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ABREVIATURAS

AA: Acido araquiddnico.

AMPc: 3,5 'Fostato ciclico de adenosina.

ANF: Factor natriurético auricular.
APA: Ampiitud del potencial de accion.
ATP: Trifosfato de adenosina.

A-V: Auriculoventricular.

BCCa: Bloqueante de los canales de Ca
BSA: Albimina bovina sérica.

CO: Ciclooxigenasa.

CoA-IT: Coenzima A independiente.
DAG: Diacilglicerol.

DHPs: Dihidropiridinas.

DMSQ; Dimetilsufoxido.

DNP-BSA: 2,4-Dinitrofenil-BSA.

DPA: Duracion del potencial de accidn.
Em: Potencial de membrana.

ECG: Electrocardiograma.

E.E.M.: Error estandar de ia media.

FC: Frecuencia cardiaca.

fMLP: Formil-metil-leucil-fenilalanina.
GTP: Guanosina b-trifosfato.

ls,: Corriente lenta de entrada de Ca’".
lyo: Corriente rapida de entrada de Na™*.
IgE: Inmunoglobulina E.

1gG: inmunoglobulina G.

IL.: Interleukina.

ISP: Isoproterenol.

LO: lLipoxigenasa.

LPS: Lipopolisacéridos.

LT: Leucotrieno.

MBP: Major basic protein.

MDF: Factor depresor del miocardio.
NA: Noradrenalina.

NO: Oxido nitrico.
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NOS: Oxido nitrico sintasa inducible.
O’,: Anién superdxido.

OH: Anién hidroxilo.

PAD: Presion arterial diastflica.

PAF: Factor activador de plaguetas.
PAM: Presidn arterial media.

PAS: Presion arterial sistélica.

PE: Fosfatidiletanolamina.

PEG: Polietilenglicol.

PG: Prostaglandina.

Pl: Fosfatidilinositol.

P,l: Fosfatidilinositol trifosfato.

PKC: Protein cinasa C.

PLA,: Fosfolipasa A,.

PLC: Fosfolipasa C.

PMNSs: Leucocitos polimorfonucleares.
PMSF: Fenilmetilfiuorofosfato.

PR: Potencial de reposo.

PRE: Periodo refractario efectivo.

SA: Nodo sinoauricular.

SAQO: Shock inducido por oclusién de la arteria esplécnica.
SHR: Rata espontaneamente hipertensa.
TNF: Factor de necrosis tumoral,

TR: Tiempeo de recuperacion,

V.. Velocidad maxima de despolarizacion.
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introduccion

1. FACTOR ACTIVADOR PLAQUETARIO {PAF).

El término Factor de Activacién Plaquetaria o PAF fue primeramente propuesto por Benveniste en
1972 para designar una nueva sustancia liberada por ios baséfilos de coneje sensibilizados con

inmunoglobulina E (IgE} que presentaban potentes acciones agregantes plaquetarias.

En 1979, este autacoide de naturaleza fosfalipfdica fue identificado por tres grupos de
investigadores (Benveniste y cols; Blank y cols; Demopoulos y cols) a partir de un plasmindgeno natural
de bovino. La sintesis definitiva del producto establecio la estructura del PAF como 1-0-alquil-2-acetil-sn-

gliceril-3-fosfocolina (Figura 1) {Godfroid y cols, 1980).

0

N

CH, :
Hac\ﬁi\/\o/ \o O/
/

K n=16,18

s,
,

(CH, }nCH,

H,C "
3 H”  “ococH,

FACTOR DE ACTIVACION PLAQUETARIA

Figura 1.

Con respecto a la composicion de la cadena 1-O-alquil adn existen controversias. Algunos autores
sélo han encontrado 1-O-hexadecil-PAF en neutréfilos estimulados (Keith y cols, 1984), mientras que otros

han descrito la existencia de cadenas alquil 16:0, 17:0 y 18:1 {Oda y cols, 1985).

Los estudios realizados con andlogos del PAF han permitido establecer la relacién estructura-
actividad. Para que esta sustancia sea activa se requiere la existencia de una unién éter en la primera
cadena algullica, un grupo acetilo en posicién 2 y que el 4cido graso de la posicién 2 sea de cadena corta
y se encuentre unido en esa posicién mediante un enlace éster. La distancia entre el grupo fosforil v el N*

es de suma Importancia, ya que aumentos de esta distancia disminuyen su eficacia {Braquet y cols, 1887).
El PAF es un mediador lipfdico que parece estar implicado en multitud de procesos fisioldgicas,

tales como el asma, shock, sepsis, anafilaxia, isquemia miocérdica v cerebral, enfermedad renal,

ovoimplantacion, rechazo de transplantes y en una gran variedad de procesos inflamatorios {Braquet y cols,

-8 -



Introduccion

1987). Entre las células capaces de sintetizarlo se encuentran plaquetas, leucocitos, macréfagos, linfocitos
v células endotetiales. Este autacoide no se acumula en estas células, sino que se sintetiza y libera en

respuesta a un estimulo.

1.1. SINTESIS DE PAF.

La formacion del enlace O-alquil a partir de los fosfollpidos de membrana es el primer paso en la
sintesis de PAF, que es catalizado por un enzima microsomal, la alquil-DHAP-sintetasa, dando lugar a la
formacion de alquil-acil-glicerofosfocolina o diacil-glicerofesfocolina. A partir de este compuesto, la

biosintesis de PAF puede seguir dos rutas metabdlicas:
1.1.1 VIA DE LA REMQDELACION.

Esta ruta metabdlica fue la primera via de sintesis que se describid y la més importante, ya que esta
implicada en varios procesos inflamatarios, alérgicos y anafilacticos (Figura 2). Se inicia a través de la
fosfolipasa A, {PLA,}, que hidroliza €l grupo araquidonato de la posicién sn-2 de los fosfollpidos de coling,
generando el compuesto 1-O-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina o liso-PAF, que carece de actividad
biol6gica y la liberacion 4cido araquiddnico (AA} (Chilton y cols, 1984). El liso-PAF, entonces, puede ser
acetilado en presencia de acetil-CoA por una acetiltransferasa, para formar PAF {Wykle y cols, 1980;
Holland y cols, 1992). La actividad de |a acetiltransferasa aumenta a medida que se incrementan los niveles
de Ca®* intracelular. La actividad de la PLA, es regulada también por el Ca’* intracelular, por las proteinas
de la familia de las lipocortinas (Touqui v cols, 1986), por la cantidad de &cidos grasos disponibles y por

la presencia de metabolitos de la ciclooxigenasa {CO) v lipoxigenasa (LO).

