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‘OBJETO




Es una preocupacién cada vez mayor, de las sociedades desarrolladas,
la investigaci6n dirigida a mejorar la salud, siendo las enfermedades relacionadas
con el sistema cardiovascular unas de las que tienen més amplia repercusién. Por

ello, los frmacos destinados a combatirlas han adquirido una gran importancia en
la actualidad. Uno de los grupos farmacolégicos utilizados son las aminas
simpuiicomiméticas, entre las que destaca la fenilefrina (FE) por sus propiedades
vasoconstrictoras.

Dado el creciente interés de este campo de investigaci6n, la industria
Boehringer Ingelheim y los Departamentos de Qufmica Fisica y Farmacologia de la
Universidad de Granada han desarrollado un proyecto conjunto titulado "Estudios
fisicoguémicos y farmacoldgicos de aminas simpaticomiméticas de interés
terapéutico”, en cuyo marco se sitian los trabajos de esta Tesis Doctoral. Gracias
a esta colaboracién, los laboratorios del Departamento de Quimica Fisica han
sintetizado un derivado N-acetilado de ia fenilefrina (NAF), cuyo perfil
farmacol6gico y toxicolégico es poce conocido.

El proyecto de la presente Tesis Doctoral es ampliar el conocimiento
de los efectos de la NAF, fundamentalmente a nivel cardiovascular, baséndonos en

la actividad de la fenilefrins de estimular los receptores c.

Para llevar a cabo este objeto proponemos el siguiente Plan de
Trabajo.




PLAN DE TRABAJO

L. Parte bibliogrdfica. En este apartado haremos unma revisién acerca de los
conocimientos actuales sobre el receptor . Esta revisién es necesaria para poder
situar nuestros resultados con la NAF dentro de dichos conocimientos.

IL. Parte experimental. En este capftulo pretendemos estudiar el perfil farmacolégico
de la NAF y compararlo con el de la FE, firmaco utilizado como patr6n. Este perfil

expuesto esquematicamente es el siguiente:

IL.1. Estudios de toxicidad aguda
IL.2. Estudios a nivel del sistema cardiovascular. Estos cnsayos constituyen la parte
fundamental de esta Tesis, ya que es la aplicacién principal de las aminas
simpaticomiméticas.
I1.3. Estudios a otros niveles.

IL.3.1. A nivel del SNC

IL3.2. A nivel de triquea aislada de cobaya

I1.3.3. A nivel de conducto deferente aislado de rata
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Como se ha comentado al exponer ¢l objeto de este trabajo de Tesis
Doctoral, se pretende estudiar las modificaciones en la actividad farmacolégica de
la fenilefrina (FE) cuando se acetila su grupo amino (N-acetilfenilefrina, NAF). La
FE produce numerosos efectos al interactuar con el organismo animal, muchos de
los cuales son consecuencia directa de la activaci6n de los receptores adrenérgicos
o (Minneman, 1988). Parece 16gico, por tanto, realizar una aproximacién a los
conocimientos existentes en la actualidad sobre este tipo de estructuras celulares; en
particular, a su clasificaci6n, a la existencia de distintos subtipos, a los mecanismos
de transducci6n de la sefial de activacion, para finalizar recogiendo brevemente los
efectos més evidentes que se observan tras su estimulacién. La alteracién de la
estructura quimica de la FE puede originar cambios cuali y cuantitativos en los
efecios observados, que Gnicamente pueden ser interpretados de forma correcta

mediante el perfecto conocimiento de este receptor.

EL RECEPTOR ALFA

I. INTRODUCCION

Los receptores son estructuras macromoleculares de naturaleza
proteica, en ocasiones unidos a radicales lipidicos o hidrocarbonados, localizados en
la membrana extracelular de las células, en el citoplasma o incluso en el nicleo
celular; capaces de formar selectivamente enlaces con las moléculas farmacolégicas
(Flérez, 1987a).

Las investigaciones encaminadas a poner de manifiesto su estructura,

localizacién anatémica y acciones farmacolégicas de las que son responsables
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aportan nuevos datos dia a dfa. Un claro ejemplo de esta evolucién lo constituye los
llamados receptores adrenérgicos, estructuras localizadas en la superficie celular
de diferentes 6rganos diana, con los que interactian las catecolaminas endégenas
para originar sus efectos fisiol6gicos.

Los primeras evidencias que establecen la existencia de una
heterogeneidad de recepiores adrenérgicos se obtienen al observar las diferencias en
la actividad farmacolégica que, sobre diversos 6rganos, originan las aminas
naturales, adrenalina (AD), y noradrenalina (NA), y la sintética isoprenalina (ISO)
(Alquist, 1948). Con estos datos se realiza la primera clasificacién de receptores
adrenérgicos atendiendo a criterios farmacol6gicos, denominéndose receptores o a
aquellos que son estimulados por las tres catecolaminas en el orden de potencia: AD
>NA > ISO y receptores 8 los que se estimulan en el orden de potencia ISO > AD
> NA.

En general los receptores a son responsables de las respuestas de tipo

excitatorio: vasoconstriccién o contraccién de la musculatura lisa como la del

conducto deferente; mientras los receptores B median respuestas de tipo inhibitorio:
relajacién de la musculatura lisa dei tracto respiratorio o vasodilatacién (Wenzel y
Su, 1966; Jenkinson y Morton, 1967).

La confirmaci6n de la existencia de estos dos tipos de receptores se
consigue con la utilizacién de formacos antagonistas que bloquean selectivamente
las acciones a (ergotamina, fenoxibenzamina) o las B (dicloroisiprenalina,
nropranolol) (Powell y Slater, 1958; Moran y Perkins, 1958). Por otra parte,
mediante técnicas de fijacion de ligandos radiactives especificos, de naturaleza tanto
agonista como antagonista: [*H]-dihidroalprenolol, [**I}-hidroxibeacilpindolol, [*H])-
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haloperidol,...(Mukherjee y cols., 1976; Bylund y Snyder, 1976; Randall y cols.,
1977; Brown y cols., 1976; Creese y cols., 1975) se demuestra no sélo la existencia
real de estos receptores a y B, sino también la certeza de que no forman una
poblacién homogénea, sino que dentro de ellos existen distintos subtipos.

Desde la clasificacién de las respuestas adrenérgicas en a y 8,
numerosos estudios sobre la farmacologfa de sus receptores han originado la divisi6n
de cada una de las familias de estos en diversos tipos. Asf, las respuestas B-
adrenérgicas se dividen en dos clases, llamadas B8, y B, en base a la potencia
relativa del ISO, AD y NA (Lands y cols, 1967). Los receptores adrenérgicos 8,
presentan aproximadamente igual afinidad por AD y NA, mientras que los B,
Teconocen una mayor afinidad por AD que por NA.

Las respuestas a-adrenérgicas también se dividen, en un principio, en
dos tipos, denominadas a, y @y, en funcién de la potencia relativa de agonistas y
antagonistas selectivos (Greenberg y cols., 1976; Ruffolo y cols., 1976; Langer,
1974; Berthelsen y Pettinger, 1977; Bentley y cols., 1977). Asi por ejemplo, los
reccptores sobre los que actua la FE como agonista més potente que la clonidina
(CLO) y el prazosfn como antagonista de potencia superior a la yohimbina se les
denominan a,, y en el caso de que el orden de potencia se invierta se trata de
receptores del subtipo a, Recientemente se conocen datos experimentales que
apoyan la idea de heterogeneidad dentro de cada uno de los tipos de receptores
adrenérgicos a (Minneman, 1988; Bylund, 1985, 1988).

También es posible distinguir las respucstas adrenérgicas de los
distintos tipos de receptores en base a los mecanismos de transducci6n de su sefial

de activacién. La conexi6n entre la activacién de los mismos y su respuesta
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funcional fins! consiste en una serie de acontecimientos complejos que s6lo ahora

comienzan a ser conocidos en términos moleculares. La activacién de los distintos
tipos de receptores puede iniciar una variedad de cambios en el funcionamiento de
la membrana y acontecimientos bioqufmicos intracelulares entre fos que se incluyen
la regulacién de los canales i6nicos de la membrana plasmiética, activacién de
mecanismos de intercambio i6nico a través de la misma y estimulacién e inhibicién
de los sistemas enziméticos asociados a ella. Todos ellos conducen a cambios en la
concentracién intracelular de algunos mediadores, cada uno de los cuales es capaz
de producir diferentes cambios ¢n la funcién celular. En la actualidad se conoce que
proteinas reguladoras unidas a nuclestidos de guanina (proteinas G) desempeiian un
papel central en la transducci6n de la sefial de activacién del receptor y la iniciacién

del primer paso de la via de transduccién (Robishaw y Foster, 1989; Schultz y cols.,
1990).

Los receptores adrenérgicos (a y B) se incluyen dentro de una gran
familia de receptores de membrana que transmiten informacién al interior de las
células acoplados a proteinas G (Dohlman y cols, 1987; Strader y cols., 1989;
Lefkowitz y Caron, 1988; Gilman, 1987); sin embargo los mecanismos de la sefial
de ambos tipos son distintos. Asf, mientras que los receptores adrenérgicos B, con
independencia del subtipo, se acoplan con la activacién de la adenilciclasa lo que
origina un aumento de los niveles del segundo mensajero AMPc (Lefkowitz y cols.,
1983; Emorine y cols., 1989), los receptores a activan distintas vfas dependiendo
del subtipo considerado. La uni6n de agonistas a los receptores adrenérgicos o,
conduce a la activaci6n de la fosfolipasa C y a la alteracién de la concentraciéh
intracelular de Ca* (Minneman, 1988); mientras, los receptores adrenérgicos a,
parecen estar acoplados a la adenilciclasa pero de forma inhibidora (Jakobs y cols.,
1976).




El aislamiento de las protefnas puras del receptor adrenéryico o
(Lomasney y cols., 1986) y la subsiguiente clonacién y expresién en distintos
receptores (Cotecchia y cols., 1988), confirman la presencia de miiltiples subtipos
de receptores adrenérgicos, tanto @, como @, asf como revelan la conformacién
molecular del receptor. Si bien, los estudios funcionales y moleculares muestran la
presencia de miltiples subtipos de receptores adrenérgicos o, ain no sc¢ ha
establecido la exacta correspondencia entre el receptor funcional y la expresién de

las proteinas que lo forman.

II. CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS ALFA

IL1. CLASIFICACION q,/a,

11.1.1. CLASIFICACION ANATOMICA

Durante muchos aiios se conocia que los antagonista de los receptores
adrenérgicos @ incrementaban la liberacién de NA producida por estimulacién
nerviosa simpética. Brown y Gillespie (1957) sugieren que este efecto se debe al
bloqueo de los receptores postsinépticos a, que al prevenir la interaccion de la NA
liberada con los receptores de la célula efectora conducen a un aumento de la
liberacién de NA. En contraste con esta hipétesis, Thoenen y cols. (1964) proponen
que este efecto se debe a la inhibicién de la captacién neuronal de la NA liberada.
Posteriormente, Starke y cols. (1971a,b) y Langer y cols. (1971) postulan que este
efecto de los antagonistas adrenérgicos a es un fenémeno presinéptico mediado por
bloqueo de receptores a. Esta hip6tesis se confirma ya que los agonistas a pueden
inhibir la liberacién neuronal de NA por un mecanismo relacionado con los
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receptores adrenérgicos a y que la NA liberada puede inhibir su propia liberacién
por un mecanismo feedback negativo (Starke, 1972a,b).

Posteriores estudios demuestran que ciertos agonistas, como la CLO,
y ciertos antagonistas, como fenoxibenzamina, pueden ser utilizados para discriminar
entre receptores adrenérgicos pre- y postsindpticos (Starke y cols., 1974, 1975;
Dubocovich y Langer, 1974). Esto prueba que, ademés de tener localizaciones

anatomicas distintas, son también entidades farmacologicamente diferentes.

Como resultado de estas investigaciones Langer (1974) propone que
los receptores adrenérgicos de localizacién postsindptica que median la respuesta del
6rgano efector se denominen @, y que los localizados presinipticamente, que regulan

la liberacién del neurotransmisor, son los .

I1.1.2. CLASIFICACION FUNCIONAL

Frecuentemente la clasificacién anatémica de los receptores
adrenérgicos a (postsindpticos= a,; presindpticos= a,) es cierta. Sin embargo,
también se conoce que la localizaci6én anatémica sola, no puede ser utilizada para
clasificar los receptores adrenérgicos a, como prueba el hecho de que determinados
efectos producidos por agonistas con mayor selectividad por los receptores a, son
postsinépticos, tales como la inhibicién de la dispersi6n de los gréinulos de melanina
inducida por la hormona estimulante de los melanocitos en la piel de la rana
(Pettinger, 1977) y la inhibicién de la glucolfsis y lipolisis inducidas por ISO en
adipocitos epididimales aislados de hémster (Schimmel, 1976).
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Berthelsen y Pettinger (1977) sugierea una clasificacién funcional de
los receptores a basada, no en su localizacién, sino en el tipo de funcién mediada
por el subtipo de receptor. Asf, los receptores a, son los que originan respuestas

inhibitorias mientras que los @, tienen caricter excitador.

Sin embargo, csta clasificacién funcional (inhibidores= ay;
excitadores= a,) no puede aplicarse en todos los casos. La utilizacién de nuevos
antagonistas muy selectivos por los receptores a,, como el prazosin, permite a Drew
y Whiting (1979) demostrar que la respuesta vasoconstrictora de NA en rata y gato
se inhibe no sélo por prazosin, sino también por un antagonista selectivo de los
Teceptores @, la yohimbina, y por tanto, que la respuesta excitadora postsindptica
puede estar mediada tanto por receptores @, como por a,.

Por consiguiente, ni la localizaci6n anatémica ni la actividad funcional
pueden ser utilizadas para clasificar los receptores adrenérgicos a. El sistema de
clasificacién de estos receptores aceptado universalmente en la actualidad es el
farmacolégico, basado Gnicamente en la afinidad relativa de agonistas y antagonistas

selectivos.

I1.1.3. CLASIFICACION FARMACOLOGICA

Esta clasificaci6n se basa en la potencia relativa de series de agonistas
y antagonistas. Por ejemplo, un receptor adrenérgico que se activa por metoxamina,
cirazolina o FE y se bloquea de forma competitiva por pequeiias concentraciones de

prazosfn, WB 4101 y corinantina se clasifica como un receptor a,. Por otra parte,
Tespuestas & a-metilnoradrenalina, UK 14,304, BHT 920 y BHT 933 que se
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antagonizan competitivamente por pequefias concentraciones de yohimbina,
rauwolscina o idazoxén, se producen vfa receptores a,. El neurotransmisor simpético
natural, NA, es un agonista relativamente no selectivo y la hormona adrenal, AD,
presenta s6lo pequeiia selectividad por los receptores a,.

