien por degradacién, bien por recaptacidn, o por

ambas formzs.

e). Los fadrmacos que interactfian especificamente con su
metabolismo, deben ejercer los efectos esperados so
bre la respuesta neuronal segiin el sentido de dicha

interaccidn.
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Por el contrario, las caracteristicas propuestas para

los neuromoduladores, son las que siguen:
a). Duracién muy prolongada de su efcto.

b). Almacenamiento y liberacibn preferente por células de

la glia.
c). Ausencia de mecanismos répidos para su inactivacién.

d). Liberacidn inespecifica en respuesta a estimulos muy

variados.

De este modo distinguimos los neurotransmisores de los

neuromoduladores.

Hay que resaltar el hallazgo histoquimico de De Rober-
tis y Whittaker que consiguieron aislar los sinaptosomas o hoto-
nes sindpticos, conservando sus mecanismos de sintesis, almacena
miento, liberacibén e inactivacién de los neurotransmisores espe-
cificos de la neurona originaria. Otro hecho importante, es la
posibilidad de teiflir selectivamente las neuronas que poseen un
determinado transmisor, proporcionando informacién sobre 1la dis~
tribucidn anatdmica de distintos neurotransmisores. En nuestro
trabajo hemos hecho un estudio de los diversos efectos funciona-
les entre algunos neurotransmisores tipicos del sistema nervioso

autonémico, comparindolos con los adenosin-fosfatos.
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Nuestro objetivo a desarrollar en la parte experimen-

tal ha sido el siguiente:

12.- Comparar la actuacién a nivel de la membrana celular entre

neurotransmisores y adenosin-fosfatos.

29.- Observar la actuacién intracelular de los derivados adeni-

licos.

39, - Diferenciar el lugar de accibdn o tipo de receptor entre un

neurotransmisor y una molécula de anillo plrico.

40, -~ Disefiar un experimento para diferenciar los mecanismos de

accibén entre neurotransmisores y neuromoduladores.

59.~ Ver sus posibles aplicaciones al aumentar los niveles de

adenin-ribonucleétidos,

Con este planteamiento, pretendemos poder aportar ma-
yor informacién y claridad ante estas dos hipbétesis, en las que
unos autores consideran a los adenin-ribonucledtidos como neuro-
transmisores y otros no, viendo ademis las actividades que desem

penan al ser modificados.
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3.1. MATERIAL.

3.1.1. Aparatos y utillaje.

~ Espectrofotofluorimetro Aminco Bowman (American

Instrument Company).
- Espectrofotbémetro Coleman 6/20.
-~ Espectrofotbémetro Perkin-Elmer 550.
~ Poligrafo Ugo Basile 7050.
~ Registrador Perkin-Elmer 56.
~ Transductor isométrico sensibilidad 1, Ugo Basile.
- Transductor isoténico 7006 Ugo Basile.

~ Tubos de vidrio Vitrolab de 10 ml.
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3,1.2. Animales de experimentacién.

~ Cobayos DunKin-Hartley machos de diversos pesos

segliin experimento.
- Cobayos tricolores machos de 550 a 500 grs.

~ Ratas Wistar machos de 150 a 170 grs.
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3.1.3. Compuestos quimicos y soluciones,

a). Compuestos quimicos:

Acetilcolina clorhidrato. Sigma., A.6625,Em.181.7.

Acido citrico cristalizado puri{simo. Panreac.

P.m.210.14.

Acido tricloroacético (TCA). Merck. A.810, ¥
P.m:163.39.

Adenosin desaminasa (ADA) de Boehringer Mannheim.

A,102105, Intestino de ternero.

Adrenalins bitartrato. Boehringer Ingelheim.

A.7261, P.m.333,

Adyuvante incompleto. Freund, Difco Laboratories.
Alblmina de huevo. Merck. A.967.

AMPc . .Boehringer Mannheim. A.102296, P.m.347.2.
S“AMP. Boehringer Mannheim.A.102199, P.,m.499.2.

ATP 3H20 disédico de mfisculo de caballo, bajo con
tenido en calcio. Sigma. A.5394, P.m.551.2.

Azul de Evans. Merck. A.3169, P.m.960.82.

Cloruro-magnésico. LE& FA. P.m.203.3,



17—
Fosfatasa alcalina (FA). Boehringer Mannheim.
A4.108162 de intestino de ternero.

Fosfodiesterasa (FDE). Boehringer Mannheim. ;

A.108243 de corazén de buey.

Histamina diclorhidrato. Merck. A.4370, . .
P.m.184.07.

Mepiramina maleato. Rhone-Poulenc. P.m.401.4.
Metanol puri{simo, . Panreac. P.m.32,04.

Molibdato y Vanadato Ambénico; reactivos »reparados

por Boehringer Mannheim. A.124974,

0O-Phthaldehyde. BDH Chemical Ltd. n2.29537,
P.m.134.14,

Sodio hidréxido (tritisol) 1N. . Merck, A.9956,
P.m.40.0.

Teofilina hidratada. Knoll A.G.Ludwigshafen.
P.m.198.17.

TRIS-C1H. Merck, A.8382, P.m.121.14,
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b). Soluciones.Compuestos para los liquidos nutricios Tyrode,

Krebs y Locke:(Tabla #.)

- Cloruro sédico. ° Panreac, P.m.58.44 .
- Glucosa anhidra purisima. Panreac. P.m.180.16.
- Bicarbonato sbdico purfsimo. Panreac. P.m.84.01.

Fosfato monosédico purisimo, LE & FA. P.m.156.01.

I

- Cloruro magnésico purisimo. . LE & FA. P.m.203.30.
- Cloruro potésico. : J.T. Baker. P.m.74.55.

- Cloruro cllcico purf{simo. . LE & FA, P.m.110.99.

Tyrods(1910) Krebs (1950) Locks (1900)
en milimoles en milimoles en milimoles
Cl Na 136 118 154
COaHNa 12 25 24
CBleuG 5.6 10 5
PO . . . -
aHzNe H20 a.4 1.3
1 _Mg. . -
H 2 g SHZU 0.9 0.8
ClK 2.6 a,7 5.4
1 . .
c 285 2H20 1.8 2.5 _ 2.5

Tabla 4, Esquema de los campusstos para liquidos nutricios de las soluciones.
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3,2. METODOS.

2,2.1, Propiedades in vitro del ATP y AMPc. Disimilitud con

neurotransmisores.

a). Ileon de cobayo.

Se siguié la técnica de Magnus (1904), utilizéndose
cobayos Dunkin-Hartley machos de 400 a 500 grs., de peso; el
sacrificio de los animales fué por sangria mediante corte de ca
rétidas previa anestesia por éter. El lfquido nutricioc fué Tyro
de con suave burbugeo de aire; se cortaban 3 cm., de fleon si-—-
tuados a 20 cm., del pilorc, dejéndolo reposar en el bajio 15 mi
nutos; la temperatura era de 37 2C y la tensibén del transductor

isoténico de 0.75 gramos.

