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1.- JUSTIFICACION. 
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Al ATP, clAsicamente se le ha otorgado la funci6n de 

suministrador energetico para las diferentes transformaciones me 

tab6licas celulares. Actualmente son bastantes los autores que ~ 

demas, lo proponen como posible transmisor humoral. Holton (1959) 

lo considera neurotransmisor de las fibras sensitives primaries. 

Burnstock (1972), aport6 pruebas importantes, afirmando que el 

ATP y sus derivados, podrian actuar como neurotransmisores inhi­

bitorios en el aparato gastrointestinal, donde supone que es li­

berado en. algunas fibras postganglionares que nacen en el plexo 

de Auerbach. Silinsky y Hubbar (1973), consideran que tambi~n se 

liberan en los sinaptosomas de fibras nerviosas somatieas. Si- · 

guiendo estos autores,son muchos los que todavia dan por valida 

esta funci6n de los adenin-ribonucle6tidos, tambien denominados 

deri vados adenilic·os o adenin-fosfatos ( Garcia-Diez y Morales 

Olivas, 1978) (Tomas, 1981). 

Paralelamente a esta hip6tesis, se considera a los a 

denin-ribonucle6tidos s6lo como mediadores y moduladores intraci 

toplasmaticos, cuya acci6n seria aportar energia para los proce­

sos celulares, tales como: Fosforilizaci6n oxidativa, trabajo m~ 

canico, sintesis de compuestos quimicos en toda la celula, cambios 

a corto plazo en la permeabilidad i6nica de la membrana (Webb 

vohnson, 1977; Greengard, 1978), y explican el comportamiento­

- a vecee contradictorio - de los neurotransmisores cl!sicos 

en el sistema auton6mico, no por la acci6n directa a nivel de la 
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membrana celular del ATP, sino por una interacci6n entre varios 

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

Partiendo pues de estas dos teorias , se han recopil~ ··· 

do bibliogrAficamente los conceptos bAsicos de c6mo actuan los 

neurotransmisores; la regulaci6n genetica y enzimAtica, junto ~ 

con la interacci6n fArmaco-receptor, para delimitar las funcio­

nes y lugares de acci6n de los adenin-ribonucle6tidos, as! como 

sus posibles aplicaciones derivadas de sus efectos funcionales. 

Realizando a con~inuaci6n un estudio experimental 

comparativo de los mecanismos de acci6n de los adenin-ribonu­

cle6tidos y los neurotransmisores del sistema nervioso.vegeta­

tivo, asi como sus posibles aplicaciones al ser modiiicados. 



2.- REVISION BIBLIOGRAli'ICA. 
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ACTIVIDADES DE LAS NUCLEOPROTE!NAS. 

Uno de los grupos que constituyen los proteidos son 

las nucleoproteinas; est~n formadas por un componente proteinico 

y un grupo no proteinico o grupo prostetico. Se denominan nucle2 

proteinas porque forman una gran parte del material nuclear de 

las celulas, aunque tambien existen en su citoplasma, especial­

mente asociadas a los ribosomes. 

Su actividad esta intimamente relacionada con la sin­

tesis proteica, con la divisi6n celular y con la transmisi6n de 

factores hereditarios. 

Los sitemas de control tanto geneticos como enzimati­

cos, tienen una especial importancia para regir las concentra-­

ciones intracelulares de este grupo; sus niveles de concentra­

ci6n ser~n los que regularan 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 estan el agua, alcalis diluidos, soluciones de c1oru­

ro s6dico y soluciones amortiguadoras de pH entre 4 y 11. Una 

vez extraida se puede precipitar con soluciones saturadas de sul 

fato de amoniaco o con cloruro de calcio diluido. 
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Cuando la nucleoproteina purificada se hidroliza por 

acido, opor la acci6n de las enzimas,se desdobla en varios cons 

tituyentes: En un primer paso en los ~cidos nucleicos (polinu­

cle6tidos), y el grupo proteico, formado principalrnente por hi~­

tonas y protaminas. Siguiendo cuidadosamente con la hidr6lisis 

acida los polinucle6tidos se desglosan en mononucle6tidos; si a 

estos se les sustrae el acido fosf6rico queda el nucle6sido. E~ 

tos nucle6sidos estan formados por una'base nitrogenada (purica 

0 pirimidica) y un azucar (ribosa 0 desoxirribosa). 

Las principales bases puricas son: Adenina, guanina, 

hipoxantina y xantina, y, las pirimidinicas: Citosina, timina y 

uracilo. 

La nomenclatura de estos nucle6sidos dependera de la 

base nitrogenada y del azucar al que se une. 

En la tesis que desarrollamo~ el estudio lo centramos 

en los nucle6tidos derivados de la adenina, principalmente ATP 

(adenosin-trifosfato), AMP ciclico (3', 5~adenosin-monofosfato: 

AMPc) y 5'AMP (5'-adenosin-monofosfato). Todos ellos se derivan 

de la adenina + ribosa + acido fosf6rico. Recordamos que la ade 

nina puede combinarse tanto con la ribosa (adenosina, A), o con 

la desoxirribosa (desoxiadenosina, dA); los nucle6tidos deri­

vados de la adenina y que anteriormente citamos, tienen varias 

denominaciones tales_como adenosin-fosfatos, derivados adenili­

cos y adenin-ribonucle6tidos. En nuestro trabajo utilizamos las 

tres pero con preferencia por la ultima. 
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Los adenin-ribonucle6tidos ademAs de ser unos compone~ 

tes de las nucleoproteinas, tienen identidad prop~a en los dife­

rdntes procesos energeticos celulares, participan en la fosfori­

lizaci6n oxidative; en ·el caso del ATP es fuente de energia, co­

mo fosfato macroergico, para diferentes reacciones celulares, t~ 

les como: Trabajo mecanico, metabolismo basal, transporte i6nico, 

activaci6n de acidos grasos libres y sintesis proteica. 

El AMPc deriva del ATP en una reacci6n catalizada por 

la enzima adenilciclasa. El AMPc es destruido en los tejidos por 

conversion en 5'AMP o acido adenilico, en una reacci6n cataliza­

da por la fosfodiesterasa. 

La adenilciclasa esta unida a las membranas celulares; 

de este modo muchas celulas de tejidos animales, como tambiert bac 

terias y otros microorganismos pueden sintetizar Af'JPc. Es intere­

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

El AMPc desempefia un papel tanto en la liberaci6n de 

algunas hormonas como en la acci6n de otras. En este ultimo ca­

so una hormona puede activar a la adenilciclasa en las celulas 

del tejido que le sirve de blanco, lo que conduce a la producci6n 

de Ah~c dentro de ellas, siendo este el que lleva a cabo el efec­

to atribuido a las hormonas. En otros casos el AMPc puede efec­

tuar la sintesis de una hormona. 

La relaci6n entre las horrnonas 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 fosforilaci6n, y de este 

modo la activaci6n de un ARN polimerasa. La polimerasa activada, 

a su vez, estimula la producci6n de ARN, el cual funciona como 

mensajero para la sintesis de proteinas. Una hormona, al iniciar 

la producci6n de AMPc por la activaci6n de la adenilciclasa, in­

fluira de este modo, sobre la sintesis de proteinas. 

La hip6tesis mas aceptada sabre la actividad del AMPc 

radica en su capacidad para activar las proteincinasas.Estas e~ 

zimas son las encargadas de fos£orilar a otras proteinas med.iag 

te el ATP. Por ello, la especificidad de acci6n del AMPc, depeg 

dera en ultima instancia, de la selectividad de dichas protein­

cinasas y de las proteinas fosforiladas, efectores finales de su 

acci6n. El AMPc participa en las siguientes secuencias de la 

neurotransmisi6n (Greengard, 1978): 

1.- Mediador p~stsinAptico. 

En este caso la proteina fosforilada membranaria es 

una enzima que mediante la variaci6n de la permeabilidad i6nica 

puede cambiar el potencial de membrana de ciertos tipos de sinaE 

sis. Segun sea el sentido de la variaci6n del potencial de mem­

brana, conseguira hiperpolarizarlo, con lo que sera mas dificil 

excitarla, o bien depolarizarlo, con lo que facilitara el alcan­

zar el umbral que desencadenara el potencial de acci6n. 
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2.- Estimulaci6n presinAptica de la sintesis de neuro­

transmisores. 

Se demostr6 que el AMPc activa la tirosina (enzima que 

controla la velocidad de sintesis de adrenaline y dopamina). Es­

ta activaci6n la logra a traves de una proteincinasa especifica. 