La PLA, no sélo actla sobre fosfolfpidos de colina, sino que también puede hidrelizar fosfollpidos
de etanolamina. La accién de la PLA, sobre un fosfolipido de etanclamina, que en posicion C, contenga
AA, parece ser una via implicada en la sintesis de PAF. Venable y cols (1993} han demostrade en
neutréfilos estimulados la existencia de una transacilasa CoA-independiente (CoA-IT) implicada en la
sintesis de PAF y ha propuesto un modelo de sintesis (Figura 2) en el que la PLA, actuia sobre el fosfolipido
de etanolamina para liberar AA vy lisofosfatidiletanolamina (liso-PE). Una vez formado el lisa-PE, la
transacilasa CoA-IT transfiere el AA del fosfolipido de colina al liso-PE, actuando como un aceptor de AA,
y liberandose liso-PAF, compuesto que posteriormente seré acetilado por la acetiltransferasa para formar
PAF. La actividad de la transacilasa CoA-IT aumenta en presencia de lisofosfolipidos generados por la
accién de la PLA,. Por tanto, la PLA, es el primer paso para la iniclacion de la sintesis de PAF, pero puede

no actuar directamente sobre el fosfollpido de colina (Venable y cols, 1993).
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1.1.2. BIOSINTESIS DE NOVO.

En esta via, 1-O-alquil-sn-glicero-3-fosfato es acetilado por un enzima, la acetiltransferasa, para

formar 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfato. Sobre este compuesto actla una fosfohidrolasa para

producir 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicerol, que puede ser convertida en PAF en presencia de la colinofosfo-

transferasa (Figura 2}, Los enzimas que intervienen en esta sintesis estan regulados por la disponibilidad

del sustrato {Blank y cols, 1288).

SIN

LISO-P.E.
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FOSFOLIPASA A2

ALQUIL-LISO~GP

ALQUIL~L1S0-CF
ACETIL -
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AGIIK)} GRASO
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3-
1,

I ACETILTRANSFERASA

ACETIL-CoA

ALQUIL ~ACETH.=(}

UNE - COLINA
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PAF

Figura 2.
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1.2. DEGRADACICN DE PAF.

Paralelamente a la ruta de activacion o formacién de PAF se produce su inactivacion por hidrélisis
del residuo acetilo en la posicion sn-2. Esta reaccidn esté catalizada por la acetilhidrolasa, perteneciente
a la familia de las fosfolipasas. Este enzima es especifico para cadenas cortas de acidos grasos sn-2 pero
indapendiente de los niveles de Ca?* (Blank y cols, 1981) y estd presente en compartimentos citosdlicos
v extracelulares y especialmente en el piasma. La forma plasmética esta estrechamente asociada con
lipoproteinas de baja y ala densidad (L.DL y HDL respectivamente), pero es sintetizada y liberada

independientemente de las apolipoproteinas (Stafforini y cols, 1987},

Después de que el PAF es inactivado, el liso-PAF resultante es reacilado por una de las tres rutas
siguientes: una acetiltransferasa CoA-dependiente, una transacilasa CoA-dependiente o una transacilasa
CoA-IT, introduciendo un &cido graso de cadena larga en posicién sn-2. El 1-0-alguil-2-0-acilGP{ se

incorpara en la membrana, completdndose el ciclo {Touqui ¥ cols, 1985).

1.3. RECEPTORES DE PAF.

La existencia de sitios de unién especfficos para el PAF en membranas celulares surgid tras
observar que: 1} el estereoisémera (R) era efectivo en estimular la agregaciény degranulacién de plaquetas
y neutrofilos; 2) eran necesarias concentraciones de PAF del orden de 0.1 nM para desencadenar efectos
biolégicos, apareciendo una desensibilizacion de los tejidos cuando se exponfan por segunda vez al
mediador; 3} los antagonistas de PAF podfan inhibir sus efectos (Vargaftig y Benveniste, 1983}; 4) habla
una buena correlacién entre la concentracién de antagonistas del PAF que blogueaban sus respuestas
biolégicas y la unién de PHIPAF (Valone, 1987}

La existencia de receptores especificos para PAF ha sido demostrada mediante estudios de fijacion
de [*HIPAF (Valone y cols, 1982). Los receptores de alta afinidad han sido demostrados en plaguetas de
conejo y humanas, monacitos, polimorfonucleares (PMNs) y membranas plasmaéticas de células de distintos
tejidos. La afinidad y el nimero de sitios de unién es dependiente del tipo de célula, tejido v especie animat,
Se ha comprobado que las plaguetas de conejo son més sensibles al PAF que las humanas, ya que estas
ltimas presentan menor nimero de sitios de unién. Sin embargo, las plaquetas de rata son totalmente

refractarias al PAF ya que carecen de sitios de unién (Ifiarrea y cols, 1984a).

La unién del PAF a su receptor es saturable, temperatura y concentracion dependiente y es
regulada por cationes monovalentes, divalentes y GTP. Asf, puede ser blogueada por Na* y Li*, mientras
gue K*, Cs*, Rb*, Mg®*, Ca** y Mn?* aumentan su unién, La presencia de GTP también la inhibe, lo que

sugiere que el receptor de PAF esté asaciado al sistema de adenilato ciclasa a través de una proteina G

-11 -
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inhibitoria que regula los niveles de AMPc {Hwang y cols, 1986).

La utilizacién de andlogos de PAF ha permitido establecer un posible modelo de los sitios de unién
de alta afinidad para el autacoide (Heymans y cols, 1981; Vargaftig y Benveniste, 1983, Braguet vy

Godfroid, 1986; Ohno v cols, 1986). Tres interacciones son de particular importancia para el proceso de

unién:

a)

b)

cl

El 4cido graso de cadena larga del PAF se internaliza en la membrana en un area

hidrofébica, intercambiando enlaces con la vecindad.

La activacién de ta membrana posiblemente deriva de una transferencia electrénica de los
dobles enlaces del oxigeno de la funcién heteréxido a un lugar denominado "diana",
presente dentro de la membrana (probablemente una subunidad de la proteina G}, La
presencia de dobles enlaces no deslocalizados podrian ser necesarios para una posible

protonaciéon del sitio activo o "diana”.

La corta cadena unida al C, puede formar parte del anclaje del PAF a su receptor.