Cada fédrmaco se administraba de forma individual.El
ciclo completo que se Begufa era de dos minutos; la exposicién
del férmacq 20 segundos; se lavaba y se esperaba otra ﬁez a los
dos minutos, duplicéndose la dosis, pars lograr la curva dosis-
respuesta, La sensibilidad del poligraf6:2 y la velocidad del

carro puesto en marcha de 5 mm/min.



b). Cadena traqueal de cobayo.

Castillo y De Beer (1947) detallaron esta técnica.
Las peculiaridades de nuestra propia preparacibn son las siguien
tes: cobayos . Dunkin-Hartley machos de 500 a 700 grs. de peso;
lfquido nutricio Krebs a 332C y levisimo burbugeo con oxigeno.
Se separaban cinco anillos traqueales, se ataban por la parte
cartilaginosa, cortdndose después por el extremo opuesto a la
musculatura lisa traqueal, dejéndose reposar un minimo de 30 mi
nutos en el bafio. La tensién del transductor isoténico era de
.0.4 gremos y la sensibilidad del poligrafo: 5; la exposicién del
férmaco con la cadena traqueal de cinco minutos de duracién.Se
guidamente se lavaba y se dejaba recuperar (generalmente este
periodo estaba comprendido entre cinco y diez minutos). La velo

cidad de arrastre del carro: 6 mm,

¢). Aurfculas de cobayo.

La puesta a punto de este método la llevé a cabo

Clark (1926).

Se usaron cobayos Dunkin-Hartley machos de 500 a 700
gramos de peso, anestesiados con éter y desangrados por la aorta
abdominal; se diseccionaban con gran cuidado las auriculas, se
ataban sus dos extremas: uno al bafio y el otro al transductor

isométrico. El l1iquido nutricio fué el Locke y la temperatura de
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302C; un fino burbujeo de oxigenc mantenia en equilibrio la pre
paracién; la sensibilidad del polfigrafo: 2. El ciclo Eompleto
era de 6810 minubtos; la exposicién del férmaco de 1 a 2 minutos
esperando su méxima respussta. Se variaba la velocidad del carro
para poder comparar los efectos anterior y posterior del férmaco.
Se lavaba y se esperaba a que se recuperara otra vez la prepara-
cién.(Velocided del carro en espera:6mm/min; velocidad del carro

para comparacién: 380 mm/min).
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3.2.2. Teofilina como inhibidor de la fosfodiesterasa y de la

fosfatasa alcalina.

a). Método enzimAtico:

Se siguié el método de Pelidoro (1970) en que la fos
fodiesterasa (FDE) transforma el AMPc a 5 AMP. Este substrato es
conducido a adenosina + fésforo inorgénico al actuar sobre €1 la
fosfatasa alcalina (FA); la adenosin-desaminasa (ADA), al ac--
tuar sobre la adenosina la convierte en inosina + amonfaco. En

esquema, la reaccién es la siguiente:

AMPe + H.0 —EPE, 57amp 4 ut

2
S’AMP + H,0 —FA _, Adenosina + Py

Adenosina -22A ., [nosina + NH3

El curso dé esta reaccidn enzimitica se sigue debi-
do a que el mAximo de absorcidn del AMPc es de 265 nm., y el de
1a inoéina de 250 nm; al transformarse el uno enla otra, descien
de 1la lectura éptica como consecuencia de las diferentes ab-

sorbancias.

La fosfatasa alcalina y la adenosin-desaminasa se

dan en exceso, para que-este sistema acoplado (S.A.) no dificul
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te la reaccibn, y que sea 1a fosfodiesterasa quien imprima la

velocidad a este sistema multienzimitico.

En 1a cubeta patrén hay las siguientes substancias:

Contenido Disolucién Volimen ml
Tris-Clh(pH:7.5) 20 mM o 1.6
AMPc 3 x 10”7 0.8
mzng.sﬂzo 25 mM | 0.2
S.A. 0.4 mg ADA + 0.25 mg FA en 5.ml,

de TRIS 0.2
FDE 7.5 mg FDE en 5 ml. de TRIS 0.2

La temperatura del ensayo fué de 25°C. En la Fig.25
se representa el barrido espectrofotométrico antes de empezar
la reaccidén y una vez terminada. En la Fig. 26, se representa
el descenso en la lectura 6ptica frente al tiempo de reacciébn,

durante la transformacién enzimética.

Una vez comprobada la actividad fosfodiesterfsica,

intentamos la inhibicién con teofilina.

Debido a la sobfeposicién e interferencias entre
las ondags del AMPc, inosina y teofilina, no dan posibilidad pa

ra hacer una exacta medida de inhibiciones; hay una sumacién en
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150 + Absorbancia
AMPC
100
Inosina
50 J
T T ¥ ¥ 2 4 T
210 230 250 270 290 310 330
nm ultravicleta

Fig. 25. Barrido espectrofotamétrico de la resaccién enzimétice con las
méximas absorbencies del AMPc 8 inosine a sus diferentes longitudes

de ands.

1507 Absorbancia

100 4

Tiempc =n minutos

Fig. 26. Reaccidn anzimAtica lefda & 265 nm durante 25 minutos, reorssenta
1a transformacidén de AMPc a inosina.
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la absorbancia alej4ndonos de la proporcionalidad entre la con-
centracidén y la lectura 6ptica (Ley de Lambert o de Beer)(Lynch,
1972).

En la Fig.27; se relacionan diferentes concentfacig
nes de AMPc con su absorbancia. Se tomaron los coeficientes de
correlacién de las diferentes rectas que se obtenfan; a partir
de la concentracién 210/hg/m1.,_de AMPc el coeficiente de corre
lacién baja; por tanto pierde la proporcionalidad. En la tabla

n%: 5, detallamos los valores obtenidos.

.En la Fig.28, se representa la concentracién de
3 x 10‘“M de AMPc y 10—5M de Teofilina con sus lecturas 6pticas
en el limite de la proporcionalidad entre concentracibén-absor--

bancia
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Concentracidn AMPc Absorbancia Coeficiente
Ag/ml a 265 nm corraelacién
10 0.125
S0 0.630
90 1.167 0.999
130 1.591 0,998
170 2.010 0.998
210 2.241 0.993
250 2.460 0.987
290 2.608 0.980
Tabla S5
3 -
Absorbancia
a
5
2
a
b
1]
y
100 200 200
Concentracién AMPcug/ml

Fig. 27. Se expresa la curva entre cuncentracién de AMPc y su absorbancia
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230 250 270 290 310
nm

Fig. 2B. En [a) se rapresenta sl barrido espectrofotométrico de la reaccidn
enzimética base, més 10~9M de teofilina y en (b) el barrido espec-
trofotométrico una vez conclufde la reactidn enzimética.
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b). M&todo enzimltico-colorimétrico:

Se hicieron dos comprobaciones partiendo de la reac

cién enzimética anterior; la primera fué la siguiente:

12:

AMPc + HnO _¥DE | seamp ¢ gt

5°AMP + H,0 —FA ., pdenosina + P,

Se valoran los niveles de fésforo inorgfnico, segin
la técnica de Zilversmit (1950) en que se colora- el (Pi) al re
accionar con el molibdato y vanadato ambénico; midiendo la absor
bancia en el espectrofotbmetro a 405 nm, si la teofilina inhibe
el proceso enzimético, descenderd la cantidad de fésforo halla-

do.