En la tabla 1 se recoge la selectividad sobre los subtipos de receptor

de varios agonistas y antagonistas de los receptores o.

Selectivo por receptores a,

Agonistas
Fenilefrina Clonidina
Metoxamina i o-metilnoradrenalina
Cirazolina B HT 933
Amidefrina B HT 920
Sgd 101/75 UK 14,304
Antagonistas

Prazosin Fentolamina

Tolazolina




IL2. TIPOS DE RECEPTORES ADRENERGICOS «,

Los receptores adrenérgicos a, pueden ser farmacoldgicamente

subdivididos en distintos subtipos. Esta subdivisién se basa en los siguientes
criterios:

- Diferente sensibilidad de las respuestas mediadas por receptores a,
al bloqueo con prazosin y otros antagonistas c,.

- Diferente requerimiento de Ca™ extracelular para la respuesta
inducida por receptores a,.

En general, cuando se comparan la afinidad antagonista de un firmaco
en diferentes ensayos de receptores a, suele aparecer une excelente correlacion entre
ellas (Hiegle y cols., 1982; Timmermans y cols., 1981). Sin embargo, existen
algunos datos que sugieren diferencias entre los receptores o, en funcién de la
especie y el tipo de tejido animal (Ruffolo y Waddell, 1982; Ruffolo y cols., 1984a;
Ruffolo y Zeid, 1985). Asf por ejemplo, el prazosin, potente antagonista selectivo
de estos receptores, si se examina su constante de disociacién frente a una serie de
respuestas mediadas por receptores a, se observan modificaciones de su afinidad de
aproximadamente 100 veces (Agrawal y cols., 1984; Medgett y Langer, 1984; Drew,
1985; Flavanhan y Vanhoutte, 1986). Medgett y Langer (1984) sugieren que el
amplio rango en la afinidad de este firmaco es el resultado de su capacidad para
diferenciar entre dos subtipos de receptores a,, unos inervados directamente y con
alta afinidad por el prazosin (Kz < 0.4 nM), y otros localizados lejos de las
terminales nerviosas y con menor afinidad por el prazosin (K5 > 1.6 nM).
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La subdivisién de receptores a, también se puede realizar en funcién
de la capacidad de varios antagonistas para producir un desplazamiento biféisico del
[*H]-prazosfa unido a membranas de diversos tejidos centrales o periféricos. Asf,
indoramina y dihidroergocriptina producen un desplazamiento monoffsico en
membranas de la corteza cerebral de rata, mientras que fentolamina y WB 4101
producen un desplazamiento en dos componentes, cada uno de los cuales representa
aproximadamente el 50% de total de uniones. Por ello, se sugiere que estos Gltimos
antagonistas o permiten discriminar entre dos subtipos de receptores o, en este
tejido (Morrow y cols., 1985). Teniendo en cuenta estos resultados se considera un
subtipo de receptor a, con una afinidad subnanomolar por WB 4101, llamado a,,,
y otro de menor afinidad, a,; (Morrow y Creese, 1986). Recientes estudios
demuestran que el 5-metilurapidilo presenta mayor capacidad para diferenciar estos
subtipos de receptores que ¢l WB 4101 (Gross y cols., 1988).

Minneman y cols. (1988) reiteran la existencia de dos subtipos de
receptores o, (@, y a,p) en base a estudios funcionales, demostrando que los dos
subtipos se relacionan con dos diferentes procesos intracelulares.

El anflogo alquilado de la CLO, cloroetilclonidina (CEC), capaz de
inactivar sdlo el 50% de los receptores o, en cortex cerebral de rata y de no
bloquear ningiin receptor en hipocampo, a pesar de que los receptores de ambas
localizaciones son sensibles a la inactivacién (alquilaci6n) con fenoxibenzamina,
también se utiliza para distinguir subtipos de receptores a, (Johnson y Minneman,
1987). Ademés la CEC puede inactivar casi todos los receptores @, en higado y bazo
de rata, pero pocos de los existentes en conducto deferente (Han y cols., 1987a). El
subtipo de receptores insensibles al CEC se denomina o, ¥ ¢l subtipo sensible al
mismo a,,. Ademés, otros estudios demuestran que el WB 4101 tiene mayor
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afinidad por los sitios insensibles al CEC que por los sensibles, lo que puede
interpretarse como que el CEC es selectivo por los receptores designados
previamente por Morrow y colaboradores como «,p (Han y cols., 1987b).

La respuesta insensible al CEC para la NA en conducto deferente de
rata, se inhibe por antagonistas de los canales de calcio, 0 por quelacién del calcio
extracelular con fcido etilenglicol bis(8-sminoetiléter)-N,N,NIN' -tetracético (EGTA),
mientras que estas dos actuaciones farmacolégicas no afectan a la respuesta, en bazo
de rata, sensible a CEC. Estos hechos permiten deducir que los dos subtipos de
receptores se relacionan con procesos diferentes de transduccién de la seiial de
activacion. Los receptores a,, se relacionan con entrada de calcio extracelular, y los
@,, con liberacién de calcio intracelular (Han y cols., 1987b).

Estudios recientes intentan identificar ambas terminologias; en este
sentido se demuestra que los receptores a,, (sensibles a CEC) y los a5 (insensible

a WB 4101), se relacionan casi exclusivamente con la generaci6n intracelular de

inositol fosfatos, y la consiguiente liberacién de calcio intracelular (Minneman y

cols., 1988). Sin embargo, la total identificacién de las dos terminologfas no puede
hacerse hasta que no exista total confirmacién.

Actualmente se sugiere la exitencia de un subtipo de receptor a,
diferente a a,, y a,,; asf Motley y cols. (1990) y Oriowo y cols. (1990) encuentran
que en sorta de rata existe un Gnico tipo de receptor que media la respuesta de
diferentes agonistas, a pesar de su variada relacién con la fuente de calcio
(intracelular o extracelular). En esta preparacién un agonista parcial, (-)-dobutamina,
es muy sensible a la inhibicién por nifedipina (Oriowo y cols,, 1990) y es
Gnicamente un débil agonista para inducir el metabolismo de inositol fosfato (Motley
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y cols., 1990), lo gue indica una relativa selectividad de interaccién con receptores
), La respuesta a NA, sin embargo, que tedricamente interaccicna con ambos
subtipos de receptores a, (Minneman y cols., 1988), es insensible a inhibicién con
nifedipina (Oriowo y cols., 1990) y produce un gran aumento en el metabolismo de
inositol fosfato (Motley y cols., 1990). Tanto NA (no selectivo) como dobutamina
(selectivo a,,) protegen de la alquilacién con fenoxibenzamina (que interacciona
selectivamente con receptores a,,). Esto confirma la teorfa de la interaccién de
ambos agonistas con un Gnico receptor, que puede activar diferentes sefiales de
transducci6n, y que no puede ser clasificado como a,, 6 a,.

La existencia de este subtipo de receptor a.,, también se ha puesto de
manifiesto en arteria caudal de rata (Sulpizio e Hieble, 1991). El componente inicial
(fésico) de la respuesta contractora de la arteria caudal de rata depende
exclusivamente de la liberacién de calcio intracelular, mientras la respuesta tonica
secundaria depende s6lo de la entrada de calcio extracelular. Relacionando esto con
la hipétesis de Minneman (1988), la respuesta fisica puede estar mediada por
receptores o, y es selectivamente antagonizada por CEC; en tanto que la respuesta
ténica, puede estar mediada por receptores a,,, y es sclectivamente antagonizada por
WB 4101, (+)-niguldipina y 5-metilurapidilo. Sin embargo, ambas fases de la
contraccion son abolidas por pequefias concentraciones de estos tres Gltimos
compuestos (selectivos a,,) y por concentraciones de CEC superiores a 100 uM (que
inactivan selectivamente los @,,). Por tanto, puede ocurrir que en este tejido la

adicién NA ex6gena active un tinico receptor que sea sensible a antagonistas, tanto

Q,, COMO ay,.

De todo lo expuesto anteriormente se concluye que aunque existen
evidencias para hablar de la heterogeneidad del receptor @, actualmente no se
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conocen mecanismos consistentes para explicar su subdivisién. Sin embargo, los
estudios de clonaci6n y expresi6n de! receptor apoyan la existencia de estos subtipos
y el que algunos de ellos interactian exclusivamente con un proceso de transduccién
de la seiial (o protefna G) y otros con diversos procesos de transduccién de la sefial.

I1.3. TIPOS DE RECEPTORES ADRENERGICOS «,

Los receptores a, tampoco representan una poblacién homogénea.
Estudios farmacolégicos en los que se determinan afinidades por la yohimbina,

antagonista de estos receptores, sefialan la existencia de grupos diferentes de

receptores o, presentes en especies distintas (Drew, 1985), aunque también existen
cjemplos de diversidad entre tejidos dentro de una misma especie (Skarby y cols.,
1983; Hieble y Woodward, 1984).

Experiencias realizadas con varios antagonistas apoyan la idea de esta
diferencia entre especies: los receptores @, de conducto deferente de rata son
distintos a los de conducto deferente de conejo (Waterfall y cols., 1985); o los de
cortex cerebral y plaquetas humanos, similares entre si y a su vez, distintos a los de
cortex cerebral de rata (Cheung y cols., 1982). En el caso de los receptores a,
humanos, la yohimbina posee alta afinidad por ellos y baja el prazosin, mientras en
los de rata, es al contrario (Cheuiig y cols., 1982). También los receptores a, de
pulmén de ratas neonatas poseen baja afinidad por yohimbina y alta por prazosin
(Latifpour y cols., 1982).

Los estudios de binding ratifican las diferencias entre especies
(Bylund, 1985; Petrash y Bylund, 1986). Asf ocurre al analizar la capacidad del
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prazosfn por inhibir la unién de [*H]-yohimbina en diferentes regiones de cerebro
humano y de rata, encontrndose zonas de heterogeneidad; en unos lugares la
inhibicion se caracteriza por la competicién del prazosfn por un solo sitio con baja
afinidad, y en otros se establece por dos lugares, uno con baja afinidad, ¢ igual a la
observada en plaquetas humanas, y otro con alta afinidad y similar a la que presenta
cn pulmén de ratas neonatas. Estas diferencias regionales en la capacidad del
prazosin para identificar dos lugares de unién de! receptor a,, no son las mismas en
cerebro de rata y en el humano; en el cortex de rata se demuestra la existencia de

dos Iugares con similar densidad, mientras que hay s6lo un lugar en cortex humano.

Teniendo en cuenta estos resultados, Bylund propone una
subclasificaci6n de receptores a, en funcién de la potencia relativa del prazosfn: el
receptor con baja afinidad, tipificado como receptor a, de plaquetas humanas, se
denominé a,,, y al de mayor afinidad, tipificado por el receptor a, de pulmén de
ratas neonatas, g,

Trabajos recientes confirman esta subdivision ¢ identifican diversos
tejidos y lineas celulares con un solo subtipo. Ademés, se han encontrado diferentes
ligandos que presentan selectividad por uno u otro subtipo: benoxatidn,

oximetazolina y WB 4110 por a,,; clorpromacina, imiloxan y prazosfn por o
(Michel y cols., 1990).

La existencia de estos subtipos de receptores c, se ha utilizado para
intentar diferenciar entre receptores a, pre- y postsinpticos. Hieble y cols. (1986)
encuentran una bucna correlacién entre la afinidad de una serie de antagonistas de
receptores presinépticos en auricula de cobaya y de receptores postsinépticos en vena
safena de perro, lo que sugiere que hay homogeneidad entre receptores a,
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pre/postsinépticos. Esta correlacién se ha encontrado también para miembros de
varias clases quimicas: alcaloides tipo yohimbina (yohimbina y rauwolscina),
imidazolinas (fentolamina), 3-benzazepinas (SK&F 86466), benzodioxanos
(piperoxdn) y tetrahidroisoquinoleinas (SK&F 72223).

En contraste con estos hallazgos, otros grupos de trabajo proponen
que los receptores a, presindpticos y postsindpticos son diferentes: ciertas
imidazolinas 2,5-disustituidas son agonistas selectivos para los receptores o,
presindpticos (De Jonge y cols.,, 1981) mientras que ¢l SK&F 104078 es un
antagonista selectivo de receptores postsinépticos a, (Hieble y cols., 1988).

Sin embargo, los datos obtenidos in vivo sugieren que el modelo de
localizaci6n anat6mica, al igual que no puede ser utilizado para clasificar receptores
a (o, y o), tampoco debe emplearse para subclasificar los receptores o, Asf,
aunque el SK&F 104078 antagoniza la respuesta presora mediada por receptores a,
postsindpticos en ratas desmeduladas, el grado de antagonismo, comparado con el
de yohimbina y rauwolscina, se limita a desplazar entre 3-4 veces como méximo las
curvas dosis-respuesta del agonista (Hieble y cols., 1988). De ahi que pueda existir
en los receptores a, postsinipticos un componente resistente al SK&F 104078 y, por
tanto, una heterogeneidad de este tipo de receptor a nivel postsindptico.

Este mismo compuesto se utiliza también para poner ce manifiesto

diferencias a nivel presinéptico; una dosis que inhibe significativamente la respuesta

presora mediada por receptores o, postsinépticos vasculares en ratas desmeduladas,
no tiene efecto en la inhibicién de la taquicardia neurogénica, medisda por
receplores a, presindpticos, que produce el agonista BHT 933; sin embargo, esta
misma dosis sf deprime el efecto inhibidor de la taquicardia neurogénica producida
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por otro agonista, xilacina (Akers y cols., 1989). Esto hace pensar en la existencia
de diferentes receptores a, presinfipticos, uno(s) sensible a inhibicién con SK&F
104078, y otro insensible.

Para reafirmar esta hipétesis, se observa como en conducto deferente
de rata la rauwolscina tiene igual potencia para inhibir los receptores a,
presinfipticos que median la inhibici6n de la liberacién de neurotransmisor, cuando
sc estimulan por distintos agonistas, mientras que el SK&F sélo inhibe la actividad
agonista de la CLO y el M 7 sobre estos receptores (Ruffolo y cols., 1991a).

Otro antagonista de receptores o, SK&F 104856, posee propiedades
farmacolégicas semejantes al SK&F 104078 (Hieble y cols., 1991) y también se
utiliza para evidenciar diferentes poblaciones de receptores o, tanto localizadas pre-
como postsindpticamente. No obstante, aiin no se ha podido establecer relacién entre
los subtipos a@,, y @y y su situacién anatomica.