Tras la activacion del lugar "diana" o protelna receptorial, se desencadenan dos fendmenos:

La hidralisis de GTP y activacién de la fosfolipasa C (PLC), que pondrfa en marcha ¢l ciclo
del fosfatidil inositol (P!}, liberando inositol-1,4, B-trifosfato {IP4), que actia como segundo
mensajero e induce movilizacién de Ca®* de sus depdsitos internos y diacilglicero! [DAG).
El DAG, por otro tado, puede producir la activacién de la protein cinasa C {PKC) v la
fosforilacién de proteinas especfficas, que también estarfan implicadas en ta movilizacién

de Ca*" intracelular,

La internalizacién del complejo PAF-receptor por un mecanismo descenocido, que podrla
ser activo y/o pasivo. El PAF serfa desactivado por la acetilhidrolasa citosdlica, transfor-
mandose en liso-PAF, que por acilacién del grupo hidroxilo en posicién 2-R per accion de
la acetiltransferasa, da lugar a alquil-acilglicerilfosfocolina, que entrarfa a formar parte de

la membrana celular como un fosfolipido estructural,

Ensayos realizados con antagonistas de PAF carentes de un polo cationico utilizando mapas

electrostaticos tridimensionales llevaron a establecer un nueve modelo sobre el receptor de PAF (Dive y

cols, 1989). Los autores proponen la existencia de un cilindro bipolarizado que posee un "pocket™

hidrofébico v dos 4reas de potencial electrostdtico positivo separados por una distancia de 10-1 2A. Los

antagonistas funcionan generando potencial electrostatico negativo cuando se unen af receptor, formando
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una nube electrostatica de 180°. A este efecto se le ha denominade "Cache-oreilles" {Dive y cols, 1989),

pero no se adecua totalmente con la estructura del PAF,

Estudios recientes de la relacion estructura-actividad (Batt y cols,1991) han modificado algo el
modelo anterior. Proponen la existencia de dos "pockets” hidrofébicos situados en lugares opuestos, pero
sdlo uno de ellos es el responsable del efecto 'agonista. Las zonas de potencial negativo constituirfan una
regién unica y flexible a lo largo de todo el cilindro (de 10-14A de diametro), concordando con la idea de
heterogeneidad y flexibilidad que ha de poseer un receptor de membrana {Batt y cols, 1981). Adema4s, el
andlisis de la secuencia del receptor de PAF ha demostrado que pertenece a la superfamilia de receptores

acoplados a la proteina G {(Honda v ¢ols, 1991).

1.4. ACCIONES DEL PAF SOBRE LAS CELULAS SANGUINEAS.
El PAF posee un amplio rango de actividades hiolégicas en diferentes células y tejidos.
1.4.1. PLAQUETAS.

El PAF es liberado de las plaquetas de varias especies animales cuando éstas son estimuladas por
diferentes agentes agregantes (trombina o coldgenal o iondforos de Ca**, lo que sugiere que el PAF es
mediador de la denominada "tercera via de la agregacién plaquetaria”, que es independiente de la liberacion

de ADP o de la produccién de tromboxano A, {TXA,} {Chignard vy cols, 1980).

Los efectos del PAF sobre las plaguetas incluyen cambios de forma, agregacion, degranulacion,
desensibilizacion, incremento de la [Ca®"], fosforilacién de proteinas, estimulacién del metabolismo del P,

liberacidn de AA y aumento de los niveles de AMPc {Lapetina y Siegel, 1983).

El papel del Ca?” en la transduccion de la sefial iniciada por PAF estd Intimamente relacionado con
los primeros pasos de ta activacién plaguetaria. El PAF activa la PL.C, produciendo DAG y écido fosfatidico,
que se comporta como un ionéforo de Ca?’, movilizando el Ca®* unido a la membrana. Por otra parte, el
aumento de DAG produce la activacion de la PKC que fosforila la cadena ligera de la miosina plaquetaria

e induce la liberacién de serotonina de las plagquetas activadas (Lapetina y Siegel, 1983),
1.4.2. LEUCOCITOS.

En neutréfitos humanos el PAF produce una gran variedad de respuestas, talescomo degranulacidn,
agregacion, quimiotaxis, quimioguinesis, produccién de anién superéxido (07,), alteraciones en la carga de

la superficie de la membrana, aumento de la adherencia celular, estimulacién del metabolismo dei AA e
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incremento de la [Ca“],, si bien algunos de estos efectos son producidos por la accién de mediadores

endégenos liberados tras la estimulacién del PAF (Braguet y cofs, 1987).

En PMNs, la presencia de Ca®* extracelular aumenta el proceso de degranulacion inducido por el
PAF, mientras que antagonistas de la calmodulina la inhiben de forma dosis-dependiente (Shaw vy cols,

1981). La agregacion requiere la presencia de Ca** y Mg** extracelular y es independients de AA y ADP.
1.4.3. MACROFAGOS Y MONOCITOCS.

La estimulacion de macréfagos humanos por interaccién con mediadores solubles, particulas
macroscopicas o céiulas tumorales, induce la sintesis y liberacion de PAF {(Elstad vy cols, 1989) e
incrementa su capacidad de destruir microorganismos o células tumorales {Elstad y cols, 1989). El PAF
producido estimula el metabolismo oxidativo, la produccion de O, sintesis de eicosanoides (Fitzgerald y
cols, 1989} v la agregacién de monocitos (Yasaka y cals, 1982). Dicha agregacién es dosis-dependiente
y, en humanos, requiere la presencia de iones divalentes vy glicolisis (Yasaka y cols, 1982}, Al igual que
ocurre an las plaquetas, el PAF induce entrada de Ca?* extracelular y la movilizacién de Ca’” intracelular

{Adolfs y cols, 1989; Ng y Wong, 1988a).
1.4.4. LINFOCITQOS.

También son capaces de liberar liso-PAF cuando son estimulados por el ion6foro de Ca** A23187
{Jouvin-Marche, 1984) vy liberan grandes cantidades de PAF cuando se estimula la regidn Fc del receptor
{Malavasi y cols, 1986). En células astimuladas por lipopolisacéridos {LPS), 6l PAF regula la protiferacion
de células T ya que incrementa la sintesis y liberacién de interleukina 1 (IL-1) (Braguet y cols, 1987);
existirfa, por tanto, un feedback positiva entre IL-1 y PAF que puede estar implicado en la amplificacion

2
i

de la respuesta inmune. También el PAF produce un aumento en la [Ca que podria influir en la

proliferacién linfocitaria dependiente del Ca**.
1.4.5. EQSINOFILOS.

La presencia de receptores especificos para PAF en eosindfilos fue demostrada por Ukena y cols
(1989). El PAF produce efactos similares en estas células a los observados en monocitos y neutrdfilos
(Sigal y cols, 1987): quimiotaxis, agregacion y produccion de O, El PAF es uno de los més potentes
agentes quimiotacticos, induciendo infiltracién easinofflica a nivel microvascular y liberacian de leucotrieno

C, ILTC,) y O, por dichas células {Wardlaw y Kay, 1986).
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1.4.6. CELULAS ENDOTELIALES.