Programacién del experimento: Tablas 6 y 7.

- Precipitacién y determinacién colorimétrica.

— Agitar y extraer 1 ml por duplicado de cada tubo.

- Agitar, esperar 10 minutos y centrifugar durante
5 minutos a 2.000 r.p.m.

~ Extraer 1 ml de sobrenadante al que se le afiade

1 ml de reactivo 1 (vanadato ambnico) y otro mililitro de reac-



Numeracidn del tubo 1 2 3 4 5 & ? 8 ]
Contenido y disolucién
AMPc 20 mM - 0.8 0.8 g.8 0.8 0.8 a.8 0.8 g.8
FA(0.25 mg 8n 5 ml de Tris) |- 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Tris C1H (20 mM) 3 1.8 1.6 1.79 1.9 1.7 1,5 0.8 0.6
Cl Mg {25 mm) - g.2 ©G6.2 @2 0.2 .2 @g.2 0.2 Q0.2
Teofilina (3x107W) - - - 0,01 0.01 0.1 ©£.1 1 1
PDE (7.5 mg en 5 ml de Tris)| - - C.2 - 0.2 = .2 = 0.2
Lectura absorbancia a 405nm {Q.000 0.000 ©.080 0.010 0.060 0.015 0.040 0.010 0.030
0.000 0©.000 0.080 0.010 0.060 0Q.010 0.040 0.015 0.025

Tabla §. Tubos problema

Numeracidn del tubo 10 11 12
g m1~! de fésforo S 25 50
TRIS~ClHml 2 2
Lectura absorbancia a 40Snm | 0,030 0.090 0.170
0.030 0.050 0.170

Tabla 7. Tubos patrén

;62_
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tive 2 (molibdato aménico)}.

~ Se lee en el espectrofotdmetro al cabo de 10 mi-~
nutos a 405 nm.

- Finalmente se valora la cantidad en g ml'1 de
fésforo encontrados relacionando la lectura 6ptica hallada con
su curva patrén, sustrayendo su homblogo sin fosfodiesterasa pa

ra eliminar interferencias (ejemplos anteriores).

Una vez halladas las absorbancias, se procede a de-
terminar la cantidad de fésforo inorgénico detectado una vez sus
traido el tubo homblogo con posibles interferencias. La recta pa
trén es determinada mediante la recta de regresién de los puntos
qQue relacionan absorbancis-concentracién de fésforo inorgénico.

Fig. 29.

2« Reaccién enzimética:

5‘AMP + H,0 —FA . Adenosina + Pi

También se valord por coloracibn el fésforo orghni-

co mediante el método de Zilversmit (1950), para comprobar si la

teofilina inhib{ia también a la fosfatasa alcalina y en qué grado.

Programacibén del experimento: Tablas 8 y 9.
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A 405 nm

— ~ pa/ml Fésforo
10 20 inorgénico

Fig., 29. Con la racta patrdn obtenida en cada experimento se valora la canti
dad de fésforo encontredo en los tubos problema.

Numeracién del tubo 1 2 3 a4 5
Contenido y disolucién

5°AMP (3x10-%M) - 0.8 o0.8 0.8 0.8
Tris-ClH {20mM) 3 2 1.8 0.8 1
CloMg (25mM) - 0.2 0.2 0.2 0.2
Teofilina (3x10-3M) - - - 1 1
F.A.(0.25mg en ml de Tris) - - 0.2 0.2 -

Tabla B. Tubos problema

Numeracidn del tubo 6 ? 8
rg ml-l de fFésforo 5 25 50
TRIS-CIH 2 . 2 2

Tabla 9. Tubos patrén. Volimen final: 3 ml.



. =32-

La precipitacidén y lectura espectrofotométrica; se
hace igual que en ejemplos anteriores. Como base para desarro-
llar este experimento, debo citar a Sutherland (1958), Butcher

(1962), Veda (1971) y Chasin (1972).
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3.2.3. Interaccibn entre histamina y teofilina en cadena tra-

gueal de cobayo.

Animal de experimentacidn:

Se utilizaron cobayos Dunkin-Hartley machos de 500

a 700 gramos de peso.

Programacién del experimento:

El montaje de 1la preparacién de la cadena traqueal
de cébayo fué (Castillo, 1947) ya descrita en el apartado expe-
rimental: 3.2.1-b, y la cinética de la combinacién férmaco-re-
ceptor ségﬁn Schild (1947).El agonista en este caso es la his-
tamina, y el antagonista la teofilina. Primeramente se hace una
curva dosis-efecto con el agonista; seguidamente se afiade el an
tagonista en el bafio y en presencia de este antagonista se repi
te la curva dosis-efecto con el agonista; este proceso se repi-
te en presencia de diferentes concentraciones de antagonista,
en nuestro caso de 2 x 107 M, 4 x 1077 M y 8 x 10"5 M, de teo-
filina; se miden las diferentes contracciones halladas en pre-.
gencia y en ausencia de antagonista, dibujando la grAfica y ha-

llando el valor pAx 6 pDx segin sea la misma. Fig. 30.
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A)

-] - =7
Respuestes a la concentracién de histemina de 5 x 10 8 10 7, 2 x 10

y
4 x 10~7molar. Contreccién de la cadena tragueal de cobayo.

1 -

8)

Respuestas a las mismas concentraciones de histamina en przsencia de
teofilina 4 x 10-Smolar.

Fig. 30
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3.2.4, Diferencia entre un blogueo de receptor a nivel de la

membrana sinéptica (mepiramina), con un inhibidor in-

tracitoplasmético (téofilina) eﬁiei antagonismo de la

reaccién de Schultz-Dale, con medida de la liberacidn

de histamina.

Animal de experimehtacién.

Se utilizaron cobayos tricolores machos de 350 a

500 gramos sin considerar una cepa definida.

Descripcién del método.

- Sensibilizacién.

Los animales se sensibilizaron con alblmina de hue-
vo a 20 mg. K-l, disueltos en I ml., de suero fisiolégico, el
cual contenfa 5% de adyuvante incompleto de T'reund; se inyec
taban 0.5 ml intraperitoneal y 0.5 ml subcuténea el primer A
tercer dfas. A los 20 dias se volvian a administar 10 mg/kg de
ovoalbimina con las mismas condiciones, pudiéndose utilizar es-
tos animales para la experimentacién a partir de 10 diss de es-

ta 0ltima administracibn, ILa sensibilizacibn es persistente.