Un problema adicional para el estudio de los receptores a,-
presindpticos es la dificultad para el uso de radioligandos, que estribe en la baja
densidad de estos receptores en terminales de neuronas simpéticas, de ahf que se

sugicre el uso de glindula pineal bovina para la investigacién de estos recepiores
(Bylund e Iversen, 1990).

Recientemente se ha propuesto la existencia de un tercer subtipo, e,
identificado en células OK y en lineas celulares derivadas de rifién de zarigiieya. Se
caracteriza por su semejanza con receplores Q. (alta afinidad por prazosfn), pero la
relacion de afinidad de prazosin y yohimbina es intermedia entre o, y Qg (Murphy
y Bylund, 1988). Estos receptores atn no se han identificado en tejidos humanos.
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Mediante estudios con moléculas tipo imidazolina (idazoxén, CLO y
p-aminoclonidina) marcadas radiactivamente se ha puesto de manifiesto la presencia
~ de otro lugar de fijacién distinto a los anteriores (Brown y cols., 1990). Ademés,
como los radioligandos unidos a este nuevo lugar no son desplazados por ligandos
fisiolégicos de receptores a, NA y AD, es més correcto considerarlo como lugar no
adrenérgico méis que como subtipo a; aunque existen evidencias de que este lugar
puede actuar como receptor farmacol6gico, mediando, al menos en parte, la acci6n
antihipertensiva de CLO y otras imidazolinas (Tibirica y cols., 1991).

IIl. MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE LA SENAL DE ACTIVACION
DE LOS RECEPTORES ALFA

Los procesos fundamentalmente implicados en la transduccién de la
seiial de estos receptores son los siguientes:

- Movimientos de calcio

- Metabolismo de los fosfolipidos de membrana

- Inhibici6n de la adenilciclasa

- Intercambio sodio/hidrégeno

IIL.1. MOVIMIENTOS DE CALCIO

La mayorfa de los estudios realizados para demostrar la implicacién
de los movimientos de Ca™, tras activacion de los receptores a, se hap realizado en
misculo liso vascular. Incluso antes de la demostracién de la coexistencia de

reccplores @, y @, a este nivel, se conocfa que los iones Ca?* estaban implicados en
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la vasoconstriccién producida por sus agonistas (Casteels, 1978; Van Meel y cols.,
1981). La activacién de los receptores @, se acopla con la entrada de calcio
extracelular y la liberacién de calcio de depésitos intracelulares; aunque esta
hip6tesis sc ha cuestionado en los Gltimos afios. Asf, la respuesta presora in vivo
mediada por receptores ., vasculares es resistente a la inhibicién por antagonistas
de los canales de calcio (Cavero y cols, 1983), lo que sugiere que la
vasoconstriccion producida por estos agonistas no depende de la entrada de calcio
extracelular. Sin embargo, no todos los agonistas selectivos de estos receptores (St
586, Sgd 101/75 y dobutamina) son resistentes a este bloqueo (Ruffolo y cols.,
1984b); por tanto, parece que algunos estimulantes o, producen vasoconstriccién por
entrada de calcio extracelular y otros no.

Los estudios de flujo de ‘“Ca® en aorta de conejo muestran que la
activacion de los receptores a, produce entrada de calcio extracelular (Deth y Lynch,
1981; Cauvin y cols., 1982; Awad y cols., 1983). Incluso los agonistas a,
relativamente insensibles a la inhibici6n por antagonistas de calcio producen también
entrada de calcio extracelular (Chiu y cols., 1986). Por otra parte, los estudios de

salida de “’Ca” demuestran que los agonistas de los receptores a, también producen

la liberaci6n de calcio de sus depésitos intracelulares.

La contracci6n por estimulacién a, tiene dos componentes, uno fésico
y otro tbnico, por utilizar diferentes fuentes de calcio. Leijten y cols. (1985)
proponen que durante la activacién de estos receptores, el calcio se libera de un
pequefio depésito intracelular situado en la superficie interna de la membrana
plasmética; éste no activa directamente la contraccién del misculo liso, pero
desencadena la liberaci6n de calcio del reticulo sarcoplasmético. Simultineamente,

¢l unido a la superficic externa de la membrana plasmética se libera y entra en la
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célula a través de canales de calcio receptor-dependientes. Estos dos procesos,
liberaci6n de calcio intracelular y entrada de calcio extracelular, son responsables de
los componentes fésico y tonico, respectivamente, de la contraccién. No obstante,
la contribuci6n relativa a la vasoconstriccién del calcio extra o intracelular varie con
las especies y con la localizacién anat6mica (Cauvin y cols., 1984).

La vasoconstriccién originada por estimulacién de receptores a,

requiere la entrada de calcio cxtracelular, ya que sc inhibe por antagonistas

orgénicos e inorgénicos de los canales de calcio y desaparece en un medio libre de
calcio. Los estudios con ““Ca®* confirman esta hip6tesis (Godfraind y cols., 1986).
Sin embargo, no existen mecanismos uniformes por los que los agonistas a,
producen esta entrada de calcio en el misculo liso vascular, En este sentido se
encuentra que la entrada de calcio producida por agonista a, en vena safena canina,
no se debe a la activacion de canales de calcio voltaje-dependientes, porque no se
observa variaciones significativas del potencial de membrana durante la contraccién
(Matthews y cols., 1984); adems, se requicre mayor concentracién de nimodipino
(antagonista orgénico de los canales de calcio) para inhibir esta contraccién que la
que se necesita frente a la originada por despolarizacién de la membrana (Cooke y
cols., 1985). Por otro lado, en vena safena de rata la contraccién con los agonistas
@, estd acompaiiada por la despolarizacién de la membrana y se produce por entrada
de calcio extracelular iniciada por Ia aperiura de cansles de calcio voltaje-
dependientes (Cheung y cols., 1985a,b).

El aumento en los niveles de calcio intracelular, independientemente
de su origen, no es una respuesta uniforme 2 la activacién de los receptores a, en
todos los tejidos, tal como sucede a nivel presinéptico. Se demuestra que el aumento
de calcio intracelular es necesario para ¢l proceso de liberacion del neurotransmisor;
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por tanto, cabe esperar que la inhibici6n de la liberacién por estimulacién a, se
asocie con una reduccién del calcio intracelular. Este fenémeno se observa
sinaptosomas corticales de rata en los que la activacién de los receptores a, reduce
el calcio intracelular (Adamson y cols., 1987). Por consiguiente, al contrario que los
receplores o, postsinéipticos vasculares, la activacion de los receptores presindpticos
reduce el calcio intracelular, aunque ¢l mecanismo de este efecto no se conoce.

Ili.2. METABOLISMO DE LOS FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA

En la mayorfa de los tejidos, los movimientos de calcio producidos
por interaccién del agonista con el receptor @, se cree que son secundarios al
aumento del movimiento de fosfatidil inositoles, debido a la activacién de la

fosfolipasa C (Michell, 1979), mientras que estos mediadores no participan en las

respuestas via receptores a, (Reese y Matthews, 1986).

Los productos de hidr6lisis del inositol difosfato (IP,), en respuesta
a la activacion a,, diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP,), son los segundos
mensajeros responsables del proceso de transducci6n (Figura 1). El IP, libera calcio
del reticulo sarcoplasmético (Joseph y cols., 1984; Suematsu y cols., 1985), mientras
que el DAG activa la protein quinasa C (Kishimoto y cols., 1980), enzima
responsable del mantenimiento de la contraccién por interaccionar con la quinasa de
las cadenas ligeras de miosina (Rasmussen y cols., 1984). También a partir del DAG
s forma écido fosfatidico, que es un ion6foro del calcio y produce una contraccién
calcio-dependiente del misculo liso (Salmon y Honeyman, 1980).




e eltda sl L

Figura 1: Esquema de los diferentes mecanismos de transducci6n de la sefial de activacion por 2 subtipos
de receplores a,. Fosfolipasa C (FLC); protefna G (P,); diacilglicerol (DAG); nifedipina (NIF);
noradrenalina (NA); cloroetilclonidina (CEC); inositol (Ins). Tomado de Minneman (1988).

Por tanto, existe una correlacién entre la hidrélisis de fosfatidil
inositoles y los flujos de calcio. La hidrélisis del IP, se asocia en el tiempo con Ia
liberacién de calcio intracelular y con el componente fisico de la contraccién,
mientras que la produccién de dcido fosfatidico se une temporalmente a la entrada

de calcio extracelular y al mantenimiento de la contraccién tonica.

Se ha emitido una hip6tesis que une la entrada de calcio extracelular
y la liberaci6n de calcio intracelular en un Gnico proceso. Poggioli y Putney (1982)
proponen que se pueden enlazar el calcio intra y extracelular, porque para el
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mantenimicato de los depésitos del retfculo sarcoplésmico se requiere caicio
extracelular, mientras que el proceso de cargado de depésitos puede ocurrir sin un
incremento significativo de los niveles de calcio intracelular libre (Poggioli y Putney,
1982).

Segiin este esquema ia generacién de IP, a partir del metabolismo de
fosfoinositoles actia como segundo mensajero para la liberacién de calcio
intracelular y la entrada de calcio extracelular. Sin embargo, con esta hipétesis no
se explican todos los hechos experimentales, por ejemplo, la existencia de agonistas,
como el Sgd 101/75, que pueden producir s6lo la entrada de calcio extracelular sin
una liberacién previa de calcio intracelular (Chiu y cols., 1986). Ademés la
activacién de los receptores a, en arteria caudal de rata produce una respuesta
contréctil bifésica, con un componente inicial fasico répido seguido de um
componente t6nico lento. Es posible diferenciar estos dos componentes mediante el
uso de rianodina, que suprime el componente fisico sin afectar la respuesta tonica,
o con nifedipina, que inhibe la respuesta t6nica por bloqueo de la entrada de calcio
extracelular sin afectar la respuesta fasica (Sulpizio ¢ Hieble, 1991). Estos datos
demuestran que, incluso si el papel primario de la entrada de calcio es el de cargar
los depésitos intracelulares, entra un exceso de calcio que puede alcanzar un nivel

suficiente como para producir la contraccién.

Otra lectura de estos datos indica que los dos procesos de

movilizacién de calcio activados por el receptor «, pueden operar

independientemente y que no se requiere liberacion de calcio intracelular para la

entrada de calcio extracelular. Por tanto, esté claro que ¢l IP, no es parte necesaria

del proceso de transduccién para la entrada de calcio extracelular producida por la
activacién de receptores a, en el misculo liso vascular.
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La hidr6lisis de los fosfolfpidos de membrana también parece ser la
base del desarrollo de desensibilizacién de la respuesta o, en miisculo liso vascular.
La desensibilizaci6n de la contraczién producida en aorta de conejo por exposicion
a AD durante 7 horas no se asocia a una pérdida de receptores postsindpticos a,, ni
2 un cambio en la afinidad del agonista, sino a un marcado incremento en el
movimiento de fosfoinositoles.

II13. INHIBICION DE LA ADENILCICLASA

La inhibicién de la adenilciclasa es un componente del mecanismo de
transduccion entre la activacién del receptor y la respuesta en la mayorfa de las
células que poseen receptores o, funcionales (Fain y Garcia-Sainz, 1980). Aunque,
en la actualidad se cuestiona la importancia de este efecto en la transduccién de la
seiial de activacién de estos receptores en todos los sistemas, como en la agregacion
de plaquetas humanas provocada por AD (Clare y cols., 1984).

La inhibici6n de la adenilciclasa producida por los receptores o, se

regula a través de una proteina G, que actiia acoplando la activacién del receptor con

la reduccién de la actividad catalitica de la adenilciclasa en muchas células; no

obstante, el mecanismo preciso de la interaccién se desconoce.

La toxina pertussis inactiva esta proteina G, llamada G, por lo que
la inhibici6n de la respuesta producida via receptores o, por la toxina, se utiliza
como evidencia del papel critico ¢ne juega la inhibicién de la adenilciclasa en la
transduccién de estas respuestas en diversos tejidos, tales como adipocitos de
hémster, islotes pancresticos, etc... (Boyer y cols., 1983). Si bien, este hecho no se
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cumple siempre en misculo liso vascular. Nichols y cols. (1988, 1989) demuestran
que la toxina pertussis inhibe la entrada de calcio extracelular por inactivacién de
la protefna G, que regula la funcién del canal de calcio receptor-dependiente y por
tanto, que la inhibicién que produce esta toxina del efecto contractor provocado por
estimulo o, no es una prucba definitoria de la importancia de la inhibicién de la

adenilciclasa en la transduccién. Ademds se conoce que si se activa la adenilciclasa

y aumentan los niveles de AMPc, la activaci6n de los receptores @, no reduce los
niveles de AMPc intracelulares (Stubbs y cols., 1988).

Por otro lado, el efecto inhibidor de la liberacién de neurotransmisor
por activacién de los receptores o, presinépticos también se atribuye a la inhibicién
de la adenilciclasa (Aligaier y cols., 1985); aun cuando, la inhibici6n de este efecto

por la toxina pertussis es muy pequefia (Nichols y cols., 1988).

Parece deducirse que en algunos sistemas la inhibicién de la
adenilciclasa y la consiguiente reduccién de los niveles de AMPc intracelulares es
un paso intermedio importante entre la activacién del receptor @, y la respuesta en
el 6rgano efector; aunque, existen algunas respuestas mediadas por estos receptores

que parecen no utilizar este sistema de segundos mensajeros.

II1.4. INTERCAMBIO SODIO/HIDROGENO

Como se ha comentado anteriormente, los cambios en los
movimientos de calcio, la inhibicién de la adenilciclasa o la estimulacién de la
fosfolipasa C no son los responsables de todos los procesos de transducci6nde la
sefial de activacién de los receptores a, y a,. De ello se infiere que otros sistemas
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de segundos mensajeros deben estar implicados en aquellas respuestas en las que los
anteriores no jueguen un importante papel. Por ejemplo, en la agregacion plaquetaria
se piensa que la activacion de los receptores a, estimula el intercambio Na*/H* a
través de la membrana, lo que conduce al aumento del pH intracelular (por la salida
de H') y a la liberaci6n del calcio unido a la membrana plasmética. La elevacién del

PH y de la concentracién de calcio intracelular activan una secuencia de
acontecimientos que originan la agregacién plaquetaria (Limbird, 1984).

El resultado de estas investigaciones, en las que se conjugan
experiencias funcionales y de biologia molecular, permite elaborar los restimenes

recogidos en las tablas 2 y 3, relativos a los diferentes subtipos de receptores a.