Las células endoteliales al ser activadas por distintos estimulos generan PAF, sstando este proceso
relacionado con un rapido aumento de la {Ca®*), y mediado por una proteina G (Lewis y cols, 1988;
Whatley y cols, 1990). E! PAF actiia sobre estas células produciendo cambios en la forma, alteraciones
en el citoesqueleto, formacién de vesrcui'as, aumento de la permeabilidad, activacitn de la PKC,
hiperpolarizacién de la membrana y adhesién leucocitaria sobre ellas {Braquet y cols, 1989). A estos
cambios también contribuye la IL-1, que induce liberacién de prostaciclinas y PAF. El resultado son las
alteraciones microvasculares caracteristicas de algunas patologfas, tales como isquemia, shock y rechazo
de transplantes, lo que sugiere que el PAF podria ser uno de los mediadores implicados en la fisiopatologla
de estas entidades. Recientemeante, Bkaily y cols (1993} han descrito que en células endoteliales humanas
v caninas el PAF produce un aumento de la [Ca**], que es insensible a Nifedipino pero que se blaquea por
{-}1-PN 200-110 o al disminuir la [Cal,, asi como por el WEB 2170, un antagonista de los receptares del
PAF. Estos hallazgos indican que et aumento de la [Ca®*], producido por el PAF estaria mediado a través
de la activacién de canales tipo-R descritos en células musculares cardiacas vy lisas vascularas (Bkaily y
cols, 1992). Este canal podrla jugar un papel importante en la contraccién sostenida de fa musculatura lisa
y en el acoplamiento entre la excitacidn de las células endoteliales y la liberacién de factores vasoactivos

tales como el 6xido nitrico {NO} o las endotelinas.

Se ha demostrado que el PAF, al igual que otros mediadores, provoca la secrecion de plasminégeno
tisular a partir de células endoteliales, siendo éste un mecanismo Ca’*-dependiente, que implica la

activacién de la PLA, y liberacién de derivados del AA {Braguet y cols, 1987).

1.5. ACCIONES FARMACOLOGICAS DEL PAF.
1.5.1. APARATO CARDIOVASCULAR.

El PAF gjerce importantes efectos sobre diferentes componentes del aparato cardiovascular.

1.5.1.1. Efectos cardiacos,

En preparaciones cardlacas aislades de diferentes especies animales, el PAF presenta un efecto
bifasico sobre la fuerza contractil miocardica dependiente de la dosis {inotropico positivo a bajas
concentraciones e inotrépico negativo a concentraciones elevadas){Tamargo y cols, 1986; Tamargo y
Gonzalez-Morales, 1990; Diez y cols, 1990) y del tiempo {Camussi y cols, 1984a; Gonzélez-Morales,
1887). Sin embargo, otros autores han descrito solamente un efecto inotrépico negativo dosis-dependiente

{Leviy cols, 1984; Robertson y cols, 1988). Este efecto inotrépico negativo es atribuido a una disminucisdn
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de la corriente de entrada lenta de Ca®", va que el PAF reduce la amplitud, duracién y velocidad de los
potenciales de accién lentos en musculos papilares de cobaya (Tamargo y cols, 1985) y disminuye la
contractura en corazones sometidos a la paradoja del Ca®* {Gonzélez-Morales, 1987). Robertson y cols
{1988) han propuesto que la accién inotrépica negativa del PAF puade depender de una disminucién de
la actividad intracelular del Na* mediada por el intarcambiador Na*/Ca®*. Adem4s, en aurfculas aisladas
de cobaya perfundidas con soluciones ricas en K™ y tras bloquear los canales répidos de Na“ con
tetrodotoxina, el PAF (107M} también produce un inotropismo negative asociado a la reduccién de la
amplitud, duracién y velocidad de los potenciales de accién lentos (Gollasch y cols, 1991}, Todos estos
resultados indican que el PAF reduce la entrada de Ca®* en el sarcolema, siendo éste el principal
mecanismo en la accién inotrépica negativa del PAF. Por el contrario, el aumento de la fuerza contractil
se.atribuye a un incremento del flujo de Ca®* a través de las corrientes de entrada lenta del Ca®* {Tamargo

v cols, 1985b}.

El efecto inotrépico bifésico del PAF en el miocardio de cobaya puede ser interpretado en base a
la supuesta existencia de dos poblaciones, funcionalmente distintas, de receptores de PAF en las células
cadfacas: una unida a |a via del IP, y otra asoctada a la via del AMPc {Gollasch y cols, 1991}, La ocupacidn
de los receptores de alta afinidad (PAF,) induce la activacién de |la adenilato ciclasa y un aumento del AMPc
v de la corriente de entrada de Ca®* (Tamargo y cols, 1988}, que conduce a su accidn inotrépica positiva.
La ocupacién de los receptores de baja afinidad o PAF, produce el efecto inotrépico negativo del PAF, ya
que activa la PLC que aumenta la conductancia al K y acorta la duracion del potencial de accién cardfaco,

disminuyendo la entrada de Ca** a la célula {Braquet y cols, 1987).

Con respecto al flujo coronario, en corazones aislados de rata se ha observado un efecto
wasodilatador, vasoconstrictor o bifasico {(Man y cols, 1920). Asi, la respuesta vasodilatadora aparece a
dosis entre 1 fmol-1pmol, el efecto vasoconstrictor a 1 nmol y fa respuesta bifdsica en un rango de dosis
entre 10 y 100 pmol de PAF. El anélisis del liquido de perfusidon permite detectar cantidades significativas
de LTC,, LTB, y LTD,, lo que sugjere que algunas de las acciones del PAF podrian deberse a la sintesis y
liberacidén de leucotrienos. De este modo, los derivados de la LO son responsables de la accion
wasodilatadora y vasoconstrictora del PAF, mientras que los derivados de la CO parecen no tener ningun
efecto significativo sobre el flujo coronario {Man y cols, 1991). Sin embargo, otros autcres solo han
encontrado una disminucién dosis-dependiente del flujo coronaric secundaria al incremento de las

rasistencias coronarias (Levi y cols, 1984; Tamargo y Gonzdlez-Morales, 1920},

Levi vy cols {1984) han propuesto que el PAF es el mediador de las anomallas cardiacas que
aparecen en el modelo de anafilaxia cardfaca, tales como la disminucién de la contractilidad y del flujo
coronario v tas alteraciones en la conduccion aurfculoventricular (A-V). Estos efectos son independientes
de la agregacién plaguetaria o de la liberacién de aminas vasoactivas por las plaquetas. La accion inotropica

negativa del PAF no estd mediada por los derivados de la CO (per ejemplo, PGD,), ya que la indometacina
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no atentia sus efectos depresores electromecanicos (Levi y cols, 1984),

Las alteraciones sobre la conduccion cardiaca producidas por PAF han sido analizadas en el corazén
aistado de rata. El nodo A-V (intervalo A-H) y el sistema His-Purkinge (intervalo H-Q} son los més sensibles
al PAF {Gonzéalez-Morales, 1987). El PAF aumenta el tiempo de conduccidn nodal v la conduccion His-
Purkinge, siendo este efecto dosis y tierﬁpo dependientes. Estos resultados sugieren que el PAF ejerce un
bloqueo selectivo de la I, ,. que retrasarfa la conduccién nodal y un bioqueo de fa corriente rapida de la
entrada de Na*, que retrasaria |la conduccién a través del sistema His-Purkinge. Ademds, a dosis elevadas
(10°M) el PAF es capaz de producir arritmias ventriculares (extrasistoles, taquicardias y fibrilacion
ventricular) y bloqueos auriculoventriculares de 2° y 3* grado, posiblemente debidos a un mecanismo de
re-entrada como consecuencia de las distintas modificaciones en la conduccion subnodal (Levi v cols,
1984: Gonzélez-Morales, 1987). También se ha observado que el PAF produce un aumento en la incidencia
de fibrilagion ventricular en corazones aislados de cobaya sometidos a isquemia/reperfusion (Flores y
Sheridan, 1990). En ambos casos, la reduccion del flujo coranarie podria jugar un importante papel en la

génesis de las arritmias.