- Reaccidén de Schultz-Dale.
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Una vez sensibilizado el cobayo, se extrae el ileon
Yy se lava con Tyrode (el montaje esté descrito en el apartado ex
perimental 3.2.1-a), con la peculiaridad de que se le afiaden al
bafio 10 c¢cm mis de ileo para obtener una mayor cantidad de hista

mina liberada. E1 proceso es el siguiente:

Dejar reposar 5 minutos y lavar la preparacibn. A
un minuto recoger el liquido nutricio control; una vez fuera
del bafio se le afiade la ovoalblmina: 10 xg/ml. Rellenar y espe-

1 4e ovoalblmina; esperar el re-

rar un minuto; afadir lQ/pg ml”
gistro de la contraccién y a los dos minutos de afiadir el anti-
geno se recoge el liquido nutricio problema. Como consecuencia,
tenemos dos liquidos nutricios con idénticos ingredientes; 1la
unica diferencia es que, uno de ellos ha estado presente duran-
te el shock anafiléctico 'y el otro no. Cuando valoramos los
fArmacos, el ciclo s8blo se modifica en que éstos se afiaden un
minuto antes del antigeno -en el caso del liquido nutricio pro-

blema- o una vez recogido, en el caso del liquido nutricio con-

trol.Fig.31.

-Medicidn especfrofluorimétrica.

Se siguibé el método simplificado de Shore (1959).
Entendemos por solucibn inicial, el 1liquido nutricio control o
problema (Tyrode), y también, la solucibédn madre de la histamina

disuelta en agua desgstilada.

a). Procedimiento:
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Ileo sin tratamiento Ileoc con tratamiento

Registro de la

““"'__F- presencia o no de
la reaccién de
Schultz-Dale
Lfquido pu- Lfquido nu- Liquiddé mnu-- Liquido nu- Medida espectrofo
tricio con- tricio pro- tricio con- tricio pro- tofluorimétrica
trol ¢ ovo- blema trol 4+ ovo- blema - de la liberacién
albimina . . albimina 4 de la histamina,

f&rmaco.

Fig. 31. Esquema del proceso; registro de la reaccién de Schultz-Dale y medi
da espectrofluorimdtrica de la histamina liberada del {leo, en el

liquido nutricio. :
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- 6 ml de soluciébn inicial + 1.2 ml de TCA al 30%; de
jar éongelar 30 minutos.
- Agitar y centrifugar durante 10 minutos a 2000 r.p.m.
- Tomar 0.5 ml.
- Afiadir y agitar sucesivamente:
eeo 0.5 ml de H20.
.. 0.2 ml de NaOH 1N,
«vs 0.05 ml de OPT (5mg/ml en metanol)
-~ Esperar 4 minutos.
~ ARadir 0.2 ml de 4c. citrico 2M,

- Leer en el espectrofluorimetro a los 30 minutos,

b). Condiciones del espectrofluorimetro:

~- Excitacién: 358 nm.

- Emisidn: 446 nm,

~ Egcala: 0.3-1.

- Rendijas A y B: 2 mm.

- Rendijas mbviles: 1 mm.

- Rendijas fotomultiplicador: 2 mm.

~ Voltaje: 0.8 Kv.

Programaciédn del experimento.

'Se buscan-las concentraciones molares del férmaco

que inhiben la respuesta de Schultz-Dale alrededor de un cien
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por cien, la del cincueﬁta por cien y la que no inhibe. Se reco
ge el 1fquido nutricio y se sigue el método para evidenciar 1la
nistamina liberada, que estard en relacién con el peso en seco
del iieo utilizado y los mililitros totales de liquido nutricio;
las lecturas épticas se hacen por triplicado y de cada flem con
trol o tratado, se hace una curva patrédn con histamina a 10, 20
¥y 50 ng/ml, para evitar las posibles interferencias con el fér-
maco utilizado. Al ser diferentes las medidas épticas del liqui
do nutricio obtenido, en nuestro caso utilizibamos un bafic de
20 ml, y finalmente se relacionaba con el peso seco del {leo y
se hallaba el valor proporcjonal a 100 mg de peso en seco de

{leon.Ver ejemplo: Tabla 10 y Fig. 32.
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100 mg 1lec seco

‘Ileonsin Ilaonsin
tratamiento Ileos tratados tratamiento
Control A Teofilina Teofilina Teofilina Control 8
0.25 mM 0.5 mM 1l oM
L{guido nutricio 30 a7 as 50 a5
control 31 33 41 56 30
a3 34 46 49 32
Hist. 69 74 76 81 72
long/ml 72 71 78 79 72
Rectas 73 73 eo a3 ;1]
atrén
o Hist, 110 105 120 125 118
hista— 20ng/ml 115 118 122 120 115
mina 108 117 115 117 114
Hist, 229 225 232 241 235
S0ng/ml 234 238 237 228 228
230 229 237 231 231
Liquido nutricio 71 76 60 53 79
problema 74 20 61 56 8l
74 73 57 50 75
~Aeaccidn de Schultz-
Dale D, S
~Peso en seco del 360 a7z 310 410 330-
ileo en mg ‘
-ng de histanina ha- 10,3 9.8 4.6 0.6 11.3
llados con respecto
& su recta patrén
~ng histamina totales 412 ag2 184 24 asz ’
~ng de histamina por 114 - 105 59 &6 137

Tabla 10
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250 |

200 4

150 1

100 1

Control A
y=3.99x 4 31.3

c=0.99

ng histamina m1-1=10.3

250 A

150

100 4

[SX Y———,

I

Teofilina O.5mM
y=3.85x 4 41.9
c=0.99

ng histamina ml11-4.5

100 A

50 1

Control B
y=3.98x 4 32.9
c=0.99 1

ng hist. ml "=11.3

10 20 a3 ab s0

250 |
200
150 A
Teofilina 0.25mM
100 1 y=3.92x + 34,01
c=0,99 _
50 - : ng his. ml "=9,8
i
]
i
1 I T L JiL )
10 20 30 a0 50
250
200 7
150 |
Teofilina 1mM
100 y=3.68x + 48
c=0.99 _
50 ng hist, ml =0.8

1w 20 3 a4 sd

Ordenades: Concentracién solucidn
inicial. ng histamina
mit

Fluorescencia (unid.
arbitraries)

Abeises:

Fig. 32.

Rectas patrén espsc{ficas para ceda ileoc segin su tratamiento o no, hallan
do ng de histamine liberade y evitando interferencias, -
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3.2.5. Aplicaciones del aumento del AMPc intracelular en proce-

sos alérgicos y asmlticos. Anafilaxia cuténea pasiva en

la rata.