3.- Acci6n sobre el sistema de microtubulos. 

El cuerpo celular de la neurona sintetiza muchos de 

los materiales esenciales para mantener la vida y la funcionali­

dad de la celula. Entre ellos destacan los materiales que forma­

rAn la membrana celular y las membranae de las vesiculas sinap­

ticas. Es obvio que una vez formados en el cuerpo r.elular se 

tienen que trasladar a los lugares donde son requeridos. Este 

flujo ax6nico parece depender del sistema de microtubulos. La ve 

locidad mediante la que el sistema microtubular transporta el rna 

terial depende de una proteina que debe ser fosforilada por una 

proteincinasa, a su vez estimulada por el AMPc. 

Otros autorea, principaLnente el grupo de Burnstock, 

consi::leran que el ATP y tambien los otros derivados adenilicos 

puede·;l desempeiiar un papel como neurotransrnisores, sugiriendo la 

d~nominaci6n parh estas transmiRiones neuronales de: Nervios pu­

rinergicos, co::1 actuaci6n.primordialmente en la pared del tubo 

gastrointestinal, en la vejiga, pulm6n, traquea y ojo. 

Ante estas dos hip6tesis ha surgido el motivo para qu~ 
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rer distinguir entre el comportamiento de los neurotransmisores, 

que son los mensajeros quimicos que relacionan a dos neuronas o 

neurona-celula en general, para transmitir el impulse nervioso, 

produciendo diversos efectos funcionales, diferenciandolos con 

los neuromoduladores, los cuales s6lo modifican en cantidad o ca 

lidad la actividad neuronal. 

El criteria que seguimos para que una substancia se 

considere como un neurotransmisor es el siguiente: 

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

formaci6~deben estar presentes en la neurona. 

b). Se debe liberar desde el terminal ax6nico tras la 

estimulaci6n de este. 

c). Su aplicaci6n ex6gena,en dosis fisiol6gicas, debe 

mimetizar los efectos de la estimulaci6n nerviosa. 

d). Deben existir mecanismos que lo inactiven rapidamen­

te, bien por degradaci6n, bien por recaptaci6n, o por 

ambas formas. 

e). Los farmacos que interactuan especificamente con su 

metabolismo, deben ejercer los efectos esperados so 

bre la respuesta neuronal segun el sentido de dicha 

interacci6n. 
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For el contrario, las caracteristicas propuestas para 

los neuromoduladores, son las que siguen: 

a). Duraci6n muy prolongada de su efcto. 

b). Almacenamiento y liberaci6n preferente por celulas de 

la glia. 

c). Ausencia de mecanismos rapidos para su inactivaci6n. 

d). Liberaci6n inespecifica en respuesta a estimulos muy 

variados. 

De este modo distinguimos los neurotransm.isores de los 

neuromoduladores. 

Ha¥ que resaltar el hallazgo histoquimico de De Rober­

tis y Whittaker que consiguieron aislar los sinaptosomas o boto­

nes sinapticos, conservando sus mecanismos de sintesis, almacene 

miento, liberaci6n e inactivaci6n de los neurotransmisores espe­

cificos de la neurona originaria. Otro hecho importante, es la 

posibilidad de tenir selectivamente las neuronas que poseen un 

determinado transmisor, proporcionando informaci6n sobre la dis­

tribuci6n anat6mica de distintos neurotransmisores. En nuestro 

trabajo hemos hecho un estudio de los diversos efectos funciona­

les entre algunos neurotransmisores t"ipicos del sistema nervioso 

auton6mico, comparandolos con los adenosin-fosfatos. 
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Nuestro objetivo a desarrollar en la parte experimen­

tal ha sido el siguiente: 

lQ.- Comparar la actuaci6n a nivel de la membrana celular entre 

neurotransmisores y adenosin-fosfatos. 

2Q.- Observar la actuaci6n intracelular de los derivados adeni­

licos. 

3Q.- Diferenciar el lugar de acci6n o tipo de receptor entre un 

neurotransmisor y una molecula de anillo purico. 

4Q.- Disefiar un experimento para diferenciar los mecanismos de 

acci6n entre neurotransmisores y neuromoduladores. 

5Q.- Ver sus posibles aplicaciones al aumentar los niveles de 

adenin-ribonucle6tidos. 

Con este planteamiento, pretendemos poder aportar ma­

yor inforrnaci6n y claridad ante estas dos hip6tesis, en las que 

unos autores consideran a los adenin-ribonucle6tidos como neuro­

transmisores y otros no, viendo ademAs las &ctividades que desem 

pefian al ser modificados. 



3.- MATERIAL Y METODOe. 
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3.1. MATERIAL. 

3.1.1. Aparatos ~ utillaje. 

- Espectrofotofluorimetro Aminco Bowman (American 

Instrument Company). 

- Espectrofot6metro Coleman 6/20. 

- Espectrofot6metro Perkin-Elmer 550. 

- Poligrafo Ugo Basile 7050. 

- Registrador Perkin-Elmer 56. 

- Transductor isometrico sensibilidad 1, Ugo Basile. 

- Transductor isot6nico ?006 Ugo Basile. 

- Tubos de vidrio Vitrolab de 10 ml. 
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3.1.2. Animales de experimentaci6n. 

- Cobayos DunKin-Hartley machos de diversos pesos 

seg6n experimento. 

- Cobayos tricolores machos de 350 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.l81.7. 

- Acido citrico cristalizado purisimo. Panreac. 

P •. m.210.14. 

- Acido tricloroacetico (TCA). Merck. A.810, y 

P.rn:l63.39. 

- Adenosin desaminasa (ADA) de Boehringer Mannheim. 

A.l02105, Intestino de ·ternero. 

-Adrenaline bitartrato. Boehringer Ingelheim. 

A.7261, P.m.333. 

- Adyuvante incompleto. Freund, Difco Laboratories. 

- Alb6mina de huevo. Merck. A.96?. 

- AMPc. Boehringer Mannheim. A.l02296, P.m.34?.2. 

- 5'AMP. Boehringer Manrilleim.A.l02199, P~~.499.2. 

- ATP 3H20 dis6dico de musculo de caballo, bajo con 

tenido en calcio. Sigma. A.5394, P.~.551.2. 

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

- Cloruro magnesico. LE& FA. P.m.203.3. 
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- Fosfatasa alcalina (FA). Boehringer Mannheim. 

A.l08162 de intestino de ternero. 

- Fosfodiesterasa (FDE). Boehringer Mannheim. 

A.l08243 de coraz6n de buey. 

- Histamina dielorhidrato. Merck. A.4370, 

P.m.l84.07. 

- Mepiramina maleato. Rhone-Poulenc. P.m.401.4. 

- Metanol purisimo. . Panreac. P.m.32.04. 

Molibdato y Vanadato Am6nieo; reaetivos ~reparados 

por Boehringer Mannheim. A.124974. 

- 0-Phthaldehyde. BDH Chemical Ltd. n2.2953?, 

P.m.l34.14. 

- Sodio hidr6xido (tritisol) lN .. Merck, A.9956, 

P.m.4o.o. 

- Teofilina hidratada. Knoll A.G.Ludwigshafen. 

P.m.l98.1?. 

..... TRIS-ClH. Merck. A.8382, P.m.l21.14 • 
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b). Soluciones.Compuestos para los liquidos nutricios Tyrode, 

Krebs y Locke:(Tabla 4.) 

- Cloruro s6dico. · Panreac. P.m.58.44 • 

- Glucosa anhidra purisima. Panreac. P.m.l80.16. 

- Bicarbonate s6dico purisimo. Panreac. P.m.84.01. 

- Fosfato monos6dico purisimo. LE & FA. P.m.156.01. 

- Cloruro magnesico purisimo •· . LE & FA. P.m.203. 30. 

- Cloruro pot6sico. ; J.T. Baker. P.m.74.55. 

- Cloruro cAlcico purisimo •. LE & FA. P.m.ll0.99. 

Tyrode(1910) Krebs (1950) Locke (1900) 
en milimoles en mi1imoles en mi1imoles 

Cl Nl!!l 136 118 154 

C0
3

HNa 12 25 24 

C6H12°6 5.6 10 5 

PO 4H
2

Ne.H
2
0 0.4 1.3 --

Cl
2

Mg.B-i
2
o 0.9 0.8 --

ClK 2.6 4.7 5.4 

Cl
2
Ca. '2rf

2
0 1.8 2 .. 5 2.5 

Tabla 4. Esquema de los compuestos para l!quidos nutricios de las soluciones. 
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3.2. METODOS. 