A nivel cardiaco, el PAF puede ser sintetizado por granulocitos sometidos a hipoxia (Joseph y
Welch, 1989), por infiltracion leucocitaria en situaciones de isquemia/reperfusién (Mickelson y cols, 1988)
y por los neutr6filos que se acumulan en los primeros minutos de la reperfusién (Montrucchio vy cols,
1989). Estos hallazgos confirman que el PAF es un importante mediador de algunos fenémenocs gue se

producen en la isquemia/reperfusion miacérdica.

1.5.1.2. Efectos vasculares.

La administracién de PAF a dosis altas en perros anastesiados produce una inmediata calda de la
presién arterial, del gasto cardlaco y de las resistencias periféricas, que se acompafian de un pequefo
aumento reflejo de la frecuencia cardlaca {Otsuka y cols, 1985; Zukowska-Grojec vy cols, 1985). Estos
efectos también fueron observados en ratas normotensas y en ratas aspontdneamente hipertensas (SHR).
En estas Gltimas, la hipotensién se manifiesta a dosis bajas, del orden de 0.1 nmol/Kg, debido a que

presentan una mayor sensibilidad al PAF {Feuerstein y cols, 1982),

La hipotensién inducida par PAF se asocia a una elevacién en la actividad de la renina plasmatica
y de los niveles plasméticos de noradrenalina, adrenalina y TXB, {Feuerstein y cols, 1982). Pasteriormente
se ha demostrado que esta hipotensidn es independiente de dichas sustancias, ya que el blogueo de
receptores histaminérgicos, B-adrenérgicos, colinérgicos o la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas

y bradikininas no maodifican esta respuesta,
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Un factor potencialmente importante en el efecto hipotensor del PAF es la disminucion del volumen
sanguineo secundaria a un incremento de la permeabilidad vascular y a la dilatacién de los vasos de
resistencia (arteriolares y venosos), que reducen el retorno venoso al corazén {Sanchez-Crespo y cols,
1982) y, por tanto, la precarga. Estos efectos conllevan un deficiente llenado ventricular izquierdeo vy la
disminucién del rendimiento cardiaco, llegandose a una situacién de colapso circulatorio. Puesto que el PAF
no es capaz de producir relajacién de arterias aisladas ni interacciona con receptores a-adrenéraicos, en
su efecto vasodilatador podrfa estar implicado el factor de relajacién del endotelio {(Sanchez-Crespo vy
Fernandez-Galiardo, 199 1) producido por las células endoteliales e identificado como NO sintetizado a partir
de la L-arginina {Palmer vy cols, 1988). Sin embargo, en la arteria mesentérica el PAF produce un efecto
vasodilatador, posiblemente debido a la activacién de receptores especfficos o, alternativamente, a traves
de |a activacién de canales de Ca** tipo-R, lo que contribuiria a la extravasacion capilar {Claing y cols,
1094), Ademas, el PAF incrementa el tono de la vena porta (Hellegouard y cols, 1988) y en las venas
mesentéricas de rata (Claing v cols, 1994), siendo bloqueado este efecto por BN 52021, BN 52063 vy
dibutiril-AMPc (Sutter, 1990},

En cobayas anastesiadas a las que se infundid PAF durante 2 horas aparecen alteraciones cardio-
pulmonares semejantes a ciertos estados patolégicos en los que el PAF estd implicado {Qian y cols, 1 9a3).
Asl, a dosis inferiores a 5-10 ng/Kg/min produjo hipotensién y disminucién de la presidn ventricular
izquierda, que se revertieron espontdneamente a pesar de la infusion continuada de PAF. La disminucion
del gasto cardlfaco podrfa deberse a la disminuci6n de la contractilidad cardiaca y del volumen plasmético,
secundaria al aumento de la permeabilidad vascular, La disminucion de la presién telediastélica serfa debida
a la hemoconcentracion inducida por PAF. La ausencia de taquicardia podrfa sugerir que el PAF presenta
un efecto cronotrépico negativo directo, que enmascara el aumento reflejo de la frecuencia cardfaca que

la hipotensién deberia producir {Qian y cols, 1993).

A nivel de la circulaciéon pulmonar, el PAF incrementa la resistencia vascular pulmonar, reduce el
flujo sangulneo pulmonar y produce agregacion y secuestro de plaguetas y células blancas a nivel alveclar
{Laurindo y cols, 1986), lo que conduce a un cuadro de hipertensién pulmonar. Este aumento de la presion
pulmonar incrementa la precarga y pueda conducir a una disfuncion ventricular derecha, a un aumento de
la presién auricular derecha y de la presion telediastélica ventricular izquierda y a una disminucién del

rendimiento cardiaco (Feuerstein y cols, 1984).

Los efectos del PAF sobre la microcirculacién estan estrechamente relacionados con 108 procesos
de inflamacién aguda, por la capacidad de producir extravasacién de plasma rico en proteinas plasmaticas
y producir vasoconstriceion, dolor y prurito, seguido por eritema y edema. Estos efectos pueden ser
explicados por la accién vasodilatadora endotelio-dependiente del PAF de las arteriolas precapilares unido
auna accién constrictora, independiente del endotslio, de los vasos postcapilares; ambos efectos aumentan

la presién hidrostética y aumentan ei paso de liquidos hacia el espacio intersticial. Ademaés, el PAF estimula
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la adherencia de plaquetas y PMNs en la superficie del endotelio {(Mcintyre y cols, 1986; Sirois y cols,
1994).

La administracian de PAF a concentraciones ligeramente superiores a las requeridas para producir
hipotensién sistémica produce una marcada extravasacion de plasma rico en proteinas, que induce
hemoconcentracion e incrementb del hematocrito v de la viscosidad sanguinea {Sanchez-Crespo y cols,
1982). Estos fenémenos son sl resultado del incremento en |la permeabilidad vascular antes mencionado,

posiblemente agravada por el aumento en la presién venosa central secundario al fallo ventricular derecho.