Animal de experimentacidn.

Se utilizan ratas Wistar machos de 150-170 gramos
de peso, rasuréndoles -previamente al experimento- el dorso.Se

randomizan el tratamiento y la inyeccién intradérmica.

Descripci6én del método.

- Obtencidn del suero sensibilizado.

Se sensibilizan los animales con ovoalbimina a do-
sis de 20 mg Kg'l disueltos en suero fisiolégico, conteniendo
un 5% de adyuvante de Freuﬁd; se inyecta 1 ml en total entre la -
via intraperitoneal y subcuténea en los dias uno, tres y quince.'
Se sacrifican el dfs veintidbés, recogiéndoles le sangre de la
arteria sorta, previa snestesia con éter. Las condiciones para
obtener‘el suero de rata sensibilizada deben de ser rigurosas,
ya que os diffcil una buena sensibilizacibédn. Existen comproba-
ciones previas antes de sacrificar a todos los animales, tales
como la reaccién de Schult-Dale con el mismo antigeno, o la pre
cipitacién antigeno-anticuerpo para determinar con mayor exacti

tud en qué momento debs de recolectarse el suero sensibilizado.
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- Procedimiento.

A los cero minutos se administran los fArmacos por
via oral disueltos en metilcelulosa al dos por cien, o sblo el
disolvente, seQﬁn fuera el programa del experimento. A laos sesen
ta minutos se inoculan por via endovenosa (por las venas de la
cola) 0.5 ml de una disolucibn de suero fisiolbgico que contiene
el 0.5% de azul de Evans y el 0.05% de ovoalbGmina. Inmediatamen
te después de esta dosificaciébn se inyectaban intradermicamente
en el lomo 0.05 ml de suero sensibilizado ~en nuestro caso se di-

solvidé a 1/8 (un octavo)-.

Debe buscarse una lesién dérmica subméxima, escogien
do previamente la disolucién del suero sensibilizado, y otra in-
tradérmica de 0.05 ml de Histamina a 100 A-g m17L, A los 90 minu
tos, se sacrificaban los animales y se les cortaba la piel del

dorso.

El é4res lesionada ofrece una nitida tincién azul,

valorando su tamafio segfin la férmula:

l2
Aznd_"'_ii'_
m
siendo:
A: el é&rea

d y 4°: los diferentes diémetros.



hh

4.- RESULTADOS.
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4,1. PROPIEDADES IN VITRO DEL ATP Y AMPc. DISIMILITUD CON
NAUROTRANSMISORES. ’

4,1.1. Ileon de cobayo.

TABLA: 11.

Se buscéd la curva dosis-respueste para comparar ac-
tividades entre los compuestos: acetilcolina, adrenalina, AMPc

y ATP, utilizando cuatro animales por experimento.

A las dosis utilizadas no se detectan efectos mesu-

rables con adrenalina ni tampoco con los compuestos ATP y AMPc.



COMPUESTO

Dosis

joncen { racion

Nl

cont raccion
ileo en ecm

*fe

contraccion

molar Experimentos| m. +es. ;::2:::0
Acetilcolina 108 4 0,30,09 4
Acetilcolina 2 x10° 4 0,6 2003 7
Acetilcolina 6 x10° 4 1,109 14
Acetilcolina 8 x10° 4 3,504 43
Acetilcolina 1,6x107 4 5, 80,6 72
Acetilcolina 3,2 x 107 4 7,809 96
Acetilcolina 6,4 x107 4 8,01 99
Acetilcolina 1,2x10° 4 8,109 100

TABLA 11

9w
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4,1.2. Cadena traqueal de cobayo.

TABLA: 12.

Se observa una clara contraccién por parte de la

dcetilcolina y una manifiesta relajacidn con la adrenalina.

No hay respuestas apreciables a las dosis utiliza-

_das de AMPc, ni con el ATP.



Dosis Nt Efecto o,
COMPUESTO concentracion Experimentos en ::m. Modificacién
molar mtes
CONTRACCION
1¢® 3 0,3:002 | A 14
ACETILCOLINA P
3x10 3 1,2:009 |A 55
107 3 2,2:01 | A 100
RELAJACION
1678 3 0,6:007 || 21
ADRENALINA "
3x10 3 1,6+03 || 50
107 3 2,8:05 || 100

TABLA 12

e
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4.1.3. Aurficulas de cobayo.

TABTA: 13.

En este experimento fué donde se detectd mayor ac-
tividad por parte del ATP y AMPc, pero sin alcanzar la nitidez
de los otros dos neurotransmisores (acetilcolina y adrenalina).

Lasg dosis de estas dos Gltimas fueron mucho menores.

La adrenalina es cronotrépica e inotrbpica positiva
¥ la acetilcolina, ATP y ANMP ciclico tienen accibén cronotrépica

e inotrépica negativa.



CRONOTROPISMO INOTROPISMO
Dosis N P}Jlsocio'n P‘ulsucio'n Diferencia A Amplitud Ampm‘ud Diferencia %
COMPUESTO fcorcanrania, A e o craga | raencia e Lot Joniraceion ,
molar  hog m.ses. | m, ses. : Modficocion}! m, ses. | m. s es Modificarion
Acetilcolina |3x 109 5 |162:14 [158 27 -4 2 9,5 20,7 8:06 | -1.5 16
| Acetitcolina 1078 5 |168215 141212 | 227 16 8 :09 |55:03 [ -25 31
Acetilcolina [3x10°® | 5 [156:9 [11610 | -40 26 9:06 | 2:01 | -7 78
Adrenaling |1078 5 [157:11 [165:9 | +12 § |8,5:07 | 10203 | +15 18
Adrenalina |3x10°8 { 5 1142:9 [177:8 | 35 25 8:08 | 12:04 | ¢4 50
Adrenalina [10°7 5 [159:12 (208210 | +4 9 3 8205 [ 15206 | 7 88
AMP, 107° 5 |147:8 [145:7 | -2 1 8:06 | 8:08 ) — —
AMP 108 | 5 |156210 [1a7ent | -9 6 9:06 | 8207 | -1 1
AMR 10 5 [159:1 (144212 | -15 9 8:05 | 5:03 | -3 38
ATP 107 5 |151+7 |148 26 -3 2 9:06 {8,5:03 | -05 6
ATP 3x10° | 5 M47e9 13429 | -13 9 8:03 | 6202 | -2 25
ATP 10°° 5 [139:6 | 18210 | -21 15 9:04 |4,5:009 | -45 50

TABLA 13

0S
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4.2, TEOFILINA COMO INHIBIDOR DE LA FOSFODIESTERASA Y FOSFATASA
ALCALINA. METODO ENZIMATICO-COLORIMETRICO (MOLIBDATO/VANA-
DATO).