3.2.1. Propiedades in vitro del ATP y AMPc. Disimilitud con 

neurotransmisores. 

a). !leon de cobayo. 

Se sigui6 la t~cnica de Magnus (1904), utiliz~ndose 

cobayos Durikin-Hartley machos de 400 a 500 grs., de peso; el 

sacrificio de los animales fu~ por sangria mediante corte de C! 

r6tidas previa anestesia por ~ter. El liquido nutricio fue Tyr~ 

de con suave burbugeo de aire; se cortaban 3 em., de ileon si-­

tuados a 20 em., del piloro, dejAndolo reposar en el bafio 15m! 

nutos; la temperatura era de 37 2C y la tensi6n del transductor 

isot6nico de 0.75 gramos. 

Cada fArmaco se administraba de forma individual.El 

ciclo completo que se s~guia era de dos minutos; ln exposici6n 

del fArmaco 20 segundos; se lavaba y se esperaba otra vez a los 

dos minutos, duplicAndose la dosis, para lograr la curva dosis­

respuesta. La sensibilidad del p.oligrafo:2 y la velocidad del · 

carro puesto en marcha de 6 mm/min. 
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b). Cadena traqueal de cobayo. 

Castillo y De Beer (1947) detallaron esta t~cnica. 

Las peculiaridades de nuestra propia preparaci6n son las. sigu~~ 

tes: cobayos Dunkin-Hartley machos de 500 a 700 grs. de peso; 

liquido nutricio Krebs a 33QC y levisimo burbugeo con oxigeno. 

Se separaban cinco anillos traqueales, se ataban por la parte 

cartilaginosa, cortAndose despu~s por el extremo opuesto a la 

musculatura lisa traqueal, dej&ndose reposar un minimo de 30m! 

nutos en el bafio. La tensi6n del transductor isot6nico era de 

0.4 gramos y la sensibilidad del poligrafo: 5; la exposici6n del 

farmaco con la cadena traqueal de cinco minutos de duraci6n.S~ 

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. 

c). Auriculas de cobayo. 

La puesta a punto de este m~todo la llev6 a cabo 

Clark (1926). 

Se usaron cobayos Dunkin-Hartley machos de 500 a 700 

gramos de peso, anestesiados con ~ter 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 

isometrico. El liquido nutricio fue el Locke y la temperatura de 



. -21-

302C; un fino burbujeo de ox!geno manten!a en equilibria la pr~ 

paraci6n; la senaibilidad del poligrafo: 2. El ciclo completo 

era de 6 a 10 minutos; la exposici6n del fArmaco de 1 a 2 minutos 

esperando su mAxima respuesta. Se variaba la velocidad del carro 

para poder comparar los efectos anterior y posterior del farmaco. 

Se lavaba y se esperaba a que se recuperara otra vez la prepara­

ci6n.(Velocidad del carro en espera:6mm/min; velocidad del carro 

para comparaci6n: 380 mm/min). 



-22-

3.2.2. Teofilina como inhibidor de la fosfodiesterasa y de la 

fosfatasa aicalina. 

a). M~todo enzimatico: 

Se sigui6 el m6todo de Polidoro (1970) en que la fo~ 

fodiesterasa (FDE) transforms el AMPc a 5'AMP. Este substrata es 

conducido a adenosina + f6sforo inorganico al actuar sobre 61 la 

fosfatasa alcalina (FA); la adenosin-desaminasa (ADA), al ac--

tuar sobre la adenosina la convierte en inosina + amoniaco. En 

esque~a, la reacci6n es la siguiente: 

AMPc + H 0 FDE, 5'AMP + H+ 
2 

5' ANP + H2o FA • Adenosina + Pi 

Adenosina ADA ~ Inosina + NH
3 

El curso de esta reacci6n enzimatica se sigue debi­

do a que el maximo de absorci6n del AMPc es de 265 nm., y el de 

la inosina de 250 nm; al transformarse el uno en·la otra, descie~ 

de la lectura 6ptica como consecuencia de las diferentes ab­

sorbancias. 

La fosfatasa alcalina y la adenosin-desarninasa se 

dan en exceso, para que-este sistema acoplado (S.A.) no dificu! 
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te la reacci6n, y que sea la fosfodiesterasa quien imprima la 

velocidad a este sistema multienzimAtico. 

En la cubeta patr6n hay las si~tientes substancias: 

Contenido Disoluci6n Vol\unen ml 

Tris-Clh(pH:?.5) 20 mM 1.6 

AMPc 3 x 10-4M 0.8 

Cl2Mg.6H2o 25 mM 0.2 

S.A. 0.4 mg ADA + 0.25 mg FA en 5.:ml. 
de TRIS 0.2 

FDE ?.5 mg FDE en 5 ml. de TR!S 0.2 

La temperatura del ensayo fu~ de 252C. En la Fig.25 

se representa el barrido espectrofotom~trico antes de empezar 

la reacci6n y una vez terminada. En la Fig. 26, se representa 

el descanso en la lectura 6ptica !rente al tiempo de reacci6n, 

durante la transformaci6n enzimAtica. 

Una vez comprobada la actividad fosfodiesterAsica, 

intentamos la inhibici6n con teofilina. 

Debido a la sob~eposici6n e interferencias entre 

las ondas del AMPc, inosina y teofilina, no dan posibilidad P! 

ra hacer una exacta medida de inhibiciones; hay una sumaci6n en 
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150 Absorbancia 

AMPc 
100 

50 

210 230 250 
nm ultravioleta 

Fig. 25. Barrido espectrofotometrico de la reecci6n enzimdtica con las 
mdximes absorbencies del AMPc e inosine a sus diferentes longitudes 
de onda. 

150 Absorbancia 

100 

-----------------------
50 

10 20 
Ttampc en minutaa 

Fi~. 26. Reecci6n enzim4tice leida a 265 nm durante 25 minutes, re~resenta 
la transformac16n de AMPc a inosine. 
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la absorbancia alejandonos de la proporcionalidad entre la con­

centraci6n y la lectura 6ptica (Ley de Lambert o de Beer)(Lynch, 

1972). 

En la Fig.27, se relacionan diferentea concentracio 

nes de AMPc con su absorbaricia. Se tomaron los coeficientes de 

correlaci6n de las diferentes rectas que se obtenian; a partir 

de la concentraci6n 210 ftlml.,,de AMPc el coeficiente de corr~ 

laci6n baja; par tanto pierde la proporcionalidad. En la tabla 

n2: 5, detallamos los valores obtenidos • 

. En la Fig.28, se represents la concentraci6n de 

3 x 10-4M de AMPc y 10-5M de Teofilina con sus lecturas 6pticas 

en el limite de la propprcionalidad entre concentraci6n-absor-~ 

ban cia 



Concentraci6n AMPc 
.tf..g/m1 

10 
50 
90 

130 
1~ 

210 
250 
290 
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Absorbancia 
8 255 nm 

0.125 
0.530 
1.167 
1.591 
2.010 
2.241 
2.400 
2.008 

CoeFiciente 
corralaci6n 

0.999 
0.998 
0.998 
0.993 
0.987 
0.980 

Tabla 5 

3 
Absorbancia 

2 

1 

Concentreci6n A1Pcpg/m1 

-------------------------------------------------------------~ 

Fig. 27. Se express la curve entre concentraci6n de AMPc y su absorbancia 



2 
A 
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a b 

310 
nm 

Fig. 28. En (a) se represents el barrido espectrofotometrico de 1a reacci6n 
enzim~tica base, ~s 10-5M de teofilina y en (b) e1 barrido espec­

trofotometrico una vez conclu{da la reac6i~n enzimatica. 
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b). M~todo enzim!tico-colorim~trico: 

Se hicieron dos comprobaciones partiendo de la rea2 

ci6n enzimatica anterior; la primera fu~ la siguiente: 

1~: 

FDE , 5'AMP + H+ 

Adenosine + P. 
~ 

. Se valoran los niveles de f6sforo inorg!nico, BegUn 

la t~cnica de Zilversmit (1950) en que se colora· el (Pi) a1 r~ 

accionar con el molibdato y vanadate am6nico; midiendo la absor 

bancia en e1 espectrofot6metro a 405 nm, si la teofilina inhibe 

el proceso enzim!tico, descendera 1a cantidad de f6sforo halla­

do. 