Las acciones cardiovasculares del PAF conducen a un colapso circulatorio agudo, debido a la
dramética disminucién del volumen sanguineo y del volumen minuto, El cuadro general se caracteriza por
hipotensién sistémica, hipertensiéon pulmonar, aumento de la permeabilidad vascular y extravasacion de
plasma rico en proteinas, lo que sugiere que el PAF juega un importante papel en la génesis del shock
endotéxico. La administracion de agregados de 1gG {Doebber y cols, 1986} o endotoxina procedente de
bacterias gram negativas, producen sepsis semejantes a las observadas tras la administracion de PAF
{Doebber y cols, 1985). En ambos modelos experimentales de shack se liberan PAF, aminas vasoactivas,
citocinas (IL-1) v el factor de necrosis tumoral (TNF,} {(Sanchez-Crespo y Fernandez-Gallardo, 1991}, por
lo que parece existir una estrecha interrelacion entre PAF, IL-1 y TNF, en diversos estados patolégicos
{Braquet vy cols, 1989). Todos estos mediadores son sintetizados por macréfagos, PMNs y células
endoteliales. Estos mismos factores también intervienen en la coagulacion intravascular diseminada, en el
fallo cardlaco multiple causado por shock endotéxico (Ou y cols, 1994) y en el shock inducido por oclusién
de la arteria esplécnica, donde PAF y TNF, juegan un importante papel en la adhesién leucocitaria

{Squadrito y cols, 1994a).

El PAF también puede actuar como un agente trombogénico in vivo, facilitande la formacién de
trombos de plaguetas en vasos sanguineos dafiados por accion del PAF liberado a partir de células
endoteliales (Braguet y cols, 1987). Tras la administracién de PAF {107M) en arterias mesentéricas de
cobaya, las células endoteliales sufren un proceso de retraccion en la zona expuesta a la accion del PAF,
Como resultado de esta retraccidn, ta subintima se pone en contacto con el flujo sanguineo vy las plaquetas
se adhieren a esta zona, desencadenandose el proceso de formacién del trombo. Los PMNs adheridos al
trombo potencian la liberacién de O, y anién hidroxilo {OH} y activan a las plaguetas para sintetizar
trombina, ATP e IL-1, que actdan sobre las plaquetas para generar mas PAF. La presencia del edema
intersticial es indicativo de extravasacién plasmética debido al aumento de la permeabilidad vascular

{Braquet v cols, 1989).

Cuando se infunden prostaciclina, inhibidores de ia PLA, o de la acetiltransferasa o blogueantes
de los canales de Ca®*, el trombo se disgrega pero, al suspenderse la infusién, el trombo se vuelve a

formar inmediatamente. Ello no sucede si se administran antagonistas de PAF, lo que sugiere que la
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administracién exégena de PAF induce la generacién de PAF enddégeno, existiendo un feedback positive

que perpetua el fenémeno trombético {Braquet y cols, 1988}

El dafio endotelial celutar, la infiltracién de células sanguineas, la formacién del trombo y el edema
producidos por el PAF son las alteraciones microvasculares observadas en diversas patologfas coma
isquemia, shock, sepsis, rechazo de transplantes y asma (Braquet y cols, 1987}, por lo que se le considara
mediador de estas patologias. Actualmente, se estd estudiando la posible relacion entre PAF e hipertensién

arterial y aterogénesis {Koltai y cols, 1891).
1.5.2, APARATO RESPIRATORIO.

El PAF produce numerosos efectos en el sistema broncopulmonar semejantes a los observados en

el asma por lo que se le considera como unc de los mediadores de la reaccidén asmatica.

El PAF produce hiperreactividad bronquial en animales de experimentacion y en el hombre {Cuss
y cols, 1986), Administrado sistémicamente o por inhalacién, el PAF produce una marcada broncoconstric-
cién, aumenta la resistencia pulmonar y disminuye la compliance (Séanchez Crespo v Ferndndez-Gallardo,
1991) e incrementa la reactividad de las vias aéreas, efecto que puede durar hasta siete dias {Cuss vy cols,
1986) vy que es semejante al producido por ia inhalacién dsl antigeno en pacientes asmaticos. Esta
respuesta se asocia a acumulo de macréfagos en los espacios alveolares, de plaguetas y PMNs en la luz
alveolar, infiltracién eosinofilica en la submucosa, edema vy cambios degenerativos de las células
endoteliales {Braquet y cols, 1987; Herd y cols, 1994), Los granulos de ios sosin6filos contienen proteinas
catiénicas, incluyendo la MBP (malor basic protein}, que son liberadas por accidn del PAF y producen lesidn
microvascular y endotelial. Dichas células también generan LTC, vy 0,. agentes que lesionan directamente
la integridad endotelial, El mecanismo molecular por el cual el PAF es capaz de producir la degranulacidn
de Jos eosindfilos parece estar relacionado con la entrada de Ca?* a través de los canales activados por
receptores especificos y con la hidrélisis de fosfoinositidos que libera Ca** de los almacenes intracelulares
{Braquet y cols, 1989). Todos estos procesos incrementan la hiperreactividad bronquial, la alteracién
caracter(stica del asma. Ademaés, a nivel bronqulal, el PAF incrementa la secrecién mucosa, altera sus
propiedades fisicas y produce dafios en el epitelio respiratorio ciliar (Braquet y cols, 1987}, Sin embargo,
no esté claro si estos cambios estan producidos por accién directa del PAF o por la liberacion de sustancias
citotéxicas por el infiltrade eosiniffico. Todos estos efectos son semejantes a los observados tras la
administracién de un alergenc por inhalacién en conejos sensibilizados por IgE y en |os procesos asmaticos
{Vargaftig y Braguet, 1987). Broncoconstriccion e inflamacién pulmonar también pueden ser producidos
por histamina, derivados del AA {Vargaftig y Braguet, 1987} y por inhalacidn de ozono (0,), siendo este
QItimo capaz de estimular la liberacion de PAF y activar diversas fosfolipasas (PLA,, PLC y PLD) de las

células epiteliales traqueales (Wright y cols, 1994).
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Qiang y cols {1983} demaostraron que la infusién i.v. de PAF (20 ng/Kg/min durante 2 horas) en
cobayas anestesiadas produce una disminucion de la frecuencia respiratoria, voluman minuto y compliance
pulmonar, a la vez que aumenta la presidn y resistencia vascular pulmonar, La disminucién de fa frecuencia
respiratoria es secundaria a un efecto sobre el centro respiratorio bulbar, comoe consecuencia de la isquemia
cerebrat inducida por PAF vy el resto de las alteraciones son ¢l resultado de la isquemia pulmonar causada
par la disminucién del rendimiento cardfaco e incremento de las resistencias perifaricas pulmonares. La
dismtinucidn de la frecuencia respiratoria, compliarice pulmonar y volumen minuto producen und hipoxia
que inhibe adin mas la funcién cardlaca, siendo ésta la causa de la muerte inducida por PAF {Qiang y cols,
1993).