Tabla 2: Receptores adrenérgicos a,

Qja OB Qe

Orden de potencia NA>AD AD>2NA

Agonistas selectivos

Antagonistas selectivos 'WB 4101 (9.2) CEC (Gmeversible) 'WB 4101 9.2
CEC (irrevensible)

Mecanismos de

transduccién IPyDG




= aa———————

Tabla 3: Receptores adrenérgicos a,

O2a On O

AD2NA AD2NA AD2NA
Oximetazolina (agonista parcial)
Prazosin (7.5)  Prazosin (7.5)
ARC 239 (80) ARC 239 (8.0)
AMPc } AMPc } AMPc |
Canal K* (G) t Canal Ca®* (G) |
Canal Ca®* (G) }

Tomado de Watson y Abbott (1992)

IV. EFECTOS FARMACOLOGICOS

Los receptores adrenérgicos a (globalmente considerados como @, y
a,), se encuentran ampliamente distribuidos por el organismo, y las acciones
farmacol6gicas resultantes de su estimulacién se marifiestan esencialmente a nivel
de Sistema Nervioso Central (SNC), Sistema Cardiovascular, sobre el misculo liso

de diferentes 6rganos y sobre ciertos parimetros metabélicos.




IV.1. A NIVEL DE SNC

La localizaci6n exacta de los receptores adrenérgicos o centrales adn
no ha sido totalmente desvelada. Las técnicas de fijacién de radioligandos han
permitido detectar y cuantificar diversos sitios de reconocimiento; estas técnicas han
mejorado considerablemente al desarrollar los métodos autorradiogréficos in vitro
que permiten una mejor visualizacién, y a la cuantificacién mediante la aplicacién
de sistemas de computerizacién. En cerebro de rata existe una elevada densidad de
receptores o, en el sistema limbico, nucleus arcuate, locus coeruleus, nucleus tractus
solitarii y lémina II del cordén espinal; mientras los receptores a, s¢ localizan en
bulbo olfatorio y en el gyrus dentatus del hipocampo (Kuhar y cols., 1986; Stahl y
cols., 1986).

La funcién de estos receptores a nivel central, aun no siendo bien
conocida, parece jugar un papel importante en procesos como la depresién, sindrome
de abstinencia a opiiceos, hipotermia o hipotensién originada por vasodilatacién de
origen central.

IV.1.1. DEPRESION

Aunque existe gran dificultad para explicar convincentemente el

origen de la depresion, hay ciertos hechos que la relacionan con alteraciones en el
sistema adrenérgico. La depleccién de monoaminas cerebrales con reserpina
desencadena a veces un sindrome depresivo, lo que unido al uso de formacos que
aumentan la actividad monoaminérgica, como antidepresivos, permite considerar la

depresién como el resultado de una insuficiencia funcional en los sistemas
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catecolaminérgicos. En los animales de experimentacién se observa que la
disminucién de la disponibilidad de catecolaminas en las neuronas, produce
reduccién de la actividlad motora, de la conducta exploradora, de la defensa
condicionada y de la conducta positiva de recompensa asociada a la
autoestimulacién. El estudio de agonistas o como productores de depresi6n, permite
comprobar que sc trata de los mismos agentes que poseen alta afinidad por
reccplores «, presindpticos periféricos (Bowman y Rand, 1984; Drew y Whiting,
1979).

Al mismo tiempo, se ha comprobado que en estados depresivos existe
una supersensibilidad de los receptores @, lo que justifica el uso er clinica de los
antidepresivos triciclicos, cuya eficacia puede relacionarse con la desensibilizaci6n
de estos receptores (quizds debido al aumento de NA en el espacio sinéptico)
( Timmermans y cols., 1981; Clougd y Hatton, 1981), 0 a una disminuci6n de la
concentracién de los mismos en tratamientos prolongados (Sugrue, 1983; Wang y
Aghajanian, 1980).

IV.1.2. SINDROME DE ABSTINENCIA POR OPIACEOS

Se conoce que en el sindrome de abstinencia a opiéceos intervienen

mecanismos mediados por receptores a,. Utilizando como modelo experimental la

plaqueta sanguinea, rica en estos receptores, se pone de manifiesto como en las
plaquetas de pacientes con depresin endogena y en adicios a la heroina con
sindrome de abstinencia sc produce una mayor fijacién espectfica de *H-clonidina

que en los pacientes controles, al tiempo que se encuentran aumentadas las
respuestas funcionales del receptor o, (Crews y Smith, 1978; Garcfa Sevilla y cols.,
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1983; Garcfa Sevilla y cols., 1984; Garcia Sevilla y cols., 1986b). Estos resultados

sugieren que la abstinencia a la heroina se asocia a una supersensibilidad del

receptor @, plaquetario. Seria interesante extrapolar este modelo plaquetario a los
estudios de receptores a, cerebrales, si bien recientes trabajos parecen ratificar estos
hechos utilizando zonas especificas del SNC (Garcia Sevilla y cols., 1586a).

Probablemente, el proceso adaptativo de este receptor inhibitorio,
refleja mecanismos de contrarregulacién que tienden a suprimir la masiva liberacién
de NA responsable de una buena parte de los efectos observados durante el
sindrome de abstinencia. La modulacién de este tipo de receptor parece ser un
mecanismo decisivo para contrarrestar los sintomas de la abstinencia a opificeos
(Garcia Sevilla, 1987).

IV.1.3. HIPOTERMIA

Todos los agonistas de los receptores adrenérgicos @ causan
hipotermia, y aunque se piensa que este efecto no guarda relacién con la afinidad
,/a, (Drew y Whiting, 1979), trabajos mis recientes parecen indicar que existe una
mayor reduccién de la temperatura corporal en el caso de agonistas a, (xilacina y
UK 14,304) que en el de agonistas o, (FE) (Colpaert, 1986). No existe unanimidad
4 la hora de designar el o los receptores responsables del efecto hipotérmico, ya que
a lo expuesto anteriormente se afiade la opinién de otros autores (Myers y cols.,
1987) en ¢l sentido de implicar tanto a receptores a, como a o, en los mecanismos

de termorregulacién.
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IV.1.4. HIPOTENSION PRODUCIDA POR UNA VASODILATACION DE
ORIGEN CENTRAL

La introduccién en terapéutica de determinados agonistas @,
especialmente a, (CLO), mostr6 la influencia de estos receptores en la hipotensién.
Este efecto hipotensor contrasta con la accién vasoconstrictora directa que originan
estos firmacos (Fl6rez, 1987b), que conducirfa & la aparicién de hipertensitn.

Estudios posteriores demuestran que el efecto hipotensor inducido por
CLO tiene origen en el SNC (Kobinger, 1978; Onesti y cols., 1971). Mediante la
utilizacién de antagonistas selectivos, tanto de receptores o, (yohimbina,
rauwolscina) como de receptores o, (corinantina), se observa que los receptores
centrales que median este efecto son del tipo .

Para explicar el mecanismo de acci6n hipotensora a nivel central se
accptan las siguientes hipbtesis:

a. A nivel medular

La presencia de receptores a modula la respuesta vagal mediada por
el reflejo baroreceptor (Hutchet y cols., 1981). Los receptores «, inhiben esta
transmision y los a, la facilitan (Kobinger, 1975). La CLO (agonista a,) estimula
la respuesta vagal, originando bradicardia, y consiguientemente hipotensién. Este
hecho concuerda con los resultados experimentales obtenidos por Laubie y cols.
(1976), quienes, utilizando gatos desmedulados (excluida la funcién simpética
cerebral) comprobaron que la administracién de CLO producia una bradicardia por

estimulacién vagal dependiente de la informacién de los baroreceptores.
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b. A nivel cerebral

Existen dos hip6tesis que pretenden explicar la actuacién de la CLO

a este nivel (Van Zwicten y Timmermans, 1983):

1) La CLO al estimular ios receptores o, postsindpticos centrales
estimula la neurona inhibidora y disminuye la actividad simpética periférica,
causando un efecto hipotensor.

2) La CLO estimula los receptores o, presinépticos y por tanto inhibe
la liberacién de NA central, causando la inhibicién de la neurona facilitadora yla
disminucién de la actividad simpética periférica, lo que conduce a un efecto
hipotensor.

Kobinger y Klupp (1975) comprueban que tras la anulacién
farmacolégica de las vias y receptores presindpticos centrales (tratamiento con

reserpina y dopamina), no desaparece el efecto hipotensor central derivado de la

actuacién de la CLO y férmacos relacionados. Por este motivo justifican el

mencionado efecto por un mecanismo postsinéptico.




IV2. A NIVEL DE SISTEMA CARDIOVASCULAR

A este nivel se encuentran receplores o tanto en corazén como en

V1.2.1. CORAZON

La activaci6n de los receptores a cardiacos produce modificacién en
la contractilidad y en las propiedades eléctricas del corazén. Se acepta que los
receplores a cardiacos postsindpticos implicados en zsias iespuestas son del tipo o,
(Hu y cols., 1986). Sin embargo, las caracteristicas farmacolégicas de estos
receptores a, cardiacos parecen ser distintas a las presentadas por los del misculo
liso (Hiramoto y cols., 1988).

a. Contractilidad

Numerosas experiencias pretenden evidenciar la influencia de
Teccplores @ en esta propiedad; para ello se utilizan tejidos auriculares y
ventriculares de diferentes especies animales y del hombre (Ask y cols., 1987;
Kushida y cols., 1988; Otani y cols., 1988).

La estimulaci6n de los receptores a, de misculos papilares de rata
por FE (en presencia de propranolol) produce una respuesta trifésica: a) efecto
inotrépico positivo transitorio, b) efecto inotrépico negativo transitorio, c) efecto
inotr6pico positivo sostenido (Otani y cols, 1988; Otani, 1988),
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La explicacién de la existencia de diferentes fases en la respuesta

inotr6pica se realiza en funcién de la secuencia de acontecimientos derivados de la
activacién de estos receptores: la formacién de IP, por el metabolismo de
fosfoinositésidos produce efectos inotrépicos transitorios por movilizacién de calcio
intracclular, mientras que el DAG parece ser responsable de la fase sostenida por
apertura de canales de calcio a través de la acﬁvacién de la protein quinasa C
(Otani, 1988; Scholz y cols., 1988). |

Este efecto inotr6pico positivo puede tener significacién clfnica en la
insuficiencia cardiaca. El corazén insuficiente se caracteriza por la desensibilizacién
de receptores B, por tanto, los estimulantes o adrenérgicos pueden ser utilizados para
mejorar el estado inotrépico (Gengo y cols., 1988).

b. Propiedades eléctricas

La FE prolonga la duracién del potencial de accién cardiaco (DPA)
e incrementa el potencial de membrana en reposo (hiperpolarizacién). La
prolongacién de la DPA coincide con la fase inotrépica positiva y Ia
hiperpolarizacién con la fase inotropica negativa y se mantiene durante la fase
inotrépica positiva sostenida (Tohse, 1988). Estos cambios electrofisiolégicos se
manifiestan también con un efecto cronotrépico negativo.

Recientes experiencias usando agonistas a, (FE) indican que la
estimulaci6n de estos receptores produce, en primer lugar, una ligera despolarizacién
como consecuencia de la disminuci6n de la conductancia al potasio. Este cambio del
potencial de membrana induce la activacién de la corriente de sodio que origina la
despolarizacién completa. El aumento en la entrada de sodio puede incrementar la
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entrada de calcio por activacién de! mecanismo de intercambio Na*-Ca®, La mayor

entrada de caicio puede contribuir la efecto inotrépico positivo en respuesta a FE
(Jahnel y cols., 1991).

VI1.2.2. VASOS

Son muy numerosos los estudios realizados en diferentes
preparaciones de misculo liso de distintas especies animales (Beckeringh y cols.
1984; Ruffolo y cols. 1991b), y todos ellos coinciden en el hecho de que la
estimulacién de receptores a produce vasoconstricci6n. Se acepta que en el misculo
liso vascular existen tanto receptcies @, como @, y que median la respuesta
contréctil, aunque activando diferentes procesos moleculares (Beckeringh y cols.
1984). La complejidad de la localizacién anatémica de los diferentes tipos de

receptores ya se ha sefielado en el apartado II.

De todo lo expuesto se deduce que el resultado de la accién
cardiovascular de los firmacos o adrenérgicos es la produccién de una hipertension
arterial. Si bien, algunos de ellos (CLO y andlogos) originan una accién
antihipertensiva, que se explica por la influcncia de los receptores a sobre el SNC.

IV3. A NIVEL DE APARATO DIGESTIVO

En las gldndulas salivares se encuentran receptores ¢, cuya
estimulacién origina una ligera secreci6n acuosa (Bowman y cols., 1970; Goodman
y Gilman, 1991).




En el estémago e intestino se Incalizan también tanto receptores
adrenérgicos a, como @, que median diferentes respuestas (Bauer, 1981; Bauer,
1982; Fagbemi y Salako, 1982).

Se ha podido comprobar utilizando fleon aislado de diversos animales,
que existen receptores a, postsinéipticos excitatorios que median la contraccién, y
receptores a., postsindpticos inhibitorios que median la relajacién. También se han
encontrado receptores a, presindpticos localizados en las neuronas colinérgicas, cuya
activacién inhibe la liberacién de ACh y disminuye la respuesta contréctil derivada
de la estimulaci6n nerviosa colinérgica (Flérez, 1987c).

Estos hechos demuestran el importante papel que desempeiian los

receptores @, en el control de la motilidad intestinal, y al mismo tiempo explican la

actividad antidiarreica de la CLO y otros agonistas a, (Doherty y cols., 1983).

IV.4. A NIVEL DE APARATO RESPIRATORIO

La presencia de receptores o en el misculo liso bronquial ha sido
ampliamente demostrada (Advenier y Floch-Saint-Aubin, 1984; Kamikaya y Shimo,
1986), aunque los efectos derivados de su estimulacién no son del todo conocidos.
Experiencias con trdquea y tiras de pulmén aislados de cobaya ponen de manifiesto
que firmacos agonistas @, como la FE y la metoxamina, producen un efecto
contracter en ambas preparaciones, y que este efecto se inhibe por fentclamina.
Contrariamente a lo que podrfa deducirse, estos firmacos no modifican la resistencia
aérea pulmonar, ¢ incluso disminuyen el efecto que sobre la misma inducen ACh,

histamina y serotonina. Este efecto es antagonizado por el prazosfn (antagonista
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selectivo a,). La aparente incoherencia entre broncoconstriccién y mejora del flujo

aéreo se explica en basc a que la vasoconstriccién inducida por estos agentes origina

una descongesti6n de la mucosa bronquial (vfas respiratorias bajas) y también de las

fosas nasales y faringe (vias respiratorias altas), mejorando con ello la ventilacién.