Programaci6n del experimento: Tablas 6 y ?. 

- Precipitaci6n y determinaci6n co1orim~trica. 

- 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 m1 de sobrenadante al que se le afiade 

1 m1 de reactive 1 (v~nadato am6nico) y otro mililitro de reac-



Numeracidn del tube 1 2 3 

Contenido y disoluci6n 

AMPc 20 mM - 0.8 0.8 

FA(0.25 mg en 5 ml de Tris) - 0.2 0.2 

Tris ClH (20 mM) 3 1.8 1.6 

Cl
2

Mg (25 mM) - 0,2 0.2 
-3 Teofi1ina (3xl0 M) - - -

POE (7.5 mg en 5 ml de Tris) - - 0.2 

Lectura absorbancia a 405nm 0.000 0,000 0.080 
0.000 0.000 0.080 

--~---~- --·-- -----

Tabla 6. Tubos problema 

Numeraci6n del tube 10 11 12 

r9 m1-1 de f6sforo 5 25 50 

TRIS-GlHml 2 2 2 

Lecture absorbancia a 405nm 0.030 0.090 0.170 
0.030 0.090 0.170 -- ---------

Tabla 7, Tubes patr6n 

4 5 6 

0.8 o.8 0.8 

0.2 0.2 0.2 

1.79 1.59 1.7 

0.2 0.2 0.2 

0.01 0.01 0.1 

- 0.2 -
0.010 0.060 0.015 
0.010 0.060 0.010 

-

7 

0.8 

0.2 

1.5 

0.2 

0.1 

0.2 

0.040 
0.040 

--

8 9 

0.8 0,8 

0.2 0.2 

o.8 0,6 

0.2 0.2 

1 1 I 

- 0.2 

0.010 0.030 
0.015 0.025 
---~-

I 
(\) 
\.0 

. I 
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tivo 2 (rnolibdato am6nico). 

- Se lee en el espectrofot6metro al cabo de 10 mi­

nutos a 405 nrn. 

- Finalmente se valdra la cantidad en g ml-l de 

f6sforo encontrados relacionando la lectura 6ptica hallada con 

su curva patr6n, sustrayendo su hom6logo sin fosfodiesterasa p~ 

ra eliminar interferencias (ejemplos anteriores). 

Una vez halladas las absorbancias, se procede a de­

terminar la cantidad de f6sforo inorganico detectado una vez su~ 

traido el tubo hom61ogo con posibles interferencias. La recta P! 

tr6n es determinada mediante la recta de regresi6n de los puntos 

que relacionan absorbancia-concentraci6n de f6sforo inorganico. 

Fig. 29. 

2~ Reacci6n enzimatica: 

5'AMP + H2o --~ Adenosina + Pi 

Tambi~n se valor6 por c~loraci6n el f6sforo organi­

co mediante el m~todo de Zilversmit (1950), para comprobar si la 

teofilina inhib{a tambi~n a la fosfatasa alcalina y en que grado. 

Programaci~n del experimento: Tablas 8 y 9. 
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0.2 

A 405 nm 

0.1 

~--~----------~---------------pg/ml fdsforo 
10 20 inorgenico 

Fig. 29. Con la recta patr6n obtenida en cada experimento se valera la cant! 
dad de f6sfore encontrado en los tubas problema. 

Numeracidn del tubo 

Contenido }f. disolucidn 
5 'AMP ( 3xl0-4M) 

Tris-GlH ( 20inM) 

Cl~g (25mM) 

Teofilina (3xl0-3M) 

F.A.(0.25mg en ml de Tris) 

Tabla 8. Tubes problema 

Numerecidn del tuba 
-1 rg ml de fdsforo 

TRIS-GlH 

1 

-
3 

-
-
-

:s 

5 

2 

Tabla 9. Tubas patr6n. Volumen final: 3 ml. 

2 

o.e 
2 

0.2 

-
-

3 

0.8 

l.B 

0.2 

-
0.2 

? 

25 

2 

4 

0.8 

o.e 
0.2 

1 

0.2 

5 

0.8 

1 

0.2 

1 

-

8 

50 

2 
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La precipitaci6n y lectura espectrofotom~trica, 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. Interacci6n entre histamina y teofilina en cadena tra­

gueal de cobayo. 

Animal de experimentaci6n: 

Se utilizaron cobayos Dunkin-Hartley machos de 500 

a 700 gramos de peso. 

Prograntaci6n del experimento: 

El montaje de la preparaci6n de la cadena traqueal 

de cobayo fue (Castillo, 1947) ya descr.ita en el apartado expe­

rimental: 3.2.1-b, y la cinetica de la combinaci6n farmaco-re­

ceptor segun Schild (1947).El agonista en este caso es la his­

tamina, y el antagonists 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 antagonists se rep! 

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 10-5M, 4 x 10-5M y 8 x 10-5M, de teo­

filina; se miden las diferentes contracciones halladas en pre-.. 

sencia y en ausencia de antagonista, dibujando la grAfica y ha­

llando el valor pAx 6 pDx segfrn sea la misma. Fig. 30. 
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A) 
Respuestes a 1a concentreci6n de histamine de 5 x 10-8 , 10-7 , 2 x 10-7 

y 

4 x lo-7mo1ar. Contracci6n de 1a cedens trequea1 de cobeyo. 

~ 

B) 
Respuestes a las mismas concentreciones de histamine en pr~sencia de 
teofi1ine 4 x lo-5molar, 

Fig. 30 
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,.2.4. Diferencia entre un bloqueo de receptor a nivel de la 

membrana sinAptica (mepiramina), con un inhibidor in­

tracitoplasmatico (teo£ilina) en el antagonismo de la 

reacci6n de Schultz-Dale, con medida de la liberaci6n 

da histamina. 

Animal de experimentaci6n. 

Se utilizaron cobayos tricolores machos de 350 a 

500 gramos sin considerar una cepa definida. 

Descripci6n del m~todo. 

- SensLbilizaci6n. 

Los animales se sensibilizaron con albumina de hue­

vo a 20 mg. K-1 , disueltos en 1 ml., de suero fisiol6gico, el 

cual contenia 5% de adyuvante incompleto de rreund; se inye£ 

taban 0.5 ml intraperitoneal y 0.5 ml subcutAnea el primer . y· 

tercer dias. A los 20 dias se volvian a administar 10 mg/kg de 

ovoalbUmina con las mismas condiciones, pudiendose utilizar es­

tos animales para la experimentaci6n a partir de 10 dias de es­

ta ultima administraci6n. La sensibilizaci6n es persistente. 

- Reacci6n de Schultz-Dale. 
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Una vez sensibilizado el cobayo, se extrae elileon 

y se lava con Tyrode(el.montaje esta descrito en el apartado ex 

perimental 3.2.1-a), con la peculiaridad de que se le afiaden al 

bafio 10 em mAs de ileo para obtener una mayor cantidad de hista 

mina liberada. El proceso es el siguiente: 

Dejar reposar 5 minutos y lavar la preparaci6n. A 

un minuto recoger el liquido nutricio control; una vez fuera 

del bafio se le afiade la ovoalb6mina: 10~/ml. Rellenar y espe­

rar uri minuto; afiadir 10~ ml-l de ovoalb6mina; esperar el r~­

gistro de la contracci6n y a los doe minutos de afiadir el an~i­

geno se recoge el liquido nutricio problema. Como consecuencia, 

tenemos dos liquidos nutricios con identicos ingredientes; la 

linica diferencia es que, uno de ellos ha estado presente duran­

te el shock anafilactico 'y el otro no. Cuando valoramos los 

farmacos, el ciclo s6lo se mod'ifica en que estos 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. 

-Medici6n espectrofluorimetrica. 

Se sigui6 el metodo simplificado de Shore (1959). 

Entendemos por soluci6n inicial, el liquido nutricio control o 

problema (Tyrode), y tambien, la soluci6n madre de la histamina 

disuelta en agua destilada. 

a). Procedimiento: 



Ileo sin tratamiento 

l{quido nu- l{quido nu-
tricio con- tricio pro-
trol "- ovo- blame 
albumins 
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Ilea con tratamiento 

L:l:quido nu- · L{quido nu-
tricio con- tricio pro-
trol .f. ovo- blema 
albumins ... 
fdrmaco. 

Registro de la 
presencia o no de 
la reacci6n de 
Schultz-Dale 

Uedida espectrof2 
tofluorimetrica 
de la liberaci6n 
de la histamine. 