4.2.1. Reaccién del AMPc a Adenosina.

TABLA: 14.
HISTOGRAMA: 1.

En la tabla 14 se detallan las dosis y nimero de ex
perimentos realizados, asi como las cantidades de f6sforo encon
trado, valorando su significancia estadistica por el test de la

"t" de Student.

En el histograma 1, se representa la inhibicién cau

sada por la teofilina a las diferentes concentraciones.



DOSIS Fdsforo .
Namero 1 o - t
Concentrac. /g mi
molar Experimenos| mz2e.s. Inhibicidn Student
Controt 5 45,8:0,4

e 5

Teofilina 10 5 3,1:06 35 p¢0,05
4

Teofilina 10 5 1,8206 62 p¢ 0,01
- -3

Teofilina 10 5 0,7 204 85 p<0,001

TABLA 14

A



INHIBICION DE LA TEOFILINA A LA
FOSFODIESTERASA Y FOSFATASA

ALCALINA
1004

Inhibicién
[3)]
Q

i

e

1M | 10°m | 107w

HISTOGRAMA 1, Concentracién de Teofiling
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4,2,2. Reaccibn del 5°AMP a Adencsina.

TABLA: 15.

Los resultados en este experimento vienen determina

dos por los valores de fésforo obtenidos segiin la reaccibn:

5°AMP + H,0 Fosfatasa alcalina_, pqenosina + Pi

Estadisticamente. aplicando un método paramétrico,

obtenemos unas diferencias altamente significativas.



Dosis N* Fésforo o, “ e
concentracidn o rnl'1
motar Experimentos mees. [nhibicidn | Student
Control 4 3,31:(0,2
Teofilina 107 4 062009 81 |p¢0,001

TABLA 15

SS
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4.3. INTERACCION NO COMPETITIVA ENTRE HISTAMINA Y TEOFILINA.
VALOR DEL pDé EN CADENA TRAQUEAL DE COBAYO.

TABLA: 16.
FIGURAS: 33 y 34.

En la tabla 16, podemos observar que la histamina
no logra la eficacia o actividad intrinseca en presencia de teo

filina; ello nos indicard que actfian a diferente receptor.

En la figura 33, observamos un tipo de gréfica que
representa una interaccién no competitiva entre la teofilina y

la histamina.

En la figura 34 se muestra el PDé de la teofilina

(antagonista) con respecto a la histamina (agonista). pDé= 4.4,

Nota: En la Tabla 16, % inhibicibn es: ¥ inhibicién respuesta

méxima.



Dosis respuesta
solo a agonista

Dosis . | [conTracciones | [Teofitina:2x1G°M | [reofiting :4x10™° M | [Teotitina: 8x10°M
Agonista| N

Histamina | SR m.c:n:.s. RZ;Q m.c;n s, RZ;p_ m.c::.s. R;I;p. m.C::-S- R;:n
25%107¢ | 4 []043:001]16 ||036:006] 13 |[|0062005] 2 0:00 | —
5x10°8 | 4 ][063:008]24 |[0,46:005|17 |]|02:002| 7 000 | -
10 4 |11,3:005(50 |[1,16:006) 44 |l0,56:01 | 21 0:00 | —
2x107 | 4 |{23:01 |88 || 21:012 80 |[1,23:006(47 ||003:003] 1
4x107 | 4 2,6:008 100 | [233:01 |89 || 1.5:011 | 57 || 0,1:005| 3

TABLA 16

13
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100 % respuesta méxima Sin antagonista

Presencia d= antagonista
2 x 10°5M de teofilins

4 x 10°°M de teofilina
50

1

i

!

:

! -5

l L — 8 x 10 "M de teofiline

1078 10”7 1078

Concentracidén del aegonista

Fig. 33, Este tipo de gréfica represents una inturaccidn no compztitive entre le
teofilina y la histemina.

100 4% inhibicidn

3.4 x 1078

2%10-5 ax10-5  8x1072

-lag 3.4 x 1075, D",

Fig. 34, E1 pD’, de la tsofilina {antagonista) con respecto s la histamina (eyun
ta)pD "5ed.4, .
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4.4, DIFERENCIA ENTRE UN BLOWUEO DE RECEPTOR A NIVEL DE LA MEM
BRANA SINAPTICA (Mepiramina) CON UN INHIBIDOR INTRACITO-~
PLASMATICO (Teofilina). VALORANDO EL ANTAGONISMO DE LA
'REACCION DE SCHULTZ-DALE CON MEDIDA DE LA LIBERACION DE
HISTAMINA EN EL ESPECTROFLUORIMETRO.

TABLA: 17.
HISTOGRAMAS: 2,3,4 y 5.

En la tabla 17, observamos el blogqueo a nivel de re
ceptor de la mepiramina sin gue logre impedif la liberacién de
histamina. En cambio, la teofilina inhibe la liberacién de his-

tamina y el shock anafiléctico.

En los histogramas, comprobamos el bloqueo a la réag
cién de Schultz-Dale tanto de la teofilina como de la mepiramina
a sug respectivas concentraciones. En cambio sélo teofilina in-~

hibe la liberacién de histamina.



It.
Student
*p (005

Shultz-Dale Liberacién de Histamina
N Dosis " ngHistami4
Dosis ovoalbumi- papor100mg.
Experimeniodnaug/mi | Inhibicion |lleo mee.s.| Inhibicion
Control - 5 10 — 1411t —_
Teofilina 25x10% | 3 10 25 137239 3
Teofilina 5 x 107 3 10 66 (110212 | 22
Teofilina 103 M 3 10 79 264224 83
Control - ) 10 —_ 13418 -
Mepiramina {10 M 3 10 19 |130:6 3
Mepiramina  [107% M 3 10 61 124231 7
Mepiramina  |107 M 3 10 100  |140215 0

TABLA 17

oJ



ACCION DE LA TEOFILLINA 6l
1001

Reaccion de Shuliz-Dale

-
e
.2 504
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S

25x10%°M {510 M | 1073 M
HISTOGRAMA 2. cConcentracién de Teotiling
100 {
Histamina Liberada

c

©

.2 50

o

K =t

c

2,5x107*M -
= 5x10°M|  10M

HISTOGRAMA 3. Concentracion de Teofilina
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ACCION DE LA MEPIRAMINA

Reaccion de Shultz-Dalel

10° M 108mM | 107 M

100-‘

Inhibicion
(3]
Q

s

HISTOGRAMA 4, Concentracidn de Mepiramina

Liberacidn de Histamina

100% M

-9
LM w7

HISTOGRAMA & cConcentracién de Mepiramina
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4.5. APLICACIONES DEL AUMENTO DEL AMPc INTRACELULAR EN PROCE-
508 ALERGICOS Y ASMATICOS. .ANAFILAXIA CUTANEA PASIVA EN
LA RATA. ESTUDIO DE LA DIFERENCIA DE ACTIVIDAD ENTRE UNA
XANTINA (Teofilina) Y UN ANTIHISTAMINICO (Mepiramina).