Experiencias en triquea de cobaya previamente tratadas con
propranolol, permiten observar una marcada contraccién al afadir NA y CLO, que
es leve en el caso de la FE. La respuesta de NA y CLO es inhibida por yohimbina,
Pero no por prazosin, lo que lleva a deducir que los receptores «, son los
responsables de esta respuesta (Takayanagi y cols., 1990).

IV.5. A NIVEL DE APARATO GENITOURINARIO

En vejiga urinaria, se observa una mayor respuesta contréctil cuando
se estimula por NA y FE que por CLO. Ademis este efecto se inhibe por prazosin
sclectivamente; por lo que se deduce la presencia predominante de receptores a,
(Tsujimoto y cols., 1986). La estimulacién de estos receptores también origina
contraccién del trigono y del esfinter.

En uréteres existen receptores a,, Cuya estimulacién produce
incremento de la motilidad y del tono.

En el rifidn los receptores o, predominan numérizamente. Su densidad
est4 aunientada en ratas genéticamente hipertensas, pero se incrementa més atin con

una dieta alta en Na*, incluso antes de que el Na* eleve Ia presién arterial. Por otra




parte ¢l bloqueo con yohimbina altera la densidad de estos receptores en rifién y

disminuye la presién arterial.

La vestcula seminal y el conducto deferente poseen receptores a, y
a,, de cuya estimulacién se origina una respuesta contrictil (Roquebert y cols.,
1983; Docherty y Grath, 1984). En conducto deferente exisien diferentes poblaciones
de receptores en la porcidn prostética y epididimal, siendo mucho menor la

sensibilidad a los agonistas o, de la porci6n prostitica (Britc y cols., 1989).

1V.6. A NIVEL DE METABOLISMO

a. Accién hiperglucemiante

La adm’ .istracion oral y/o venosa de agonistas o, (CLO), produce
hiperglucemia en diferentes especies de animales y en el hombre, respuesta que es
bloqueada por antagonistas de receptores a, como la yohimbina (Di Tullio y cols.,
1984). Para explicar esta accion hiperglucemiante se han propuesto diversas
hipétesis; de ellas se puede concluir que el estimulo de receptores a, facilita la
gluconeogénesis y la secrecién de glucag6n e inhibe la secrecién de insulina (Jard
y cols., 1981; Morantinos y cols., 1986; Nakaki y cols., 1981; Brown y cols., 1985;
Knudtzon, 1984; Maroto y cols., 1987).




b. Efecto antilipolitico

Trabajos realizados ponen de manifiesto la presencia de receptores a,
en adipocitos de diferentes especies animales, incluyendo al hombre, cuya activacion
origin: un efecto antilipolitico (Lafontan y Berlan, 1980; Carpene y cols., 1983).

El significado funcional de estos adrenoreceptores o, en el control de
la lipolisis se observa en distintas situaciones metabélicas. Durante el ayuno y la
restriccion calérica la receptividad o, aumenta, atenuindose as{ la intensa
movilizaci6n lipidica esperada. El envejecimiento y la obesidad se acompaiian de un
incremento en el nimero de lugares de union especifica a, y el consiguiente
debilitamiento de la respuesta lipolitica producida por catecolaminas; la pérdida de
peso restablece la respuesta lipolitica al mismo tiempo que se ateniia el efecto a, y

se reduce la poblacién de estos receptores.

IV.7. A OTROS NIVELES

Sobre el ojo se produce midriasis, como consecuencia de la

contraccién del miisculo liso radial por estimulacién a,.

En las plaquetas sanguineas son numerosos los trabajos que sefialan

la presencia mayoritaria de receptores a,, que al ser estimulados originan agregacién

de las mismas.
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0. INTRODUCCION

0.1. FARMACOS UTILIZADOS

N-ACETILFENILEFRINA
La obtencién e identificacion de la N-acetilfenilefrina ha sido

realizada en el Departamento de Quimica Fisica de esta Universidad por la Lda. F.
Carazo.

Quimica

Figurs 2: Estructura quimica de la N-acetilfenilefrina.

Nombre: N-[2-hidroxi-2-(m-hidroxifenil)-ctil}-N-metilacetamida
Obtencién

Se ha procedido segiin el método descrito por Halmekoski (1967). Se
hace reaccionar el clorhidrato de la FE con anhidrido acético en un medio que
contiene acetato sédico. De la mezcla de reaccitn precipita un s6lido blanco, que es
ripidamente lavado ¢n agus fria.




- Punto de fusién: 175°C

- Anilisis elemental: C (629%); H (7.3%) y N (6.7%), que
corresponde a una férmula empirica C,,H,;NO,.

- Cromatografia en capa fina: fase mévil cloroformo:etanol 9:1 (v:v);
fase estacionaria silicagel 60 PF,q,; revelador luz ultravioleta de 254
nm; aparece una sola mancha con Rf = 0.34.

- Bandas de absorcién de infrarrojo (IR): Podemos destacar las
sefiales 3460-3440, que corresponden a un grupo OH, y 1585, que
corresponde a un grupo C=0.

OTROS FARMACOS UTILIZADOS: Clorhidrato de fenilefrina (Laboratorios
Bochringer Ingelheim, Barcelona, Espaiia); acetilcolina (Laboratorios Merck,
Darmstadt, Alemania); clorhidrato de prazosfn (Laboratorios Sigma, St. Luis, USA);
clorhidrato de propranolol (Laboratorios Sigma, St. Luis, USA); clorhidrato de
verapamilo (Laboratorios Sigma, St. Luis, USA); pentobarbital sédico (Laboratorios
Sigma, St. Luis, USA).

0.2. ANIMALES UTILIZADOS

Para la realizaci6n de nuestras experiencias hemos utilizado animales

suministrados por el Servicio de Animales de Laboratorio perteneciente a los

Servicios Técnicos de la Universidad de Granada. Los animales con los que se ha

trabajado han sido:
- Rata albina de la cepa Wistar, de ambos sexos, segiin el tipo de
experiencia, y de 200-300 g de peso.
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- Rat6n albino de la cepa Swiss-OFI, hembras, y de 20-25 g de peso.
- Cobaya albino de la cepa Dunkin-Hartley, de ambos sexos, segin
el tipo de experiencia, y de 300-400 g de peso.

Para su alojamiento los animales se han mantenido en jaulas con
lecho de viruta, dispuestas en rack de acero inoxidable; han recibido una dieta de
piensos especial para animales de laboratorio (Panlab), con un consumo variable en
funcién del tipo de animal, edad y peso; y agua ad libitum. También han sido
sometidos a controles periddicos (andlisis nutritivos, metales pesados y
contaminanies bacteriol6gicos).

Antes de su utilizacién, los animales han sido mantenidos en nuestro

estabulario durante unos 5 dias, con controles de luz y temperatura (20-24°C)
(Consejo de las Comunidades Europeas, 1986).

0.3. ESTADISTICA

La comparacién de los resultados obtenidos se realiza por el
procedimiento de la "t" de Student. La ecuacién de la recta se calicula por el método

de los minimos cuadrad.




I. ENSAYOS TOXICOLOGICOS

L1. CALCULO DE LA TOXICIDAD AGUDA

La toxicidad aguda sc expresa por la DL, que se define como la
dosis de farm co que produce la muerte de la mitad de los animales. Para su ciculo
se ha seguido el método previamente descrito por Miller y Tainter (1944).

L1.1. DESCRIPCION DE LA TECNICA Y DESARROLLO DE LA
EXPERIENCIA

Como animal de experimentacion se han empleado ratones albinos,
sometidos a un ayuno previo de 18 h, y distribuidos en lotes de 6. A los animales
de cada lote se les administra por via intraperitoneal 0.5 ml de solucién bien de FE
o bien de NAF, a dosis comprendidas entre 100-1000 mg/kg.

Una vez administrados los ratones se colocan en jaulas, realizindose
un control de los animales vivos y muertos durante las horas posteriores a la
administraci6n, y observando los fenémenos que puedan producirse. Transcurridas
3 h se les permite comer, y a las 24 h se realiza el dltimo recuento, anotando la
relacion final vivos/muertos para cada grupo.




1.1.2. EXPRESIGN DE RESULTADOS -

Para realizar el célculo de la DL, se recuenta el nimero de animales
muertos a las 24 horas para cada dosis, se transforman en porceataje de mortalidad,
y estos a su vez en probits. En los casos en que las dosis administradas provoquen
un 0% o un 100% de mortalidad, los probits correspondientes no tendrian un valor
finito, por lo que se calculan sus valores aproximados mediante la siguiente
transformacion:

- Para un 0 % de mortalidad:

1_Inx100
n

- Para un 100 % de mortalidad:

n-1n
n

x 100

donde n es el nimero de animales en cada lote.

La representacion gréfica se realiza llevando a ordenadas los probits
calculados y a abscisas los logaritmos de las dosis. Una vez efectuada la
representacion, la DL, se obtiene directamente de la gréfica, mediante la lectura de




la dosis que corresponde al 50% de mortalidad (probit 5). La desviaci6n estindar se
obticne aplicando la siguiente férmula;

o, b
2

S=

Por iltimo, el error estindar se calcula segiin la formula:
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donde S es la desviaci6n estindar ¥ N el nimero total de animales

utilizados.

II. ENSAYOS FARMACOLOGICOS
IL1. EFECTOS SOBRE SISTEMA CARDIOVASCULAR
IL1.1. DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL
IL1.1.a. Método cruento
Descripcidn de la técnica y desarrollo de la experiencia
Se emplean ratas Wistar machos de aproximadamente 200 g de peso,

que son anestesiadas con éter. Se les canula la vena yugular derecha y la arteria

cardtida izquieraa, para la administracién de los firmacos y el registro de la presi6n
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arterial respectivamente. Una vez que los animales estén conscientes (24 horas
después de la implantacién de las cnulas), los valores de presi6n arterial se recogen
de forma continuada por medic de un transductor de presién Bell and Howeli,
acoplado a un registro Dynograph Beckman type R411 (Zarzuelo y cols, 1991). Con
posterioridad, se determina el incremento de presién sistélica producido por dosis
Ginicas intravenosas de cada firmaco, FE (dosis de 5, 50, 500 y 1000 pg/kg) y NAF
(dosis de 10, 100, 1000, 2500 y 5000 pg/kg). En todos los casos se inyectan 0.05
ml/100 g de peso corporal.

Expresion de resultados

Con los resultados obtenidos se construye una grifica en la que se
representan los incrementos de presion arterial en funci6n del logaritmo de la dosis

administrada.
IL1.1.b. Método incruento
Descripcién de la técnica y desarrollo de la experiencia

Se utilizan ratas Wistar machos de un peso aproximado ¢= 300 g, se
agrupan lotes de 8 animales.

La presion arterial se mide después de la vasodilataci6n de la cola por

calor en una estufa a 37°C durante aproximadamente 20 min. Se determina la
presion sistdlica por registro de la desaparicién del pulso en la cola, con un
transductor presoeléctrico y un registro digital Letica LE 5000,




Antes de la administraci6n de los fArmacos se mide la presién arterial
diariamente durante un periodo de adaptacién que excluye del estudio aquellos
animales que presentan variaciones significativas de presién arterial. Los firmacos
ensayados, FE (dosis de 0.166, 0.332 y 0.664 mg/kg) y NAF (dosis de 20 y 83
mg/kg), se administran oralmente en un volumen constante de 1 ml, después de
haber sometido a los animales a un ayuno de 24 h. La presién arterial s¢ mide
inmediatamente y tras 1, 2, 3, 4 y 24 horas de la administracién.

Expresion de resultados
Se realiza una representacién gréfica con la modificacién porcentual

en relacién a la basal, de los valores de presi6n arterial frente al tiempo y se

comparan con los presentados por un lote en blanco.

I1.1.2. EFECTOS SOBRE MUSCULO LISO VASCULAR: AORTA AISLADA DE
RATA

IL.1.2.a. Descripcién de la técnica

Se realiza la técnica descrita por Furchgott (1960) empleando ratas
Wistar con un peso de 200-250 g

Se sacrifica el animal mediante traumatismo retrocervical y posterior

exanguinacién por arteriotomfa carotidea. Seguidamente se realiza una incisién a
nivel de la cavidad torécica y se separa un segmento de aorta, que se mantiene en

solucién nutritiva a 37°C con oxigenacién constante. Se eliminan los elementos de
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tejido conjuntivo y adiposo. Con ayuda de una fina barra de vidrio, que se introduce

a lo largo de la luz del vaso, y unas tijeras puntiagudas se realiza un corte en espiral

del 6rgano. Esta operacién se lleva a cabo cuidando la integridad del endotelio

vascular. La presencia de endotelio en la aorta se confimé por el efecto relajante
de la ACh (10° M) frente a la comraccién provocada por 10° M de FE. En ofro

grupo de preparaciones se elimina el endotelio mecinicamente.

La tira resultante, de unos 2 mm de anchura y 3 cm de longitud, se
liga en sus extremos y se monta en el bafio de 6rganos, de forma que uno de ellos
quede unido al fondo dei vaso y el otro a un transductor isométrico (Letigraph 2000,
Letica) conectado a un registro (Uni-graph 1000-506, Letica). Cada 6rgano asi
montado se somete a una tension inicial de 1 g, manteniendo el bafio termostatado
a una temperatura de 37°C y sometido a oxigenacién constante con carbégeno (95%

de oxigeno y 5% de diéxido de carbono).

La solucién nutritiva, solucién Krebs-Henseleit modificada por
Furchgott (solucién KS), posee la siguiente composicién (en mM): NaCl 118, KCl
5.36, CaCl, 2.52, NaHCO, 25, KH,PO, 1.2, MgSO,.7H,0 1.2 y gluccsa 10.