1.5.3. A NIVEL RENAL,

En cultives de células mesangiales glamerulares procedentes de rifiones aistados de rata, el PAF
induce formacitn de anién superdxida, tromboxanos y prostaglandinas, Ademés, estas células son capaces
de [iberar PAF cuando son estimuladas por iondforos de Ca®", que a su vez produce la contraccién y
cambios en la forma de dichas células (Pirotzky vy cols, 1984), cambios que se asocian a un pasajero
aumento de la [Ca®"], siendo este efecto inhibido por bloqueantes de los canales da Ca®* {verapamilo) y
por el factor natriurético auricular (ANF} {Olivera y cols, 1994}, El pretratamiento con PAF bloquea la
Vnatriuresis y diuresis inducida por el ANF en perros anestesiados {Braquet y cols, 1987). El antagcnista
de PAF, BN 52021 vy el captoprilo potencian las acciones del ANF, aunque no esté claro si este efecto estd

relacionado con el bloqueo de las acciones del PAF 0 es un efecto directo del BN 52021,

La administracién sistémica de PAF reduce la fittracidon glomerular, el flujo sangufneo renal y la
excrecion de Na ™ {Schlondorff y Neuwirth, 1986; Hebert y cols, 1987), efectos posiblemente dependientes
de las alteraciones cardiovasculares que produce. La infusién intrarranal de PAF se asocia a agregacién y
degranulacién de plaquetas y neutréfilos en los capilares glomerularas, liberacion de proteinas desde las
plaguetas y neutrdfilos y proteinuria {Camussi y cols, 1984b), por lo que se le ha implicado al PAF en

procesos patolégicos renales, como la nefritis téxica o la glomerulonefritis (Braquet y cols, 1987).
1.6.4. APARAT(O GASTROINTESTINAL.

La microcirculacién juega un importante papel en el mantenimiento de la integridad funcional de
_la mucosa gastrica {Wallace, 1990). Cambios en el flujo sangulneo por liberacion local de mediadores
vasoactivos y citotoxicos, incluyendo radicales libres derivados del O, eicosanocides y PAF han sido

implicados en la patogénesis del ulcus géstrico y de la gastritis erosiva.

La infusién intravenosa de PAF produce hipotensign, hemoconcentracion y dafo de la mucosa

géstrica, asociadas a congestién vascular en la mucosa y submucosa, aumento de la praduccion de
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radicales libres, peroxidacién lipldica (Binnaka y cols, 1989), hemorragias en estémago e intestino grueso,
aunque no en el colon distal, e hiperemia, siendo estos efectos similares a los observados tras la
administracidén de endotoxina (Wallace y cols, 1987}. La ulceracién géstrica inducida por el PAF se
acompafia de una reduccién en el nimero de PMNs y un incremento en la adherencia de dichas células
sobre el endotelio microvascular, dafigndolo y produciendo la liberacién de otros mediadores que agravan

aln més el cuadro.

Los efectos del PAF no estdn limitados sélo a la mucosa gdstrica, sino que se han observado
lesiones simifares en el duodeno, yeyuno e lleon. Ratas tratadas con PAF o endotoxina desarrolian
enterocolitis necrotizante asociada a un estado de shock (Sun y Hsueh, 1988). La administracion
intravenosa de TNF, produce cambios morfoldgicos a nivel intestinal semejantes a los cbservados tras la
infusién de PAF o de endotoxina. Todo ello sugiere que la liberacién de PAF inducida por endotoxina y TNF,
durante el shock séptico puede contribuir al dafio de la mucosa gastrointestinal y a la aparicion de

ulceracidn géstrica {Sun y Hsueh, 1988).

1.5.5. INFLAMACION.

El posible papel del PAF como mediador en las reacciones inflamatorias es un hecho de
considerable interés, ya que conlieva un dafio microcirculatorio, que es un hallazgo comun en patologlas

tan diversas como shock, sepsis, asma, isquemia y rechazo de transplantes {Braquet y cols, 1289}

La administracién subplantar de PAF en la rata produce edema e hiperalgesia {Goldenberg y Meurer,
1984; Cordeiro y cols, 1986). El anélisis del exudado de la primera fase del edema inducido por
carragenina demostrd la existencia de PAF, lo que sugiere que su liberacion, junto a la de histaminas y
kininas, puede jugar un papel importante en el desarrollo de la reaccion inflamatoria inducida par

carragenina (Hwang vy cols, 189886).

La inyeccidn intradérmica de PAF en rata, cobaya y humanos provoca una marcada respuesta
inflamatoria, aumenta la permeabilidad vascular y la extravasacion de proteinas plasméticas y facilita la
acumulacién de plaquetas, PMNs, monocitos y eosinéfilos {Braquet y cols, 1989). Estas células cuando
son estimuladas por el PAF son capaces de liberar proteasas lisosomales, O°, v LTC,, as! como de
desencadenar reacciones de degranulacidn y agregacién (Watanabe y cols, 1994). Ademas, el PAF pueds
inducir liberacién de varias citocinas inflamatorias {TNF,, IL-1 e IL-2), asl como LT's procedentes de
monocitos, PMNs y células endoteliales, que agravan atin més el proceso inflamatorio {Braguet y cols,
1989: McDonald v cols, 1994); por tanto, existen numerosas interacciones entre los mediadores v las
célutas implicadas en la respuesta inflamatoria. Entre PAF, IL-T y TNF, puede establecerse un feedback
positivo que amplifica la reaccién inflamatoria. PAF y TNF,, ademaés, juegan un papel importante en el ciclo

inicial de la respuesta inflamatoria de procesos como artritis o la lesién pulmonar inducidas tras la

222 -



introduccion

administracién de LPS/PAF {Rabinovici v cols, 1993). También se ha relacionado al FAF con alteraciones
alérgicas del tipo de urticaria al frfo y la psoriasis (Braquet y cols, 1887). Todo ello indica que el PAF es

wIn importante mediador que estaria implicado en fa respuesta inflamatoria.
1.5.6. RESPUESTA INMUNE,

El PAF puede regular la funcién linfocitaria de forma indirecta, por inducir la formacion de
leucotrienos, y de forma directa, activanda ia funcién de macréfagos y células T {Rola-Pleszezynsky y cols,
1984). En el rechazo de transplantes existe proliferacién de linfocitos, infiltracién de linfocitos y monocitos,
asi como adherencia de plaquetas, neutréfilos y fibrina a las células endoteliales vasculares del érgano
transplantado (Braquet y cols, 1989). Debido a que las células del infiltrado inmune son capaces de
sintetizar PAF, se podria proponer que la produccion de PAF podria jugar un importante papel en el proceso

de rechazo de trasplantes y en el deterioro del érgano transplantado (Mangino vy cols, 1987).

l.a produccion de PAF por células inmunes activadas podrlan también estimular la hidrélisis de
fosfollpidos y la liberacion de AA no esterificado, dando como resultado |a formacién de eicosanoides y
+toxicidad celular. El PAF también estimula la sintesis de IL-1 por los macrdfagos v facilita la secrecién de
diversas linfocinas que median la respuesta inmunitaria. Estos eventos pueden ser inhibidos por
antagonistas del PAF, que podrian aumentar la supervivencia del transplante y reducir otros eventos

indeseables asociados al rechazo (Braquet v cols, 1989; Jiménez de la Puerta, 1993}.