TABLA: 18.

La teofilina inhibe con mayor uniformidad tanto a
la histamina como al suero sensibilizado; en cambio la mepira-

mina tiene una clara preferencia por inhibir a la histamina.

Se ha valorado la significancia estadfstica con un
modelo no paramétrico, observando las diferencias generales con '
el Kruskal-Wallis y comparando individualmente el grupo control

con el tratado con el test de‘Ménn—Whitney e,



|U~

® P 0,05
*ep<0,01

Dosis Ne Area lesionada en mmf
COMPUESTO . kg Histamina | % |Suero sensibii]
RO, Amimates | oo Nonibief799% 18 Hnibic.
Control — 12 39 3 — 144,142 —
Teofilina 10 12 34 21 14 |37 323 15
Teofilina 30 12 27 £344 | 31 [31,622,, | 28
Teofilina 100 12 26344 | 34 129,722,. | 33
Contro| — 12 39 +4 — (41,127 | —
Teofilina 30 12 27 2, 32 |28,5%24e | 31
Mepiramina 3 12 282, 28 137,0:3 10
Mepiramina 10 12 22:3,, | 4h [334:34 | 19
Mepiramina 30 12 16:1,, | 58 28,822, | 30

TABLA 18

4
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5.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS.
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S. 1. PROPIEDADES "IN VITRO" DEL ATP Y AMPc. DISIMILITUD CON
NEUROTRANSMISORES.

Mediante experimentos "in vitro” se diferencia 1la
actividad de los principales neurotransmisores del sistema auto
némico a nivel post-ganglionar: acetilcolina (primordialmente
parasimpético) y adrenalina (fundamentalmente simpético) con res

pecto al ATP y al AMPc en algunos tejidos de cobayo.

.

Se han seleccionado varios tejidos con diferentes y
contrarios efectos para poder comparar la accifn de dos neuro-
transmisores tipicos con los dos adenin-ribonuclebtidos més ca-

racterizados.

Los derivados adenflicos no logran la actividad in-
trinseca o eficacia de la adrenalina ni de la acetilcolina, aun
que las dosis sean unas mil veces superiores a las de los neuro

transmisores.

5.1.1. 1leon aislado.

Las contracciones con acetilcolina son evidentes a
la dosis de 1078 M. La adrenalina no es valorable en este méto-

do. Las respuestas al AMPc y al ATP no son evidentes a estas do
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sis, siendo necesario utilizar concentraciones de 10 a 100 AM
de estos compuestos para unas respuestas con una eficacia mucho

menor (Anadén, 1976).

5.1.2. Cadena traqueal.

La acetilcolina contrae a unas dosis de 10—8 M; a
esta misma dosis la adrenalina relaja. Con los adenin-ribonu-
cledtidos, no hay actividad a estas concentraciones. Brown en
1979, empieza a ver unos leves efectos a las dosis de lOA/ﬁM.

con leve tendencia miorrelajante.

5.1.3. Auriculas de cobayo.

Las diferencias aqui se patentizan alin mis. Son ne-
cesarias dosis diez mil veces mis altas de ATP y AMPc para com
parar sus actividades sin llegar a la eficacia de los neurotrars

misores humorales.

Los adenin-ribonuclebtidos, al igual que la acetico
lina,se comportan cronotrépica e inotrépicamente negativos (Co-
llis, 1981, también observd este efecto); no en cambio ia adre-
nalina que aumenta tanto el ritmo como la amplitud de la auricu

la.
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5.2, TEOFILINA COMO INHIBIDOR DE LA FOSFODIESTERASA Y FOSFATASA
ALCALINA. METODO ENZIMATICO-COLORIMETRICO.

Es conocida la actividad de la teofilina como inhi-
bidora de la fosfodiesterasa: Bertelli (1973) y Kramer (1977).
Se ha querido comprobar cudl es el comportamiento de este férma
co en un sistema multienzimético, donde los principales substra
tos fuesen derivados adenilicos, viendo en qué modo modificaba

o inhibia estas reacciones enziméticas.

Como se ha visto en la metodologia el desarrollo del
método enzimdtico no es suficiente; se observa la accién de la |
fosfodiesterasa, pero no se detecta la inhibicién por la teofi-
lina, ya que hay una superposicién de las curvas espectrofotomé
tricas, por lo tanto la lectura de inhibiciones se hace errénea
0 poco rigurosa, ya que su absorbancia estd por encima de la pro
porcionalidad entre concentracién y lectura éptica; ello explica
la poca sensibilidad de este método, resultando poco apropiado
para valorar esta accibén al no precisar con nitidez la interac~
cién existente entre enzima-substrato. Debido a ello, e8 necesa
rio ~ dado el primer paso enzimAtico - colorearlas segin el mé-

todo de Zilversmit (1950) (molibdato/vanadato).

Hay una clara inhibicién de la xantina (teofilina)

a la fosfodiesterasa-asi como a la fosfatasa alcalina.
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Se ha utilizado la "t" de Student para comparar es-
tadisticamente los grupos tratados de los no tratados, existien
do una clara diferenciacién entre ellos; llegando a las dosis

de teofilina de 10—3 M a diferencias muy significativas: p(0.00l.

Se observa que la teofilina no es una inhibidora es
pecifica de la fosfodiesferasa, sino que también inhibe a 1la
fosfatasa alcalina. Croce (1978), ya advirtié que las xantinas
sustituidas bloqueaban a la fosfatasa alcalina. La pequefia dife
rencia de niveles de fésforo encontrado entre-el primer experi-
mento y el segundo, lo atribuimos a que partiendo de la misma
concentracién molar tanto de AMPc como de 5°AMP, y conteniendo
una molécula de fésforo cada uno, son sus pesos moleculares dis
tintos, y al valorar el contenido de fésforo en/&g ml—l, halla-
mos menos fésforo en el 5°AMP, ya que su peso molecular es mayor

y proporcionalmente contendri menos fésforo.
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5.3. INTERACCION NO COMPETITIVA ENTRE HISTAMINA Y TEOFILINA.
VALOR DEL pDé EN CADEN TRAQUEAL DE COBAYO.

Murad (1974), expone los mecanismos de accién de al
gunos broncodilatadores en la cadena traqueal, relaciondndolos
con el metabolismo de los nucledtidos ciclicos; previamente ha-
bia demostrado la existencia de los mismos en incubaciones de
la cadena traqueal de cobayos. Lohmann (1977) observa que la
teofilina, entre otros férmacos, relaja la cadene traqueal; Cre
ese (1980), d4 a .conocer el mecanismo de accidén de la histami-
na en la cadena traqueal de cobayo.Con el disefio de este experi
mento se pretendia valorﬁr el comportamiento cinético de la teo
filina y la histamina en la cadena traqueal de cobayo para = po-
der conocer s8i su interaccibén era competitiva o nokcompetitiva

y de ese modo ver si actfian en el mismo o diferente receptor.