I1.1.2.b. Desarrollo de la experiencia

Una vez efectuado el montaje del 6rgano, se deja estabilizar durante
1 h, realizando lavados cada 20 min. Para la ubtencién de resultados se utilizan los

siguientes protocolos experimentales:

a) Adicién de concentraciones crecientes de los formacos en estudio,
FE (10*-1.3x10° M) o NAF (10°-1.2x10° M) con un intervalo de cinco minutos
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(Van Rossum, 1963), a aortas con endotelio y sin endotelio, con objeto de obtener

una curva concentracién-re: puesta.

b) En algunos experimentos, una vez obtenidas dos curvas
concentracién-respuesta casi idénticas para el agonista, se adiciona prazosin,
bloqueante a,, (10° y 5x10° M) o verapamilo, antagonista del calcio, (10°®, 107, 10°

y 10° M) 30 min antes de obtener una nueva curva dosis-respuesta de FE o NAF.

c) La capacidad de la FE (10° M) y el NAF (10* M) de movilizar
calcio intracelular se estudia sobre aortas incubadas en una solucién KS libre de
calcio y adicionadas de 2 mM de EDTA. En estas condiciones ambos agonistas
producen una contraccién transitoria. A los 5 min de actuacién, se lava la
preparaci6n con la soluci6n libre de calcio y se repite este protocolo hasta conseguir
suprimir el efecto contrictil. A continuaci6n se exponen las tiras durante 5 min a 2.7
mM de calcio KS para ilenar de nuevo los depésitos de calcio en el miisculo.
Posteriormente se vuelven a incubar en un medio libre de calcio v se repite la
adicién de FE o NAF hasta conseguir contracciones similares (Karaki y cols., 1979;
Pérez-Vizcaino y cols., 1991).

d) En 6 aortas con endotelio intacto se estudia el efecto relajante de
la ACh (10° M) frente a la contraccién previa con FE (10° M). Después del lavado
de la preparacién y estabilizacién durante 60 min se adicionan 10* M de NAF, y

cuando la contracci6n alcanza un valor méximo, se vuelve a adicionar ACh (10° M).




IL1.2.c. Expresi6n de resuitados

Con los resultados obtenidos mediante la aplicaci6én de los distintos
protocolos experimentales se construyen las correspondientes curvas dosis-respuesta
de FE y NAF, que permiten calcular el valor del logaritmo negativo de la
concentracién molar que produce el 50% de E_,, (pD,). También se calcula la
actividad intrinseca, asignando el valor 1 al E__ alcanzado por la FE.

El efecto de los formacos sobre el calcio intracelular y la relajacién
originada por la ACh en las aortas previamente contraidas por los firmacos en
estudio, se representan graficamente en funcién del tiempo. E! parémetro a valorar
es la tensién presentada por la NAF en funcién de la presentada por la FE.

11.1.3. EFECTOS SOBRE EL MUSCULO CARDIACO: AURICULA AISLADA
DE COBAYA

IL.13.a. Descripcién de la técnica

El método empleado es similar al descrito por Stewart (1958),
modificado para auricula de cobaya por Barrigén y cols. (1982) y Diez y cols.
(1985).

Los animales se sacrifican mediante un golpe en la nuca y posterior
decapitacion. Inmediatamente se realiza una toracotomia, se extrae el corazén, que

se coloca en una placa Petri que contiene solucién Tyrode oxigenada y caliente y

se procede a la diseccién de las auriculas. Estas se conectan por su base a un
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clectrodo de platino y por el reborde auricular a un transductor fuerza-
desplazamiento; a continuacién se colocan en posicién vertical en copas de Allhin
que contienen 20 ml de solucién de Tyrode aireada con carbégeno (37°C) y se

ajusta su tensién basal mediante un tornillo micrométrico a 1 g.

En estas condiciones, las auriculas derechas laten espontineamente
a una frecuencia comprendida entre 150 y 230 latidos por minuto (Ipm). Las
auriculas izquierdas, no autométicas, se estimulan mediante electrodos bipolares de
platino con pulsos rectangulares de 1 ms de duracién (intensidad 30-40% del
umbral) a la frecuencia de 1 Hz. Los electrodos se conectan a un estimulador
eléctrico Cibertec CS-14. El registro de la actividad contrictil se realiza de forma
isométrica utilizando transductores fuerza-desplazamiento Letigraph 2000 (Letica)
conectados a un registro Uni-graph 1000-506 Letica. Las auriculas se estabilizan

durante al menos 30 minutos antes de iniciar los protocolos experimentales.

La soluci6n Tyrode posee la siguiente composicién (mM): NaCl 137,
KCl 5.4, Ca,Cl 1.8, MgCl, 1.05, NaHCO, 11.9, NaH,PO, 0.42 y glucosa 5.5.

IL13.b. Desarrollo de la experiencia
En estos experimentos, tras el periodo de estabilizacién, se afiaden

dosis acumulativas de los firmacos en estudio, FE (10*-10* M) y NAF (107-10*
M) registrando de forma continua los efectos del farmaco. E! intervalo entre las

dosis es de 5 min, ya que en experimentos preliminares se habfa comprobado que
en ese momento los efectos del firmaco habian alcanzado valores estables. Los
parémetros registrados son la fuerza de contraccién y la frecuencia de auriculas

derechas y la fuerza de contraccion en las aurfculas izquierdas.
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IL13.c. Expresién de resultados

Con los datos obtenidos se construyen las correspondientes curvas
dosis-respuesta, representamos en abscisas el logaritmo de la dosis, y en ordenadas
los efectos expresados en % respecto a los valores control. A partir de estas curvas
se determinan los E,,, alcanzados para cada farmaco, asf como el valor de la DE;,.

IL.2. EFECTOS A OTROS NIVELES

I1.2.1. EFECTOS SOBRE EL SNC

Se han efectuado una baterfa de pruebas que nos permitan detectar

una posible actividad estimulante o depresora de estos firmacos sobre el SNC.,

IL2.1.a. Descripcién de las técnicas

Test de la curiosidad

Cada rat6n (lotes de 6) se sitiia en el centro de una plancha de trous
(Panlab) con 16 orificios, de dimensiones 40 x 40 cm. Se contabiliza el nimero de
veces que el animal introduce la cabeza en los orificios (Boisier y Simon, 1967)
durante 1 hora. Las medidas se anotan (Registro Panlab) a los 5, 15, 30, 45 y 60

min. Hay que hacer constar que si el animal introduce la cabeza en el mismo orificio
s6lo se contabiliza una vez.




Determinacién de la actividad motora

Los animales (lotes de 5) se introducen en la jaula de comportamiento
Ugo Basile 7401, y se procede a efectuar la lectura de los movimientos (Tintore,
1981), registrdndose cada 30 minutos, durante 12 horas.

En el transcurso de la experiencia se procuran mantener constantes
las siguientes condiciones de trabajozhora de administracién =14 h; hora de comienzo
de las medidas = 14 h, 15 min.; hora de recogida de las medidas = 9 h. Durante las
12 h de registro de movimientos los animales permanecen en oscuridad.

Modificacion del tiempo de suefio barbitirico

Para estudiar 14 modificacién en el tiempo de suefio se determina el

intervalo de latencia y de suefio. Por tiempo de latencia se considera el periodo

transcurrido desde la administracién del barbitirico hasta el inicio del sueiio, que
viene indicado por la desaparicién del righting reflex, por lo que el animal
permanece en la posici6n en que se le coloca (deciibito) sin recuperar ia posicién de
marcha. Como finalizacién del periodo de suefio (despertar), se considera la

recuperacion de dicho reflejo.

Para lievar a cabo este estudio dividimos los ratones en dos grupos.
A los animales de unc de los grupos se les administra por via intraperitoneal

tnicamente 1a solucién de barbitirico (Nembutal) a una dosis de 50 mg/kg (lote
blanco).




A cada lote (6 animales) del segundo grupo de animales se le
administra el formaco problema y el barbitirico; el volumen total administrado con

los 2 firmacos sumaré 0.5 ml. Se realizarén medidas del tiempo de latencia y el de
suefio.

I1.2.1.b. Desarrollo de la experiencia
A cada rat6n se le administran intraperitonealmente FE, a dosis de 2,

4, 8 y 16 mg/kg, y NAF, a dosis de 1000 mg/kg, disueltos en un volumen de 0.5

ml; a un lote se le inyecta vehiculo (lote blanco).

11.2.2. EFECTOS SOBRE EL MUSCULO LISO TRAQUEAL: TRAQUEA
AISLADA DE COBAYA

I1.2.2.a. Descripcién de la técnica

Para realizar esta técnica (Emmerson y Mackay, 1979), se han
empleando cobayas de 300-400 g de peso de cualquier sexo.

Sacrificamos el animal mediante un golpe en la nuca con desangrado

total. A continuacién se efectia una incisién a nivel del cuello y, separando los

planos musculares, se observa la triquea. Se diseca y se mantiene en solucién
nutritiva a 37°C con oxigenacién constante, procediéndose a eliminar las

adherencias.




Una vez limpio el 6rgano se visualiza ¢l misculo liso, de modo que
por el lado opuesto a éste se secciona la triquea en sentido longitudinal. Se extiende
el 6rgano cortado y por los extremos se fija con alfileres a una placa de corcho; se
hacen unos cortes transversales incompletos a intervalos iguales y a ambos lados de
la preparaci6n, resultando la triquea cortada en zig-zag.

Seguidamente montamos la preparaci6n en el bafio de 6rganos de

forma que uno de los extremos quede unido al fondo de la copa y el otro al

transductor. El 6rgano se somete a una tensién inicial de 0.5 g; manteniendo el bafio

termostatado a 37°C y sometido a oxigenaci6n constante con carbgeno.

Ls solucién nutritiva utilizada, solucién Krebs modificada por
Hukovic, posee la siguiente composicién (mM): NaCl 94.7, KCl 4.7, CaCl, 1.4,
NaHCO, 25, KH,PO, 1.2, MgSO,.7H,0 2.4 y glucosa 11.7.

IL.2.2.b. Desarrollo de la experiencia

Una vez efectuado el montaje del 6rgano, se deja estabilizar durante
1 hora aproximadamente. Transcurrido dicho tiempo se adiciona al bafio ACh (10°
M). Cuando la contraccién se estabiliza, se comienza a afiadir concentraciones
crecientes acumulativas (Van Rossum, 1963) de los firmaco en estudio, FE (10°-
1.3x102 M) y NAF (5x10“-10" M), a intervalos de 5 min.

I1.2.2.c. Expresién de resultados

Los datos obtenidos permiten construir la correspondiente curva dosis-
efecto inhibidor.




Para comparar cuantitativamentc los firmacos calculamos el
porcentaje de inhibicién y la IC,, que corresponde a la dosis que inhibe (relajacion)
el 50% del efecto contractor de la ACh.

I1.2.3. EFECTOS SOBRE EL CONDUCTO DEFERENTE AISLADO DE RATA

I1.2.3.a. Descripcién de la técnica

Para la realizacion de esta técnica (Leach, 1956), se emplean ratas
Wistar machos con un peso de 200-250 g.

Se sacrifica el animal mediante un golpe en la nuca y se realiza un
desangrado total. Mediante una incisién a nivel de las bolsas escrotales se pone al
descubierto el testiculo. Sobre el mismo se encuentra una formacién alargsda que
es el epididimo, de cuya porcién més delgada parte un cordén blanquecino que
desemboca a nivel prostético. Este cordén es el conducto deferente. Su diseccién

debe incluir la porcién que va desde la cola del epididimo a la préstata.

Con el fin de limpiar la grasa envolvente y las adherencias

meseniéricas, se lleva el 6rgano a una placa Petri con solucién nutritiva a una

temperatura de 31°C'y con oxigenaci6n constante con carbégeno. Finalmente se liga
por los extremos y se coloca en el bafio de 6rganos, de modo que la porcién que
contacta con la préstata (la més gruesa) esté mis préxima a la entrada de oxfgeno
al baiio; el extremo opuesto se une al transductor. El 6rgano se somete a una tensién
inicial de 1 g, permaneciendo ¢l bafio termostatado a 31°C y con oxigenaci6n
constante con carbégeno.




La soluci6n nutritiva usada es la solucién Krebs, cuya composicién
es (mM): NaCl 118, KCl 4.7, CaCl, 2.4, NaHCO, 25, KH,PO, 1.1, MgSO,.7H,0
1.2 y glucosa 11.1.

IL.23.b. Desarrollo de la experiencia

Una vez realizado el montaje, se deja estabilizar el 6rgano durante 30
minutos, antes de adicionar FE (10°-10* M) o NAF (10*-10?) para obtener las
correspondientes curvas dosis-respuesta.

IL2.3.c. Expresién de resultados

Con los datos cbtenidos se construye una grifica en la que se

representa en abscisas el logaritmo de la concentracién del formaco y en ordenadas

el efecto expresado en % respecto al E_, . Se calcula el pD,, asi como la actividad

intrinseca, asignando el valor 1 al E_, alcanzado por la FE.




RESULTADOS




I. ENSAYOS TOXICOLOGICUS

L1. CALCULO DE LA TOXICIDAD AGUDA

La administracién de FE (100-1000 mg/kg) a distintos lotes de ratones
produce la aparici6n de una serie de efectos de forma dosis-dependiente, tales como
piloereccién, taquicardia, convulsiones, etc., previos a su muerte,

La letalidad aguda éue origina la FE es también dependiente de le
dosis (Figura 3). El walor de la DL, calculado para la FE es de 490.2 + 24.0 mg/kg
(n=6). Sin embargo cuando se administra NAF (1000 mg/kg) no se observa la
muerte de ninguno de los animales, ni el desarrollo de efectos similares 2 los
originados por la FE. El valor de la DLy, para la NAF no se ha calculado
exactamente debido a su baja solubilidad en agua, y por tanto, a la dificultad para

administrarla; considerdndola en cualquier caso superior a 1000 mg/kg.




log D (mg/kg)

Figura 3: Cilculo de la dosis letal 50 (DL, de la FE. Abscisas:

logaritmo de la dosis. Ordenadas: probits del % de mortalidad. Nmero de ratones
utilizados n=6.




I1. ENSAYOS FARMACOLOGICOS

IL1. EFECTOS SOBRE SISTEMA CARDIOVASCULAR

IL.1.1. DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL

IL.1.1.a. Método cruento

La FE y la NAF producen un incremento dosis-dependiente de la

presion, cuandu se administran por via intravenosa, a ratas normotensas (presi6én

sistolica = 122.3 £ 6.2 mm Hg, n=4) (Figura 4). Los valores méximos obtenidos,
expresados en incrementos porcentuales de presién sistSlica, son de 71.5 + 4.3%
para 1000 pg/kg de FE y de 50.7 + 8.3% para 5000 pg/kg de NAF. Las DE, son
19.9 + 2.7 pg/kg y 331.5 + 12.4 pg/kg, respectivamente.
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Figura 4: Efecto dc FE (A) y NAF (@), administradas
intravenosamente, sobre la presion artcrial de ratas normotensas. Abscisas: logaritmo
de la concentracién en pug/kg de firmaco. Ordenadas: incrementos porcentuales de
presion arterial. La significacién estadistica se calcula entre los valores de presi6n
arterial originada por cada dosis de firmaco en relaci6n al valor de presi6n basal.
* p<0.05, ** p<0.01 (n = 4)




IL.1.1.b. Método incruento

Cuando se administran por via oral FE (0.664 mg/kg) y NAF (83
mg/kg) aumentan la presi6n sistlica, en relacién a su valor basal (129.2 + 4.6 mm
Hg); la dosis de 20 mg/kg de NAF carece de efecto. En el caso de la FE, s6lo la
dosis de 0.664 mg/kg produce un efecto significativo (p<0.05), que aparece en la

primera hora tras la administraci6n, Yy que alcanza un valor méximo de 15.2 + 3.0%
en la segunda hora; este efecto tiende a desaparecer con el transcurso del tiempo
(Figura 5: a, by c; figura 7). La NAF, sin embargo, produce un E;, (13.7 + 2.8%)
a la tercera hora de su administracién (Figura 6: a y b; figura 7).
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Figura 5: Representa los incrementos porcentuales de presion arterial
(mm de Hg) en funcién del tiempo (h) transcurrido desde la administracién oral. Las
dosis utilizadas son 0.166 mg/kg (M, a), 0.332 mg/kg (¢ , b), 0.664 mg/kg (A, c)
y vehiculo (@, @ b y ¢). Cada punto es la media de 6 valores + SEM. La
significancia estadistica se realiza entre los valores de FE y de blanco. * p< 0.05,
** p< 0.01.