Fig. 31. Esquema del proceso; registro de la reacci6n de Schultz-Dale y med! 
de espectrofluorimetrica de le histamine liberada del ileo, en el 
l!quido nutricio~ 
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- 6 ml de soluci6n inicial + 1.2 ml de TCA al ;Q%; de 

jar congelar 30 minutos. 

- Agitar y centrifugar durante 10 minutos a 2000 r.p.m. 

- Tomar 0.5 ml. 

- Afiadir y agitar suceoivamente: 

0.5 ml de H20. 

0.2 ml de NaOH lN. 

0.05 ml de OPT (5mg/ml en metanol) 

- Esperar 4 minutos. 

- Afiadir 0.2 ml de ~c. c!trico 2M. 

- Leer en el espectrofluorimetro a los 30 minutos. 

b). Condiciones del espectrofluorimetro: 

- Excitaci6n: 358 nm. 

- Emisi6n: 446 nm. 

- Escala:. 0.3-1. 

- Rendijas A y B: 2 mm. 

- Rendijas m6viles: 1 mm. 

- Rendijas fotomultiplicador: 2 mm. 

- Voltaje: 0.8 Kv. 

Programaci6n del exporimento. 

Se buscan-las concentraciones molares del f~rmaco 

que inhiben la respuesta de Schultz-Dale alrededor de un cien 
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por cien, la del cincuenta por cien y la que no inhibe. Se rec2 

ge el liquido nutricio y se sigue el m~todo para evidenciar la 

histamina liberada, que estarA en relaci6n con el peso en seco 

del ileo utilizado y los mililitros totales de liquido nutricio; 

las lecturas 6pticas se hacen por triplicado y de cada !lean con 

trol o tratado, se hace una curva patr6n con histamina a 10, 20 

y 50 ng/ml, para evitar las posibles interferencias con el fAr­

maco utilizado. Al ser diferentes las medidas 6pticas del liqu! 

do nutricio obtenido, en nuestro caso utilizAbamos un bano de 

20 ml, y finalmente se relacionaba con el peso seco del ileo y 

se hallaba el valor proporc~onal a 100 mg de peso en seco de 

ileon.Ver ejemplo! Tabla 10 y Fig. 32. 
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ileonsin Ileonsin 
. t retl!miento I1eoa·tratedos tratamiento 
Control A · T eof.i lin a Teofilina Teofilina Control B 

0.25 niM 0.5 mM lmM 
L!quido nutricio 30 3? 45 50 35 
control 31 33 41 56 3) 

33 _34 46 49 32 
Hist. 69 ?4 ?6 81 ?2 
}Qng/ml 72 71 78 79 72 

Rectas ?3 ?3 eo 83 ?0 
patron 

Hi st. 110 105 120 125 118 de·· 
hista- 2Qng/ml 115 115 122 120 115 

mina 108 117 115 117 114 

Hist. 229 225 232 241 235 
50ng/ml 234 238 237 228 228 

230 229 237 231 231 
L!quido nutricio 71 76 60 53 79 
problema 74 ?0 61 56 Bl 

?4 73 57 00 75 

-Reacci6n de Schultz- _}_/\_)\_ _/ Dele __/'\---

-Peso en seco del 360 372 310 410 33)· 
ileo en mg 

-ng de hi~ten~na he- 10.3 9.8 4.6 0.6 11.3 
11ados con respecto 
a su recta patr6n 

-ng histamine tota1es 412 392 184 24 452 

-ng de histamine par 114 105 59 6 137 
100 mg ileo seco 

----·----
Table 10 
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250 250 

200 200 

150 150 

A Teofi11na 0.25mU 
100 ... 31.3 100 y::r3.92x ~ 34.01 

C=0.99 _
1 

C=0,99 
-1 

50 
ng histamine m1 =10.3 

50 
ng his. m1 •9.8 

10 20 30 40 50 20 30 40 50 

250 250 

200 200 

150 150 

Teofi1ina O.SmM 100 
Teofilina 1mM 

100 
y ... 3.85x ~ 41.9 ys3.68x ~ 48 

cs0.99 -1 C=0.99 
-1 

50 ng histamine m1 · .4.6 50 ng hist. m1 .. o. 

10 20 30 40 50 10 
250 

200 Ordenades: Concentraci6n so1uci6n 
inicie1. ng histamine 
1-1 

150 Ill 
Control B Abcises: F1uorescencie (unid. 

y=3.98x ... 32.9 erbitraries) 
100 c=0.99 _

1 
ng hist. m1 =11.3 

50 

I ' I 
10 20 30 4b 50 

Fig. 32. Rectas patr6n espec{fices para cada.i1eo segun su tratemiento o no, hal1en 
do ng de histamine 1iberada y evitendo interferencias. 
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3.2.5. Aplicaciones del aumento del AMPc intracelular en proce~ 

sos alergicos y asm&ticos. Anafilaxia cut&nea pasiva en 

la rata. 

Animal de experimentaci6n. 

Se utilizan ratas Wistar machos de 150-170 gramos 

de peso, rasurandoles -previamente al experimento- el dorso.Se 

randomizan el tratamiento y la inyecci6n intradermica. 

Descripci6n del metodo. 

- Obtenci6n del suero sensibilizado. 

Se sensibilizan los animales con ovoalb6mina a do­

sis de 20 mg Kg-l disueltos en suero fisiol6gico, conteniendo 

un 5% de adyuvante de Freund; se inyecta 1 ml en total entre la 

via intraperitoneal y subcutanea en los dias uno, tree y quince. 

Se sacrifican el dia veintid6s, recogiendoles la sangre de la 

arteria aorta, previa anestesia con ~ter. Las. condiciones para 

obtener el suero de rata sensibilizada deben de ser rigurosas, 

ya que es dif!oil una buena sensibilizaci6n. Existen comproba­

ciones previae antes de sacrificar a todos los animales, tales 

como la reacci6n de Schult-Dale con el mismo antigeno, o la pr~ 

cipitaci6n antigeno-anticuerpo para determinar con mayor exact! 

tud en que momento debe 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 s6lo el 

disolvente, se~6n fuera el programa del experimento. A los sese~ 

ta minutos se inoculan por via endovenosa (por las venas de la 

cola) 0.5 ml de una disoluci6n de suero fisiol6gico que contiene 

el 0.5% de azul de Evans y el 0.05% de ovoalbumina. Irunediata~e~ 

te despu~s de esta dosificaci6n se inyectaban intradermicamente 

en el lomo 0.05 ml de suero sensibilizado -en nuestro caso se di­

solvi6 a 1/8 (un octavo)-. 

Debe buscarse una lesi6n d~rmica subm!xima, escogie~ 

do previamente la disoluci6n del suero sensibilizado, y otra i~­

trad~rmica de 0.05 ml de Histamine a 100~ ml-1 • A los 90 minu 

tos, ~e sacrificaban los animales y se les cortaba la piel del 

dorso. 

El area lesionada ofrece una nitida tinci6n azul, 

valorando su tamafio seg6n la f6rmula: 

siendo: 

A: el area 

d y d': los diferentes diametros. 



4.- RESULTADOS. 
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4.1. PROPIEDADES IN VITRO DEL ATP Y AMPc. DISIMILITUD CON 

NEUROTRANSMISORES. 

4.1.1. Ileon de cobayo. 

TABLA: 11. 

Se busc6 la curva dosis-respuesta 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. 



Do sis c ont raccion .,. I 
N• con trace ion I 

COMPUESTO ~entracidn ileo en em. res pee to 1 

mol<lr ~xpe ri mentos m.! e.s. at mciximo 

Acetilcolina 108 4 0, 3 !0,09 4 
_L 

I 

2 X 10'"8 I 

AcC!tilcotina 4 0, 6 !0,03 7 

Ace t it co li na 4 X 10-8 4 1, 1 !0,9 1 4 
.\::.. 

Acetil colina 8 X 10.8 4 3. 5 !0,4 Lt3 
~$"" 

I 

Acetilcol ina 1, s x ur7 
4 51 8 !0,6 72 

Acetilcolina 3, 2 X 10~ 4 7,8!0,9 96 

Ace til co lina 6, 4 X 1 ()""7 4 8. 0 !1 99 

Acetilcolina 1,2x1cf 4 8, 1 !0,9 1 00 

TABLA 11 
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4.1.2. Cadena traquea1 de cobayo. 

TABLA: 12. 