La respuesta del agonista histamina ‘en presencia de
teofilina, no logra su eficacia aunque sumentemos considerable-
mente su dosis. Nos ofrece una representacién tipica no competi
tiva entre teofilina e histamina, cuyo pDé es 4.4, preconizando

la diferencia de receptores entre estos dos férmacos.
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5.4. DIFERENCIA ENTRE UN BLOQUEO DE RECEPTOR A NIVEL DE LA MEM-
BRANA SINAPTICA (Mepiramina) CON UN INHIBIDOR INTRACITOPLAS
MATICO (Teofilina), VALORANDO EI, ANTAGONISMO DE LA REACCION
DE SCHULTZ-DALE CON MEDIDA DE LA LIBERACION DE HISTAMINA EN
EL ESPECTROFLUORIMETRO.

Schultz (1910) y Dale (1913), demostraron una reac-
cién anafildctica "in vitro", en la cual el fleon de cobayo res
pondfa solamente con el ant{geno especifico, con el que habia si
do previamente sensibilizado el cobayoc. Schild (1$36), valoréd
que estsa respuesfa de contraccién del fleon de cobayo sensibili
zado (reaccibén de Schultz-Dale), iba acompafiada de una liberaciébn
de histamina. Dale (1970) mesurd la cantidad de histamina libera-
da por el {leon de cobayo en esta reaccibén, a los diferentes
tiempos y dosis de antigeno. Llupi& (198l1) diferencid el compor-
tamiento de algunos fArmacos ante la reaccién de Schultz-Dale y
su liberacién de histamina. Este ensayo fué disefiado especialmen
te para diferenciar los diversos modos de accibn de la teofilina

y la mepiramina,

Con mepiramina blogqueamos complzstamente la contrac-
cién pero no la histamina liberada; con teofilina hay una inhi-
bicién casi completa de la contraccibn y de la liberacidén de his

tamina.

Utilizamos el test paramétrico de la "t" de Student
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para diferenciar estadisticamente estos grupos. Hallamos valores
significativos s6lo en la inhibicién de la liberacién de histami

na a dosis altas de teofilina: l,()"3 M.
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5.5. APLICACIONES DEL AUMENTO DEL AMPc INTRACELULAR EN PRO-
CESOS ALERGICOS Y ASMATICOS. ANAFILAXIA CUTANEA EN RA-
TA. DESIGUAL ACTIVIDAD ENTRE UNA XANTINA (Teofilina) Y
UN ANTIHISTAMINICO (Mepiramina).

Koopman (1970) y Parker (1973), han insistido en la
influencia de los adenfin-ribonuclebétidos en las reacciones ana-
fildcticas; Austen (1975), ha observado que si el nivel de AMPc
es alto, inhibe la liberacién de histamina y otros mediadores

de accidén anafilBctica.

En este experimento hemos querido diferenciar entre
el efecto por anafilaxia cutédnea pasiva seg(n Ovary (1963) y la
lesidén cuténea de la histamina, comprobando el efecto de un in-
hibidor del metabolismo adenilico (teofilina) y un antihistami-

nico (mepiramina), y esto porque:

12.~ Es un método clésico para deteciar actividades
rntagonistas a determinados férmacos, Fn este caso lo utilizamos
para observar como una xantina, que aumenta los niveles de AMPc,

hace disminuir las lesiones cutdneas anafilélcticas.

29,— Las lesiones cuténeas producidas por histamina
y por el antigeno son inhibidas con parecido paralelismo por la
teofilina; en cambio hay una clara afinidad de la mepiramina pa
ra bloquear la lesidn por histamina, siendo mucho mencs eficaz

para la anafilaxia cutéinea pasiva.
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Se ha utilizado un test estad{stico no paramétrico,
yé que las lecturas de las dreas lesionadas es subjetivo y pue-
de existir excesiva variabilidad; aunque el experimento esté ran
domizado, se considera mAs adecuado: el uso de estos modelos por-
que es de mayor rigurosided, Primeramente se vié la existencia
de diferencias entre todos los grupos hallando la'?ﬂ;de Kruskal-
Wallis y seguidamente se diferencié grupo por grupo con el test

de Mann-Vhitney viendo sus niveles de significancia estadistica,
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6,- RESUMEN Y CONCLUSIONES.
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Considerando estos resultados, llegamos a las sigﬁieg

tes conclusiones:

Primera

Segunda

Tercera

conclusién:
Las dosis de los neurotransmisores utilizados - tanto de

adrenalina como de acetilcolina -~ en las pruebas "in vi-

"tro" realizadas: Ileon, cadena traqueal y auricula de co

bayo, vienen a ser de unas mil a diez mil veces menores

que las de los derivados adenilicos.

conclusién:
Los adenin-ribonucleétidos no logran la actividad intrin

seca o eficacia de los neurotransmisores.

coneclusién:

Dada 1la poca actividad de los adenin-fosfatos a nivel de
la membréna celular, se ha utilizado una xantina (teofi-
lina)} relacionadea estructuralmente con los adenin-ribonu
cledtidos, pues poseeun anillo pirico y funcionalmente
inhibe la fosfodiesterasa, quedando de este modo aumen-

tados los niveles de AMPc.

Cuarta conclusién: -

Este mismo fArmaco, la teofilina, también inhibe a la fos
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fatasa alcalina - enzima que cataliza el paso de 5 ANP
a adenosina - implicando por tanto un incremento de los

adenin-fosfatos.

Wuinta conclusidn:
Valorando el pD; de accién no competitiva entre la hista
mina y la teofilina a nivel de la cadena traqueal de co-
bayo, se deduce que los receptores para cada una de estas

substancias son diferentes.

Sexta conclusidn:
Valorando la reaccibén de Schultz-Dale y la medida espec-
trofluorimétrica de 1la histamina liberada, determinamos
que el mecanismo de accidén de un antihistaminico Hy con-
siste en el bloqueo de este receptor, mientras que la ac-
cibn de la teofilina estriba en impedir la liberacibn de

la histamina.

séptima conclusidn:
£l aumento intracitoplasmético de 1ns adenosin-fosfatos,
frena la liberacidén de histamina; por lo tanto, conlleva

propiedades antianafilicticas.




Octava conclusiébn:
Las lesiones por anafilaxia cutdnea pasiva en rata que~

dan inhibidas cuando los niveles de AMPc estin aumentados.

CONCLUSION GENERAL:

For todo ello, podemos dar mayor credibilidad o conside-
rar mids acertada la teoria de Greengard (1978) que, acep-
tandovla gran importancia de estos adenin-ribonucleétidos,
los propone no como neurotransmisores, sino como mediado-

res y moduladores intracitoplasmlticos.
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