N
o
i

%X Incremento de presion {mm Hg)

Tiempo (horas)

©
x
E
E
| =4
=
w
o
[
a
Q
©
=]
et
=
(4]
E
-1
o
Q
£
»

Tiempo (horas)

Figura 6: Representa los incrementos porcentuales de presi6n arterial
(mm de Hg) en funcién del tiempo (h) transcurrido desde la administracién oral. Las
dosis utilizadas son 20 mg/kg (*, @), 83 mg/kg (@, b) y vehiculo (@, a y b). Cada
punto es la media de 6 valores + SEM. La significancia estadistica se realiza entre

los valores de NAF y de blanco. * p< 0.05, ** p< 0.01.
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Figura 7: Comparacién del efecto hipertensor originado por 0.664
mg/kg de FE (A) y por 83 mg/kg de NAF (@).




11.1.2. EFECTOS SOBRE MUSCULO LISO VASCULAR: AORTA AISLADA DE
RATA

FE y NAF producen un efecto contractor sobre el misculo liso
vascular (Figura 8). Los efectos méximos observados son 548.8 + 98.3 mg (n=5)
y 439.4 + 29.7 mg (n=5), respectivamente. Los valores de pD, para ambos agonistas
sonde 7.3 £ 0.1 para FE, y de 5.1 £ 0.1 para NAF. Al comparar los valores de E
y de pD, obtenidos con ambos compuestos, encontramos que existen diferencias

significativas para E,,., con p<0.05, y para pD,, con p<0.01.

Las contracciones provocadas por ambos agonistas se potencian
cuando las preparaciones estin desprovistas de endotelio (Figura 9). La relacién
entre el E;, alcanzado, en ausencia y en presencia de endotelio para la FE es de 2.0
1+ 0.1y 1.3 + 0.1 para la NAF (n=5).

El efecto contractor inducido por concentraciones subméximas de FE
(10° M) o de NAF (10* M) es inhibido por la presencia previa en el baiio de
concentraciones crecientcs de verapamilo (10°-10° M) (Figura 10). El E_,
alcanzado es de 52.8 + 3.5% y de 40.1 + 6.8%, frente a FE y NAF, respectivamente
(n=5).

El prazosin (10° y 5x10° M) produce un desplazamiento hacia la

derecha y hacia abajo de la curva concentracién-respuesta obtenida tanto con FE

como con NAF (n=5)Figura 11: a y b).

Cuando se afiade FE (10° M) o NAF (10 M) a 5 tiras de aorta
incubadas en un medio KS libre de calcio y con 2 mM de EDTA, se produce una
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contracci6n fésica que alcanza valores méximos (142.9 £ 22.7 mg y 86.5 + 28.5 mg,

respectivamente) a los 20 s de estar en contacto con la preparaci6n (Figura 12).

La ACh (10° M) relaja las tiras de aorta (n=>5) previamente contraidas
con FE (10° M) o NAF (10* M), si bien en el caso de la NAF esta relajacién es
algo més acentuada (Figura 13).
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Figura 8: Efecto de la FE (A) y de la NAF (@) sobre el miisculo
lisb vascular. Abscisas: logaritmo de la concentracién molar de formaco. Ordenadas:
% de efecto contractor. Cada punto representa la media de 5 experiencias + SEM.
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Figura 9: Efecto de la FE (o ,¥) y la NAF (@, ¢) sobre aortas de
Tata con y sin endotelio respectivamente. Abscisas: logaritmo de la concentracién
molar de firmaco. Ordenadas: % de efecto contractor. Cada punto representa la
media de 5 experiencias + SEM.
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Figura 10: Efecto del verapamilo sobre las contracciones inducidas
por FE (A) o NAF (@) en aorta aislada de rata. Abscisas: logaritmo de la
concentracion molar de verapamilo. Ordenadas: % de efecto en relacién al valor
control. Cada punto representa la media de 5 experiencias + SEM. La significacion
estadistica se calcula entre los efectos producidos por una misma concentracién de

verapamilo frente a las contracciones originadas por FE o por NAF. * p< 0.05.
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Figura 11: Curva concentracién-respuesta de la FE () y de la NAF
(b) en ausencia (@) y en presencia de 10° M () y 5x10° M ( ¢ ) de prazosin, en
aorta aislada de rata. Cada punto repres.ata la media de 5 experiencias + SEM.
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Figura 12: Contracciones fésicas originadas por FE (A) o NAF
(@) sobre aortas aisladas de rata incubadas en un medio libre de calcio. Abscisas:
tiempo transcurrido desde la adicién de los firmacos. Ordenadas: efecto en mg de
fuerza. Cada punto representa la media de 5 experiencias + SEM. La significacién
estadistica se calcula entre los efectos producidos por la FE o la NAF a igual
tiempo. * p< 0.05, ** p< 0.01.
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Figura 13: Efecto relajante de la ACh (10° M) sobre las
contracciones producidas por 10° M FE (A) o 10* M NAF (@) en aoria aislada
de rata. Abscisas: tiempo (min) transcurrido después de la adicién de ACh.

Ordenadas: % de efecto en relaci6n al control. Cada punto representa la media de

5 experiencias + SEM. La significacién estadistica se calcula entre los efectos
producidos por la ACh a igual tiempo.




I1.1.3. EFECTOS SOBRE EL MUSCULO CARDIACO: AURICULA AISLADA
DE COBAYA

IL1.3.a. Auricula derecha

La FE origina un aumento concentracién-dependiente tanto de la
frecuencia como de la fuerza de contraccién de la auricula derecha de cobaya
(Figura 14: a y b). Con la concentracién de 10* M se consigue aumentar la
frecuencia un 44.5 + 6.8% en relacién a la basal (205 £ 10.4 Ipm, n=5). Su DEj, es
de 6.5x10° M. El incremento méximo en la fuerza de contraccién auricular se
consigue también con 10 M, y supone un 105.5 + 16.0% respecto al control (238.2
1 27.8 mg, n=5). Su DE;, es de 2.3x10° M.

La NAF (Figura 14: a y b) produce una moderada disminuci6én
concentracién-dependiente de la fuerza de contraccion, alcanzando su valor méximo
a 10* M (243 + 8.9%). No afecta de manera significativa la frecuencia (200.0 +
20.0 lpm del control v.s. 195.4 1 4.3 Ipm, a la concentracién de 10* M de NAF,
p>0.05).

IL13.b. Auricula izquierda

La FE produce un incremento 'conccntracién-dcpcndiente de la fuerza

de contraccién de 6 auriculas izquierdas estimuladas eléctricamente. El efecto
miximo obtenido con la concentracién de 10* M es de 267.5 + 40.4% (control:
310.1 £ 9.9 mg) y su DE,, es de 3.3x10° M. Sin embargy, la NAF disminuye este
parametro de forma significativa, llegando a reducir un 47.5 + 2.5% el valor control
(325.0 £ 27.1 mg, n=6)(Figura 15).
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Figura 14: Efecto de la FE (4 ) y la NAF ({9) sobre la frecuencia
(@) y la fuerza de contraccién (b) de auriculas derechas de cobaya. Abscisas:
logaritmo de la concentraci6n molar de fArmaco. Ordenadas: % de efecto en relacién
al control. Cada punto representa la imedia de 5 experiencias + SEM. La
significacién estadistica se calcula entre los valores obtenidos con cada firmaco

frente a los valores control. * p< 0.05, ** p< 0.01.
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Figura 14: Efecto de la FE (A) y la NAF (@) sobre la frecuencia
(@) y la fuerza de contraccién (b) de auriculas derechas de cobaya. Abscisas:
logaritmo de la concentracién molar de farmaco. Ordenadas: % de efecto en relacién
al control. Cada punto representa la media de 5 experiencias + SEM. La
significacién estadistica se calcula entre los valores obtenidos con cada firmaco

frente a los valores control. * p< 0.05, ** p< 0.01.
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Figura 15: Efecto de la FE (A) y la NAF (@) sobre la fuerza de
contraccién de aurfculas izquierdas de cobaya. Abscisas: .logaritmo de la
concentracion molar de fdrmaco. Ordenadas: % de efecto en relacién al control.
Cada punto representa la media de 6 experiencias + SEM. La significacién
estadistica se calcula entre los valores obtenidos con cada férmaco frente a los

s

valores control. * p< 0.05, ** p< 0.01.
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I1.2. EFECTOS A OTROS NIVELES

I1.2.1. EFECTOS SOBRE SNC

IL.2.1.a. Test de la curiosidad

La FE origina una disminuci6n significativa (p<0.01) de la curiosidad

en relacién al blanco cuando se administra a concentraciones superiores a 8 mg/kg.

Este efecto comienza a hacerse evidente a partir de los 30 min de su administracién,

y aumenta con el transcurso del tiempo (Figuras 16 y 17).

La NAF, 1000 mg/kg, no disminuye de forma significativa el nimero
de orificios explorados desde los 30 minutos de su administracién (Figuras 16 y 17:
p>0.05).
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Figura 16: Test de la curiosidad para dosis de 4 mg/kg (¢), 8 mg/kg
(A)y 16 mgkg (m) de FE, 1000 mg/kg (@) de NAF y para el blanco (o)
Abscisas: tiempo transcurrido desde la administracién en minutos. Ordenadas: media

acumulada de orificios explorados. Cada punto representa la media de 6 experiencias
+ SEM.
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Figura 17: Nimero de orificios explorados acumulados a los 60
minutos, en relaci6n al blanco (B, ), producidos por 16 mg/kg ( ), 8
mgg (N ) y 4 mghg ( ) de FE y 1000 mgikg ( [ ) e NAF. Cada

columna representa el valor de la media de 6 experiencias + SEM. La significacién

estadistica se calcula entre los valores obtenidos para cada dosis y el blanco.
* p< 0.05, ** p< 0.01.




I1.2.1.b. Determinacién de la actividad motora

Cuando se administran distintas dosis de FE, 32, 16 y 4 mg/kg, a
lotes de 5 animales, se produce una disminucién significativa (p<0.01) de la
motilidad desde la primera hora de medida, en relacién con el lote blanco. Este

efecto inhibidor de la FE desaparece a las 9 horas de la administracion, en el caso

de la dosis de 4 mg/kg, pero se mantiene durante el tiempo que dura la experiencia
en las dosis de 16 y 32 mg/kg.

La NAF, 1000 mg/kg, también disminuye significativamente la
actividad motora (p<0.01) (Figura 18).




Tiempo (horas)

Figura 18: Modificacién de la actividad motora originada por 4
mg/kg (¢ ), 16 mg/kg (W) y 32 mg/kg (») de FE, 1000 mg/kg (@) de NAF y por
el blanco (@ ). Abscisas: tiempo transcurrido desde la administracién en horas.
Ordenadas: movimientos acumulados x 10°. Cada punto representa la media de 10
experiencias + SEM.




I1.2.1.c. Modificacién del tiempo de sueiio barbitérico

-El comportamiento de la FE como modificador de la duracién del
suefio inducido por pentobarbital, varfa en funcién de la dosis administrada. Asf las
dosis de 4 y 8 mg/kg acortan ¢l tiempo de suefio (71.4 + 5.9% y 37.3 1 9.5%,
respectivamente) (n=6, p<0.01), mientras que la dosis de 16 mg/kg produce un
aumento del valor de este parémetro (34.5 + 18.4%) (n=6, p<0.05). Sin embargo la
dosis de 1000 mg/kg de NAF no altera significativamente la duracién del suefio
(blanco, 132.3 + 10.4 min. v.s. NAF, 137.3 + 27.4; n=6; p>0.05)(Figura 19).
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Figura 19: Modificacién del tiempo de suefio barbitirico originada
por 4 mgikg (), 8 merkg () y 16 mgng & de P, 1000 mence @D
de NAF y por el blanco (B, ). Ordenadas: tiempo de sucfio en minutos (n=6);
* p< 0.05, ** p< 0.01.




11.2.2. EFECTOS SOBRE MUSCULO LISO TRAQUEAL: TRAQUEA AISLADA
DE COBAYA

Cuando se afiade FE (10°-1.3x10? M) a triqueas previamente
contraidas con ACh (control = 403.3 + 48.0 mg, n=6), se observa un doble

comportamiento en relacién con la concentracién. Hasta 10* M, la FE relaja de

forma concentracién-dependiente la trdquea, consiguiéndose un efecto del 34.3 +
8.8% respecto al control; pero al aumentar la concentracion, pierde la capacidad
relajante y produce un efecto contractor. Sin embargo, la NAF relaja totalmente la
contraccién preexistente (control = 428.4 + 30.7 mg, n=>5), obteniéndose un valor
de IC, de 129.5 + 21.8 mM (Figura 20).

La presencia de propranolol (2x10° M), desplaza hacia la derecha la
curva concentracién-respuesta del NAF (IC,, = 288.7 + 57.3 mM, n=4, p<0.01)
(Figura 21).
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Figura 20: Efecto de la FE (A) y de la NAF (@) sobre la triquea
aislada de cobaya. Abscisas: logaritmo de la concentracién molar de férmaco.
Ordenadas: % de efecto relajante o contractor. Cada punto representa la media de

5 (NAF) 6 6 (FE) experiencias + SEM




X de efecto

1

==

log [NAF] (M)

Figura 21: Curva concentraci6n-respuesta de la NAF en ausencia
(@) y en presencia (¢ ) de 2x10° M de propranolol, en tréquea aislada de cobaya.
Cada punto representa la media de 4 experiencias + SEM.