Se observa una clara contracci6n por parte de la 

acetilcolina y una manifiesta relajaci6n con la airenalina. 

No hay respuestas apreciables a las dosis utiliza­

das de AMPc, ni con el ATP. 



D osis Nt 

COMPUESTO concentration 

molar 
E.xperimentos 

1 o..a 3 

ACETILCOLJNA 
3 X 10-B 3 

1 0~7 3 

to-8 3 

ADRENALINA 
3x10-s 3 

10 .. 7 3 

TABLA 12 

Ef~cto 

en em. 

m.! e.s. 

ICONTRACCION 

0, 3 !0!)2 

1,2 tOP9 

2, 2 !0, 1 

RELAJACION 

0, 6 !0,07 

1,4!0,3 

2, 8 !0,5 

.,. 
MOdif ic aci on 

6 14 

6 55 

A 100 

~ 21 

~ 50 

~ 100 

~ 
Q( 
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4.1.3. Auriculas de cobayo. 

TABI~: 13. 

En este experimento fu~ donde se detect6 mayor ac­

tividad por parte del ATP y AMPc, pero sin alcanzar la nitidez 

de los otros dos neurotransmisores (acetilcolina y adrenalina). 

Las dosis de estas dos ultimas fueron mucho menores. 

La adrenalina·es cronotr6pica e inotr6pica positiva 

y la acetilcolina, ATP y AMP ciclico tierien acci6n cronotr6pica 

e inotr6pica negativa. 



i_l 

CRONOTROPlSMO INOTROPISMO 

O~is N• Putsacion Putsacion Oiferencia •t. Amptitud Amplitud Oitcrcncia •t. 
COMPUESTO corantra:icSt 

minuto minuto ~s· linra base despuc's dro 

~peri met] linea base puci~droga trCBCuencia [g:nmm. gaen mm. c:.ontraccian 
molar tos m. :e.s. m. :e.s. Moditicacion m. : es. m.: es. Modifi«Den 

Acetilcotina 3x 10'"9 s 162 :14 158 :1 - 4 2 9, s :0,7 & :0,6 - 1,5 1 6 

A cetilcolina 10-8 s 168!15 141:12 -21 16 6 :0,9 s.s :0,3 . -2,5 3 1 

Acetilcotina 3 x 1 o·t. 5 156 t.9 116 !10 ·40 26 9 :0,6 2 :o,1 -1 78 

Ad rtnalina 10-& 5 1 s 7 :11 165:9 •1 2 5 8,5:0,7 10!0,3 • 1,5 1 8 

Adrenaline 3 x 10-a 5 14 2 :9 1771& •3 5 25 8 :0,8 1 2 !Q(t • 4 so 
~ 

Adrenal ina 1 o-7 5 1 59 !12 208:10 ·4 9 31 8 :0,5 15 !0,6 • 7 88 

AMPc 10- 5 5 14 7:8 145:7. -2 1 8 :0,6 8 !0,8 - - I 

AM~ )X 10-S 5 15 6! 10 147 :11 - 9 6 9 :o,6 8 !0,7 - 1 11 I 
I 

10..4 
I 

AMPc 5 159!11 144:12 - 1 5 9 8 :0,5 5 :0,3 .. ) 38 

ATP 1 o-6 5 151 :7 148 :6 - 3 2 9 :0,6 8. 5!0,3 - 0,5 6 

ATP 3 X 1Q .. S 5 14 7 :9 1.3 4 :9 ~ 1 3 9 8 !0,3 & :0,2 - 2 25 

ATP 10-5 5 139!6 118: ro - 2 t 15 9 .!0,4 4, S !O,fS -4,5 50 

T"A 8 LA 13 
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4.2. TEOFILINA COMO INHIBIDOR DE LA FOSFOD!ESTERASA Y FOSFATASA 

ALCALINA. METODO ENZIMATICO-COLORIMETRICO (MOLIBDATO/VANA­

DATO). 

4.2.1. Reacci6n del AMPc a Adenosina. 

TABLA: 14. 

HISTOGRAMA: 1. 

En la tabla 14 se detallan las dosis y n6mero de ex 

perimentos realizados, asi como las cantidades de f6sforo encon 

trade, valorando au significancia estadistica por e1 test de la 

"t" de Student. 

En el histograms 1, se representa la inhibici6n cau 

sada por la teofilina a las diferentes concentraciones. 



DO SIS F6s1oro 
Numero 

,t.g. ml.t Concen,rac. 

molar Experimentos m! e.s. 

Control 5 4,8 !0, 4 

Te ofi\ina 10..5 5 3, 1 !0,6 

Teofitina 10_1., 5 11 8!0,6 

Teofitina 10..3 5 0, 7 !0,4 

TABLA 14 

.,. 
lnhibidon 

35 

62 

85 

.. t" 

Student 

p<O,OS 

p< 0, 01 

p<0,001 

i 
! 

J 
I 

: 

(./) 

1--J 



I, 100 

c: 
"0 

(.) 

:oso 
.c 
c: 

-

IN HI 81 CION DE LA TEOFILI NA A LA 

FOSFOOIESTERASA Y FOSFATASA 

ALCALI NA 

10-
5

M 10-
4 

M 10-3 M 
.. 

HISTOGRAMA 1. Concentroci6nde Teofllfna 
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4.2.2. Reacci6n del 5;AMP a Ad~nosina. 

TABLA: 15. 

Los resultados en este experimento vienen determin~ 

dos por los valores de f6sforo obtenidos seg6n la reacci6n: 

Fosfatasa alcalina ~ Adenosina .+ Pi 

Estadisticamente, aplicando un metodo parametrico, 

obtenemos unas diferencias altamente significativas. 



Do sis N• F6storo Of. .. t" 
-1 

c oncrzn t rcci6n }"9-ml 
Expzrim~os In hi bicicin S 1 u dent 

mOlar rn'!e.s. 
I 

i 

Control 4 3.•,3 ~0,2 I 

I 

VJ 
V'\ 

Teofilina 1 o· 3 
4 0,6 !0,09 81 p <0,001 

TABLA 15 
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4.3. INTERACCION NO COMPETITIVA ENTRE HISTAMINA Y TEOFILINA. 

VALOR DEL pD2 EN CADENA TRAQUEAL DE COBAYO. 

TABLA: 16. 

FIGURAS: 33 y 34. 

En la tabla 16, podemos observar que la histamina 

no logra la eficacia 0 a.ctividad intrinseca en presencia de te2 

filina; ello nos indicar! que actuan a diferente receptor. 

En la figura 33, observamos un tipo de grafica que 

representa una interacci6n no competitiva entre la teofilina y 

la histamina. 

En la figura 34 se muestra el pD2 de la teofilina 

(antagonista) con respecto ala histamine (agonista). pD2= 4.4. 

Nota: En la Tabla 16, ~ inhibici6n es: ~ inhibici6n respuesta 

maxima. 



Oosis r~spuesta 
solo a agonist a 

Oosis - -5 

N' 
CONTRACClONES 1 eOfilina:2 x1 0 M 

Agonist a 
Exprui- em. .,. em. . ,. 

Hi stamina memos m. ! e.s. ResP. m.! e.s. Resp, 

2,5X10'" 8 4 0,4 3! 0,01 1 6 0,3 6! 0,06 1 3 

5 x10- 8 4 0,6 3! 0,0 8 24 0, 4 6!0,05 1 7 

10 4 1, 3! 0,05 so 1,16 !0,06 44 

2 X1Q-7 4 2, 3! 0,1 88 2, 1 !0,12 80 

4 x 1 o-7 
4 2,6! 0,08 100 2, 3 3 !0,1 89 

TABLA 16 

_s 
T«<fil ina :4xl 0 M 

em~ . ,. 
m. !e.s. R~sp. 

0,06! 0,05 2 

0, 2 !0,02 7 

0, 56 !0,1 21 

1, 23 !0,06 47 

1,5!0,11 57 

..5 
Teofilina: Sx10 M 

em • •t • 
m. !e.s. Resp. j 

0 !0,0 - I 

a :O.o -
0 !0,0 -

0,0 3 !0,03 1 

0,, !0,05 3 

t/; 
-,.J 
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100 ~ respuesta m~xime 

50 

Sin antagonists 

Presencia d3 ante~oniste 
2 x 10-5M de teofilina 

-5 
4 x 10 M de teofi1ina 

B x 10-
5

M de teofiline 

10-6 

Concentreci6n del egoniste 

Fig. 33. Este tipo de gr~fica represents una intoracci6n no competitive entre la 
teofi1ina y le hi3tamine. 

100 ~ inhibici6n 

3.4 X 

50 
2x1o-s 

0 

Bxl0-5 

-log 3.4 x 10-5• pO# 
2 

Fig. Ja. El po·2 dele taoflline (antagonists} con respecto ale hi5temina (eyun 
ta)pD#2.4.4. 
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4.4. D~FERENCIA ENTRE UN BLO<.tUEO DE RECEPI'OR A NIVEL DE LA ME~ 

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 bloqueo a nivel de re 

ceptor de la mepirarnina sin que !ogre impedir la liberaci6n de 

histamina. En cambio, la teofilina inhibe la liberaci6n de his­

tamina y el shock anafilActico. 

En los histogramas, comprobamos el bloqueo a la rea£ 

ci6n de Schultz-Dale tanto de la teofilina como tle la mepiramina 

a sus respecti vas concentraciones. En cambio s6lo teofil ina in.~ 

hibe la liberaci6n de histamina. 



·,I 

Shultz- Dale 

N.a Dosis .,. 
Oosis OIOCll bum i-

Exper imenta na:)'9/ml Jnhibicion 

'Control - 5 10 -
Te ofil ina 4 2,5x1()"' .. 3 10 25 

Teofilina 5 X 10"4 3 10 66 

Teofilina 1<r3 M 3 1 0 79 

Control - 6 10 -
• t• Mepiramina 10-9 M 3 10 19 

Student Mepiramina 10-8 M 3 10 61 

•P (0.05 Me pi ram ina 10"" 7 M 3 10 100 
~ 

TABLA 17 

U beraci6n de Histamna
1 

I 

ng Histami-
I .,. 

na·pa100rg. 

lleo rn~ e.s. tnhibidOn 

141 ~11 -
1 3 7±39 3 

11 0 !12 22 

24 !24. 83 

134!18 -
130!6 3 

124 !31 7 

140~15 0 

G'\ 
0 



100 

c 
'0 

.~50 

.0 

.c 
c 

1 00 

c 
·o 

-~50 
.D 

.c 
c: 

. 

ACCION DE LA 'TEOFtt.:'INA ~~ 

Reaction de Shu I tz-Oale 

2{5x 1~M 5 X 10-4 M 10-3 M 

HISTOGRAM A 2. Concentraci6n de Teofilina 

Histamina li berada 

2,5x1o-4 M 
5 x 10""4 M 1o-3 M 

I 
HISTOGRAM A 3. Concentration de Teofilina 



a2. A CCION DE LA ME PI RA Mt NA 

100 

c 
"0 

,_ -~50 
.a 
..c 
c 

~ . 

100 

c 
·o 
-~50 
.a 
.s::. 
c 

Reaccion de Shultz -Dale 

1o-9 M 1o-8 M 10-7 M 

HISTOGRAM A 4. Concentracidn de' Mepiramina 

li be rae ion de Histamina 

HISTOGRAMA S. Concentracton de J..fepiramlna 
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4.5. APLICACIONES DEL AUMENTO DEL AMPc INTRACELULAR EN PROCE­

SOS ALERGICOS Y ASMATICOS •. ANAFILAXIA CUTANEA PASIVA EN 

LA RATA. ESTUDIO DE LA DIFERENCIA DE ACTIVIDAD ENTRE UNA 

XANTINA (Teofilina) Y UN ANTIHIST~MINICO (Mepiramina). 

TABLA: 18. 

La teofilina inhibe con mayor uniformidad tanto a 

la histamina como al suero sensibilizado; en cambia la mepira­

mina tiene una clara preferencia por inhibir a la histamina. 

Se ha valorado la significancia estadistica con un 

modelo no param~trico, observando las diferencias generales con 

el Kruskal-Wallis y comparando individualmente el grupo control 

con el tratado con el test de Mann-Whitney 11 U". 



"U"' • P <0,0 5 

•• p <0,0 1 

COMPUESTO 

Control 

Teofili na 

Teof ili na 

Teofilina 

Con trot 

Teofilina 

Mepi ram ina 

Me pi ram ina 

Mepiramina 
'-------·-- --- ---- -

Dosis 
K .1 mg. g. 

?. o. 

-
1 0 

30 

100 

-
30 

3 

1 0 

30 
--------

N' Area lesio·nada en mnt 

Hi stamina .,. Suero sensi bili· 
Animates Imibic. 

zado: 1/8 
mt ~.s. m.: e.s. 

12 39 :3 - 44,1:2 

12 34 ! 1 14 37, 3! 3 

12 27 :3 •• 31 31,6! 2 .•• 

12' 26 :3 •• 34 29,7:2 •• 

12 39 :4 - 41 1 1 ! 2, 7 

12 27 :2. 32 28,5: 2 •• 

12 2 8 !' 2. 28 37, 0 !3 

12 2 2 :3 •• 44 3 3, 4 ! 3. 

12 1 6! 1 •• 58 28,8 :2 •• 
------------

TABLA 18 

.,. 
Inhibic. 

-
15 

28 

33 

-
31 

10 

1 9 

30 

~ 
.l-



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

NEUROTRANSMISORES •. 

Mediante experimentos "in vitro" se diferencia la 

actividad de los prinoipales neurotransmisores del sistema autQ 

n6mico a nivel post-ganglionar: acetilcolina (primordialmente 

parasimpatico) y adrenalina (fundamentalmente simpatico) con res 

pecto al ATP y al AMPc en al~os tejidos de cobayo. 

Se han seleccionado varios tejidos con diferentes y 

contrarios efectos para poder comparar la acoi6n de dos neuro­

transmisores tipicos con los dos adenin-ribonucle6tidos mas ca­

racterizados. 

Los derivados adenilicos 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 neurQ 

transmisores. 

5.1.1. Ileon aislado. 

Las contracciones con acetilcolina son evidentes a 

la dosis de 10-8 M. L~ adrenalina no es valorable en este meto­

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 lOOjkM 

de estos compuestos para unas respuestas con una eficacia mucho 

menor (Anad6n, 1976). 

5.1.2. Cadena traqueal. 

La acetilcolina contrae a unas dosis de 10-8 M; a 

esta misma dosis la adrenaline relaja. Con los adenin-ribonu­

cle6tidos, no hay actividad a estas concentraciones. Brown en 

1979, empieza a ver unos leves efectos a las dosis de 10 ~M. 

con leve tendencia miorrelajante. 

5.1.3. Auriculas de cobayo. 

Las diferencias aqui se patentizan aUn mas. Son ne­

cesarias dosis diez mil veces mas altas de ATP y AMPc para com 

parar sus actividades sin llegar a la eficacia de los neurotram 

misores humorales. 

Los adenin-ribonucle6tidoa, al igual que la acetic~ 

lina,se comportan cronotr6pica e inotr6picamente negativos (Co­

llis, 1981, tambi~n observ6 este efecto); no en cambio la adre­

naline 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. M~ODO ENZIMATICO-COLORIMETRICO. 

Es conocida la actividad de la teofilina como inhi­

bidora de la fosfodiesterasa: Bertelli (1973) y Kramer (1977). 

Se ha querido comprobar cuAl es el comportamiento de este fArm! 

co en un sistema multienzimAtico, donde los principales substr! 

tos fuesen derivados adenilicos, viendo en qu~ modo modificaba 

o inhibia estas reacciones enzimAticas. 

Como se ha visto en la metodologia el desarrollo del 

metodo enzimAtico no es suficiente; se observa la acci6n de la 

fosfodiesterasa, pero no se detecta la inhibici6n por la teofi­

lina, ya que hay una superposici6n de las curvas espectrofotom~ 

tricas, por lo tanto la lectura de inhibiciones se hace err6nea 

o poco rigurosa,- ya que su absorbancia estA por encima de la pr~ 

porcionalidad entre concentraci6n y lectura 6ptica; ello explica 

la poca sensibilidad de este metodo, resultando poco apropiado 

para valorar esta acci6n al no precisar con nitidez la interac­

ci6n existente entre enzima-substrato. Debido a ello, es necesa 

rio - dado el primer paso enzim&tico - colorearlas segUn el me­

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

Hay una clara inhibici6n de la xantina (teofilina) 

a la fosfodiesterasa as! 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, existie~ 

do una clara diferenciaci6n entre ellos; llegando a las dosis 

de teofilina de 10-3 M a diferencias muy significativas: p(O.OOl. 