11.2.3. EFECTOS SOBRE EL CONDUCTO DEFERENTE AISLADO DE RATA

FE y NAF contracn de forma concentracién-dependiente el misculo

liso del conducto deferente de rata (Figura 22). Los efectos méximos observados
son de 1022.3 + 51.0 mg (n=4) y 677.0 + 47.4 mg (n=4), respectivamente. Los
valores de pD, para ambos agonistas son de 5.0 + 0.1 y 2.6 + 0.2, respectivamente.
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Figura 22: Efecto de la FE (A) y de la NAF (@) sobre el miisculo

liso de conducto deferente de rata. Abscisas: logaritmo de la concentracién molar

de firmaco. Ordenadas: % de efecto contractor. Cada punto es la media de 4

experiencias + SEM.




DISCUSION




Ei objeto de esta tesis es estudiar el perfil farmacolégico de la NAF,
férmaco suministrado por el Departamento de Qufmica Fisica de esta Universidad.

Este estudio lo hemos realizado comparando su perfil con la FE, que utilizamos
como firmaco patr6n. La actuacién fundamental se ha centrado en el estudio a nivel
cardiovascular, no obstante sc aportan datos sobre la actuaci6n a otros niveles, que

nos indiquen posibles diferencias de comportamiento de ambos f&rmacos.

I. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

En este apartado hemos pretendido estudiar la DL, de FE y NAF con
una doble finalidad:

- Determinar las diferencias de toxicidad entre ambos.

- Seleccionar las dosis para experiencias en animal entero.

La DL, de la FE en ratén, administrada intraperitonealmente, ha sido
de 490.2 + 24.0 mg/kg. Sin embargo, en el caso de la NAF no fue posible
determinar su toxicidad, aunque ésta debe ser superior a 1000 mg/kg, dosis que no
produce la muerte de ningtin animal. Estos hechos estén de acuerdo con lo indicado
por Marvola (1976), quien tampoco pudo determinar la DLy, de este férmaco,

aunque sciiala que es sustanciaimente més elevada que la calculada para la FE.

Estos resultados nos llevan a pensar que podemos utilizar dosis de
este firmaco muy superiores a las usadas para FE.




I1. EFECTOS A NIVEL CARDIOVASCULAR

IL1. PRESION ARTERIAL

La NAF produce una accién hipertensora al ser administrada por via
intravenosa, que es significativa a partir de la dosis de 100 ug/kg, alcanzando su
Eox. con 5000 pg/kg. El comportamiento hipertensor de este compuesto es similar
al de la FE, si bien se muestra mucho menos potente (16.6 veces) y menos activa
(1.5 veces).

Cuando la NAF se administra oralmente produce unos incrementos
significativos en la presi6n arterial a la dosis de 83 mg/kg, alcanzando su méximo
a las 3 horas de la administracién. Al comparar este comportamiento con el
manifestado por la FE se observan ciertas diferencias, tanto en la dosis activa (125
veces mayor para el derivado acetilado), como en el momento de méxima actividad,

que se retrasa para la NAF en 1 hora.

Al relacionar las modificaciones de presi6n arterial en ambos modelos
experimentales, observamos que las diferencias de potencia entre ambos firmacos

son més acentuadas cuando se administran por vfa oral que en el caso de la via

intravenosa. Esto nos puede llevar a pensar que éstas se deban a la participacién de

procesos farmacocinéticos, que dificulten la llegada al lugar activo del derivado
acetilado.

El efecto hipertensor presentado por estos compuesios puede ser
debido fundamentalmente a una actuacién sobre la resistencia vascular o bien sobre




el gasto cardiaco. Por ello, nuestros estudios se han dirigido a poner de manifiesto
su actuacién a estos niveles.

IL.2. SOBRE MUSCULO LISO VASCULAR

La NAF posee un efecto vasocomstrictor en aorta de rata

concentracion-dependiente (r=0.99), efecto que se incrementa s6lo 1.3 veces al

climinar el endotelio. Este efecto vasoconstrictor tiene un doble comportamiento,
fésico y t6nico, siendo este dltimo bloqueado parcialmente por el verapamilo,
antagonista de canales de calcio. El efecto contréctil es antagonizado por el prazosfn,
bloqueante de receptores a,, desplazando las curvas concentracién-efecto hacia la

derecha y abajo.

Al comparar el comportamiento vasoconstrictor de 1a NAF con la FE,
farmaco patr6n agonista a, (Langer,1974; Ruffolo y cols., 1976), podemos resaltar
los siguientes hechos:

- La NAF presenta una menor potencia (158 veces) y una menor
actividad (1.25 wveces) que la FE. Cuando se elimina el endotelio el efecto

vasoconstrictor de la NAF se afecta en menor medida que en el caso de ja FE.

- Cuando se afiade un agonista o, a un medio libre de calcio con 2
mM de EDTA, se produce una contraccién fésica, que es debida a la movilizacién
de calcio liberado del reticulo sarcoplasmitico (Godfraind y cols., 1986); en estas
condiciones la contraccién producida por la NAF es significativamente menor a la




producida por FE, lo cual indica su menor capacidad para movilizar calcio
intracelular.

- La contracci6n ténica producida por FE y NAF es bloqueada por
un antagonista del calcio como el verapamilo, si bien se encuentra menos afectada
la NAF que la FE. Esto nos lleva a pensar que en estc componente de la
contracci6n, la entrada de calcio extracelular tenga menor influencia para la NAF
que para la FE.

- El prazosin bloquea las curvas concentracién-efecto cualitativamente
de forma similar en la NAF y en la FE; este hecho nos da idea de la posible
afinidad del NAF por receptores a, en sorta de rata.

- Es conocido que en aorta de rata existen subtipos de receptores a,,
a;, ¥ @, (Minneman, 1988; Minneman y cols., 1988). Una manera indirecta para
poner de manifiesto la unién de los formacos a estos subtipos es la indicada por
Auguet y cols. (1992), basada en la diferente capacidad relajante del FRDE (factor
relajante dependiente del endotelio) frente a la contraccién provocada por diferentes
agonistas a,. La ACh, férmaco que actiia liberando el FRDE (Furchgott y Zawadzki,
1980), afecta en mayor medida a la contraccién producida por NAF que a la
producida por FE, lo que puede ser indicativo de una mayor selectividad por el
subtipo a,.

El efecto contractor del derivado acetilado es bastante similar al
observado para la FE, agonista a,, con un componente fésico debido a liberacién de

calcio intracelular, y un componente t6nico, resultado de la entrada de caicio desde

el medio extracelular. Sin embargo, existen diferencias en cuanto al comportamienso

93




de estos firmacos, diferencias que podrfan explicarse por la selectividad por distintos
subtipos de este receptor, capaces de poner en juego diversos mecanismos

moleculares. En este sentido hay que sefialar que el efecto es menos sensible a
bloqueo por antagonistas del calcio, lo que estarfa en acuerdo con una mayor
selectividad por el subtipo a,,, segin la hipétesis de Minneman (1988), hecho
ratificado por las experiencias indirectas con ACh. No obstante, no podemos
concluir de manera tajante, puesto que no se han realizado experimentos de binding
ni experimentos con bloqueantes selectivos de este subtipo de receptor.

I13. SOBRE EL MUSCULO CARDIACO

La NAF produce una leve accién cardiaca, caracterizada por una
disminuci6n en la fuerza de contraccién tanto de la aurfcula derecha como de la
izquierda de cobaya, y por una ausencia de actividad sobre la frecuencia. Tales
efectos estén de acuerdo con los obtenidos por otros autores (Marvola y cols., 1977).
Por el contrario la FE es capaz de incrementar de forma concentracién-dependiente
ambos parédmetros en el tejido auricular, si bien la frecuencia se modifica con

concentraciones inferiores (28 veces) que la fuerza.

Este efecto inotrépico y cronotrépico positivo originado por la FE ha
sido atribuido a su capacidad de estimular receptores a, cardiacos, y a la
consiguiente movilizacién de fosfoinositdsidos (Kushida y cols., 1988; Otani, 1988;
Otani y cols., 1988; Scholz y cols., 1988). Por tanto, la variacién de actividad
cardiaca producida por la NAF nos harfa pensar en una pérdida de afinidad por los
receptores a,. Sin embargo, existen datos experimentales que indican que otros
agonistas selectivos por este tipo de receptores como la metoxamina (Satoh y
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Hashimoto, 1988; Ask y cols., 1987; Duarte y cols. 1990) son capaces de disminuir
ligeramente la fuerza de contraccién y modificar muy poco la frecuencia auricular.

Estas diferencias existentes entre el comportamiento de estos férmacos
podrfan ser explicadas por la existencia de alguna subpoblacién de receptores a, a
nivel cardiaco, aunque no existen datos concluyentes que confirmen esta hipétesis.
Las diferencias encontradas entre los efectos producidos por FE y NAF sélo podrén
ser explicadas mediante la utilizacién de antagonistas selectivos de estos subtipos de

receptores y la realizacién de estudios electrofisiolégicos.

Al comparar la potencia de la NAF en el territorio vascuiar y cardiaco
se observa que, sin tener en cuenta las diferencias entre especies (rata y cobaya),
existe selectividad por el miisculo liso vascular, lo que hace pensar que la accién

hipertensora provocada por este férmaco se debe fundamentalmente a un efecto

aumentador de la resistencia periférica.

Ill. EFECTOS A OTROS NIVELES

II1.1. SOBRE SNC

La NAF a la dosis de 1000 mg/kg, dosis que no produce signos de
toxicidad aguda, es capaz de disminuir significativamente la actividad motora,
mientras que no afecta al tiempo de suefio inducido por pentobarbital sédico, ni a
la capacidad exploradora de ratones. Este perfil puede ser indicativo de una ligera
actividad depresora sobre el SNC. Sin embargo los efectos centrales aparecen a dosis




muy alejadas (12.5 veces) de las necesarias para originar actuacién a nivel
cardiovascular.

La FE, firmaco utilizado como patrén, presenta un perfil de actuacién
sobre el SNC que difiere parcialmente del presentado por la NAF. A dosis de 4
mg/kg iinicamente disminuye la duracién del tiempo de suefio barbitirico; a partir
de dosis de 16 mg/kg presenta un perfil depresor del SNC, disminuyendo
significativamente la curiosidad de los arimales, su actividad motora y potenciando
el tiempo de sueiio.

Al comparar los resultados obtenidos por ambos férmacos en esta
baterfa de técnicas, hay que resaltar la mayor potencia depresora de la FE, que
podria ser explicada por su mayor afinidad por los receptores a centrales, de manera
anéloga a lo que ocurre en territorios periféricos (misculo liso vascular). En este
sentido podrfamos comentar que a relacién existente entre las dosis activas de NAF

y de FE a nivel del SNC es de 125, muy similar a la existente entre estos

compuestos cuando se determina la presin arterial, tras una administracién oral.

IIL.2. SOBRE MUSCULO LISO TRAQUEAL

La NAF relaja de forma concentracién-dependiente la triquea aislada
de cobaya que ha sido previamente contraida con ACh, aunque a dosis 10000 veces
superiores a las necesarias para mostrar sus efectos vasoconstrictores. Este efecto se
antagoniza por propranolol; por tanto, se puede pensar que su actividad relajante sea
debida a una posible estimulacién de los receptores £ traqueales.




Por otro lado, la FE también inhibe la contraccién originada por ACh,

pero a concentraciones aproximadamente 200 veces inferiores que la NAF. Sin

embargo, a partir de concentraciones superiores a 10* M de FE se pone de

maunifiesto su actividad contractora, efecto que no aparece cuando se utiliza como
agente relajante la NAF. Esta variacin en el comportamiento de FE y NAF en
misculo liso traqueal podrfa ser interpretada como una modificacién en cuanto a la
afinidad por distintos tipos de receptores; no obstante, a las concentraciones tan
clevadas a las que aparecen estos efectos no puede descartarse un actuacion directa
sobre otras estructuras celulares.

II1L.3. SOBRE CONDUCTO DEFERENTE

La NAF produce una contraccién concentracién-dependiente del
conducto deferente de rata. Relacionando este comportamiento con el presentado por
la FE, se observa que existe una disminucién en la potencia del derivado acetilado
de 251 veces, al tiempo que la FE es 1.5 veces més activa que este derivado. Estos
resultados son similares a los obtenidos en aorta aislada de rata, lo que nos ratifica
la menor afinidad por los receptores a,. Es interesante resaltar también que entre la
técnica de conducto deferente y de aorta aislada de rata existe una diferencia de
aproximadamente 2 puntos en el valor de pD,, que se mantiene para ambos

farmacos, tal como ocurre con otros agonistas a.




Como resumen de todo lo indicado anteriormente podemos deducir
que la acetilacién de la FE produce una disminucién en la afinidad por receptores

a, tal como indica la menor potencia en vaso y conducto deferente, que se refleja

en sus comportanientos hipertensor y depresor del SNC. Los resultados obtenidos
nos llevan a pensar que esta modificacién estructural podria originar una mayor
selectividad por el subtipo de receptor a,,.




CONCLUSIONES




De los resultados obtenidos podemos concluir que el derivado
acetilado de la FE

1. Tiene una DL, superior a 1000 mg/kg

2. Cuando se administra por via intravenosa produce una elevacién
de la presi6n arterial dosis-dependiente a animales normotensos, significativa a partir
de 100 ug/ky. Este efecto hipertensor es menos potente y menos activo que el

manifestado por la FE.

3. Origiaa una vasoconstriccién en aorta aislada de rata, por
estimulacion de receptores a,, mostrdndose también menos potente y menos activo
que la FE.

4. Presenta una mayor selectividad por el subtipo de receptor a,, que

5. Consigue un leve efecto inotrbpico negativo a partir de

concentraciones de 107 M, sin modificar la frecuencia auricular. En este aspecto su

comportamiento difierc del presentado por la FE, que aumentaba la frecuencia y

fuerza de contracci6n.

6. El efecto hipertensor de la NAF depende, por tanto, inicamente de
su efecto contractor del misculo liso vascular.

7. La NAF produce una ligera depresién del SNC a dosis 12.5veces
superiores a las activas a nivel de presi6n arterial.

99




8. Este formaco inhibe totalmente las contracciones inducidas por

ACh en triquea aislada de cobaya, a concentraciones comprendidas entre 5x10* y

10" M (10000 veces superiores a las activas como vasoconstrictor).

9. Provoca una contracci6n del conducto deferente de rata,
manteniendo similares diferencias de potencia y actividad en relacién a la FE que
las existentes a nivel vascular.
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