Se observa que la teofilina no es una inhibidora e~ 

pecifica de la fosfodiesterasa, sino que tambien inhibe a la 

fosfatasa alcalina. Croce (1978), ya advirti6 que las xantinas 

sustituidas bloqueaban a la fosfatasa alcalina. La pequena dif~ 

rencia de ni veles ·de f6sforo encontrado entre· ·el primer experi­

mento y el segundo, lo atribuimos a que partiendo de la misma 

concentraci6n molar tanto de AMPc como de 5'AMP, y conteniendo 

una molecula de f6sforo cada uno, son sus pesos moleculares di~ 

tintos, y al valorar el contenido de f6sforo en~ ml-1 , halla­

mos menos f6sforo en el 5'AMP, ya que su peso molecular es mayor 

y proporcionalmente contendra menos f6sforo. 
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5.3. INTERACCION NO COMPETITIVA ENTRE HISTAMINA Y TEOFILINA. 

VALOR DEL pD2 EN CADEN TRAQUEAL D~ COBAYO. 

Murad (1974), expone los mecanismos de acci6n de a! 

gunos broncodilatadores en la cadena traqueal, relacionandolos 

con el metabolismo de los nucle6tidos ciclicos; previamente ba­

bia demostrado la existencia de los mismos en incubaciones de 

la cadena traqueal de cobayos. Lohmann (1977) observa que la 

teofilina, entre otros farmacos, relaja la cadena traqueal; Cr~ 

ese (1980), da a .conocer el mecanisme de acci6n de la histami­

ne en la cadena traqueal de cobayo.Con el disefio de este exper! 

mento se pretendia valorar el comportamiento cin~tico de la te2 

filina y la bistamina en la cadena traqueal de cobayo para po­

der conocer si su interacci6n era competitiva o no competitiva 

y de ese modo ver si act~an en el mismo o diferente receptor. 

La respuesta del agonista histamina ·en presencia de 

teofilina, no logra su eficacia aunque aumentemos considerable~ 

mente su dosis. Nos ofrece una representaci6n tipica no compet! 

tiva entre teofilina e histamina, cuyo pD2 es 4.4, preconizando 

la diferencia de receptores entre estos dos farmacos. 
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5.4. DIFERENCIA ENTRE UN BLOQUEO DE RECEPTOR A NIVEL DE LA MEM­

BRANA SINAPTICA (Mepiramina) CON UN INHIBIDOR INTRACITOPLA§ 

MATICO (Teofilina), VALORANDO EL ANTAGONISMO DE LA REACCION 

DE SCHULTZ-DALE CON MEDIDA DE LA LIBERACION DE HISTAMINA EN 

EL ESPECTROFLUORIMETRO. 

Schultz (1910) y Dale·(l913), demostraron una reac­

ci6n anafilActica "in vitro", en la cual el fleon de cobayo re! 

pond1a solamente con el antigeno especifico, con el que habia s! 

do previamente sensibilizado el cobayo. Schild (1936), valor6 

que esta respuesta de contracci6n del ileon de cobayo sensibili 

zado (reacci6n de Schultz-Dale), iba acompafiada de una liberaci6n 

de histamina. Dale (1970) mesur6 la cantidad de histamina libera­

da por el ileon de cobayo en esta reacci6n, a los diferentes 

tiempos y dosis de antigeno. LlupiA (1981) diferenci6 el compor­

tamiento de algunos farmacos ante la reacci6n de Schultz-Dale y 

su liberaci6n de histamina. Este ensayo fu~ disefiado especialme~ 

te para diferenciar los diversos modos de acci6n de la teofilina 

y la mepiramina. 

Con mepiramina bloqueamos completamente la contrac­

ci6n pero no la histamina liberada; con teofilina hay una inhi­

bici6n casi completa de la contracci6n y de la liberaci6n de his 

tarnina. 

Utilizamos el test param~trico de la "t" de Student 
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para diferenciar estadisticamente estos grupos. Hallamos valores 

significativos s6lo en la inhibici6n de la liberaci6n de bistam! 

na a dosis altas de teofilina: 10-3 M. 
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5.5. APLICACIONES DEL AUMENTO DEL AMPc INTRACELULAR EN PRO­

CESOS ALERGICOS Y ASMATIOOS. ANAFILAXIA CUTANEA EN RA­

TA. DESIGUAL ACTIVIDAD ENTRE UNA XANTINA (Teofilina) Y 

UN ANTIHISTAMINICO (Mepiramina). 

Koopman (1970) y Parker (1973), han insistido en 1a 

influencia de los adenin-ribonucle6tidos en las reacciones ana­

filacticas; Austen (1975), ha observado que si e1 nivel de AMPc 

es alto, inhibe 1~_liberaci6n de histamina y otros mediadores 

de acci6n anafilActica. 

En este experimento hemos querido diferenciar entre 

el efecto por anafi1axia cut~nea pasiva segun Ovary (1963) y la 

lesi6n cutanea de 1a histamina, comprobando el efecto de un in­

hibidor del metabolismo adenilico (teofilina) y un antihistami­

nico (mepiramina), y esto porque: 

lQ.- Es un mAtodo clasico para detec~ar actividades 

r·.ntagonistas a determinados farmacos. En este caso lo utilizamos 

para observar como una xantina, que aumenta los niveles de AMPc, 

hace disminuir las lesiones cutaneas anafilacticas. 

2Q.- Las lesiones cutaneas producidas por histamina 

y por el antigeno son inhibidas con parecido paralelismo por la 

teofilina; en cambio hay una clara afinidad de la meplramina p~ 

ra bloquear la lesi6n por histamine, siendo mucho menca eficaz 

para la anafilaxia cutanea pasiva. 



Se ha utilizado un test estadistico no parametrico, 

ya que las lecturas de las ~reas lesionadas es subjetivo y pue­

de existir excesiva variabilidad; aunque el experimento est~ ra!! 

domizado, se considera m~s adecuado; el uso· de estos -modelos par­

que es de mayor rigurosidad. Primeramente se vi6 la existencia 

de diferencias entre todos los grupos hallando la "H~ de Kruskal­

Wallis y seguidamente se diferenci6 grupo por grupo con el test 

de Mann-\"lhitney viendo sus niveles .de significancia estadistica. 



6.- RESUMEN Y CONCLUSIONES. 
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Considerando estos resultados, llegamos a las siguie~ 

tes conclusiones: 

Primera conclusi6n: 

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. 

Segunda conclusi6n: 

Los adenin-ribonucle6tidos no logran ia actividad intrin 

seca o eficacia de los neurotransmisores. 

Tercera conclusion: 

Dada la poca actividad de los adenin-fosfatos a nivel de 

la membrana celular, se ha utilizado una xantina (teofi­

lina) relacionana estructuralmente con los adenin-ribon~ 

cle6tidos, pues posee un anillo purico y .funcionalmente 

inhibe la fosfodiesterasa, quedando de este modo aumen­

tados los niveles de AMPc. 

Cuarta conclusi6n: 

Este mismo fArmaco, la teofilina, tambi~n inhibe a la fos 
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fatasa alcalina - enzima que cataliza el paso de 5'AHP 

a adenosine - implicando por tanto un incremento de los 

adenin-fosfatos. 

4uinta conclusi6n: 

Valorando el pD2 de acci6n no competitive entre la hist~ 

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 d:iferentes. 

Sexta conclusi6n: 

Valorando la· reacci6n de Schultz-Dale y la medida espec­

trofluorimetrica de la histamina liberada, determinamos 

que el mecanismo de acci6n de un antihistaminico H1 con­

siste en el bloqueo de este receptor, mientras que la ac­

ci6n de la teofilina estriba en impedir la liberaci6n de 

la histamine. 

0eptima conclusi6n: 

El aumento intracitoplasmatico de los adenosin-fosfatos, 

frena la liberaci6n de histamine; por lo tanto, conlleva 

propiedades antianafilacticas. 
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Octava conclusi6n: 

Las lesiones por anafilaxia cutanea pasiva en rata que­

dan inhibidas cuando los niveles de AMPc estan aumentados. 

CONCLUSION GENERAL: 

l-or todo ello, podemos dar mayor credibilidad o conside­

rar mas acertada la teoria de Greengard (1978) que, acep~ 

tando la gran importancia de estos adeniri-ribonucle6tidos,. 

los propone no como neurotransmisores, sino como med.iado­

res y moduladores intracitoplasmaticos. 
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