2. ANTAGONISTAS DE PAF.

La importancia del papel fisiopatolégico del PAF ha conducido a la sintesis de compuestos capaces
de antagonizar especificamente sus acciones fisiofarmacologicas. La mayorfa de estos compuestos actian
de modo competitivo y reversible, desplazando al PAF de su unién al receptor, pero carecen de actividad

intrinseca. Estos compuestos se clasifican en 4 grupos:

2.1, [nhibidores no espacificos.
2.2, nhibidores especificos,

2.2.1. Antagonistas afines al PAF: de cadena abierta, de cadena ciclica y derivados tetrahidrofura-
nos.

2.2.2. Productos naturales: terpenos, lignanos y gliotoxinas.

2.2.3. Productos sintéticos.

2.2.4. Agentes farmacolégicos: hetrazepinas y Blogueantes de los canales de Ca?*,
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2.1.

INHIBIDORES NO ESPECIFICQOS.

Existen una amplia variedad de compuestos capaces de antagonizar los efectos del PAF de modo

no especifico, es decir, sin unirse directamente al receptor. Estos fueron los primeros férmacos que se

~ estudiaron e incluyen:

2.2,

Compuestos que disminuyen la [Ca® ") v, por tanto, interfigren con la respuesta celular del

PAF in vitro e in vivo. Estos agentes pueden actuar:

Directamente, como los bloqueantes de los canales de Ca’', los inhibidores de la
calmodulina, agentes quelantes y anestésicos locales (Braquet y cols, 1887). Los primeros
inhiben la entrada de Ca®* a través de canales activados por PAF tras interactuar con sus
receptores; los agentas quelantes disminuyen la [Ca®*) intracelular y extracelular e inhiben
la respuesta del PAF; los inhibidores de la calmodulina y los anestésicos locales también
inhiben la liberacién de Ca?* intracelular y la entrada de Ca** extracelular, lo que se traduce

en una irhibicitn de la respuesta inducida por PAF {(Schmidt v cols, 1992).

Indirectamente, moduiando los nivelas de nucledtidos clclicos. Los compuestos que
aumentan los niveles intracelulares de AMPc {PGE,, PG, e inhibidores de la fosfodiestera-

sa) inhiben la movilizacién de Ca®* vy la sintesis de PAF {Schmidt y cols, 1992).

Cromoglicato sédico, factor liberador de la tirotropina {THR) y su andlogo MK 711,
naloxona, algunecs derivados cuaternarios de prometazina v la proteina C reactiva inhiben
la sIntesis vy libaracién de PAF. Igual sucede con los inhibidores de la PLA,,, los antagonistas

de TX's y LT's y con farmacos antidepresivas como la doxepina {Braguet y cols, 1987).

INHIBIDORES ESPECIFICOS.

Estos compuestos han servido para definir el papel bioldégico del PAF y las propiedades

conformacionales de los sitios de unién del receptor del PAF. Son moléculas capaces de desplazar al PAF

de su unién a su receptor {antagonistas competitivos) y de antagonizar sus efectos. La caracteristica

estructural mas importante es la presencia de al menos un hetero&tomo, especialmente un oxigeno, incluido

en un anillo tetrahidrofurano. Se clasifican en 4 grupos:

2.2.1.

ANTAGONISTAS AFINES AL PAF.

Son campuestos relacionadas con la molécula de PAF y la mayarfa se obtienen par modificacion
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e su estructura, especialmente en |a cadena glicerol.

2.2.1.1.

De cadena abierta.

- CV 3988 (Takeda). Fue el primer producto descrito en esta serie, sintetizado durante un estudio

de anélogos de lisofosfolipidos que incorporan un grupo carbamato como agentes potencialmente

citotéxicos y antifungicos (Terashita y cols, 1983).
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Es un potente antagonista activo por via oral. A concentraciones altas presenta un efecto agonista

‘parcial. Inhibe especificamente la agregacion plaquetasia inducida por PAF, aungue a concentraciones

elevadas también antagoniza la inducida por AA, ADP y coladgena. Evita la hipotensién y la trombopenia

causadas por PAF y el dafio intestinal y la coagulacion intravascular diseminada asociada al shock inducido

an ratas por la endotoxina (Wallace y Whittle, 1986},

-QNO-8240. Inhibe la agregacion plaquetaria y la hipotension y broncoconstriccian inducida por

PAF en ratas y cobavyas (Braguet y cols, 1987). También previene parcialmente la disminucion del gasto

cardlaco y la caida de presion arterial sistémica inducida por la endotoxina de E.coli en ovejas (Hosford y

Braguet, 1990).

CH, -0- (GH, ), e
EEQ ——CH

CH,0— (CH, )},

8)

ONO- 6240

- 25 -



Introduccion

- Por modificaciones en el C, se obtuvieron los compuestos R0O19-3704, R019-1400, RO18-
8736 y RO18-7953 {Hoffman La Roche) (Burri y cols, 1985). El mas activo de todos es el RGO19-3704,
gue inhibe 1a agregacién plaquetaria inducida por el PAF en conejos, cobayas y humanos, asi como la
hipotensién, broncoconstriccién, trombocitopenia, leucocitopenia y el aumento de la permeabilidad vascular
inducida por PAF en varias especies animales. También previene la activacion de los macréfagos alveolares

vy la formacién de TXs en el pulmén aislado de cobaya estimutado por PAF (Braquet y cols, 1987).
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-Sandoz ha sintetizado dos compuestos de cadena abierta: SRI 63-072 y SR| 63-1 19, El primero
inhibe la agregacién plaquetaria en cobayas, conejos y humanos, previene la broncoconstriccion y
hemoconcentracion inducidas por el PAF en cobayas e inhibe, de modo parcial, la extravasacion dérmica
producida en la reacciéon de Arthus en cobayas y ratas {Braquet y cols, 1987). En esta Gltima especie,
disminuye fa giomerulonefritis inducida por inmunocomplejos {Hosford y Braquet, 1980). El SR1 63-119
inhibe la agregacién plaguetaria producida por PAF en humanos, la hipotensién en ratas, la hemoconcentra-
ci6n, broncoconstriccién y extravasacion microvascular inducida por PAF en cobayas y, parcialmente, la
extravasacién dérmica en la reaccién de Arthus (Hosford y Braquet, 1980). Ademas, evita la necrosis

intestinal inducida por TNF,, endotoxina y PAF en ratas {Sun y Hsueh, 1988).

- 26 -



Introduccién

2.2,1.2, De cadena ciclica,

Por ciclacién de la molécula de PAF sa obtienen el derivado piperidinico SRI 63-073 y el SR| 62-
586. El SRl 63-073 (Roche} incluye una cabeza polar de fosfato de tiamina en su molécula. Tiene una
potencia relativa baja, buena absorcion oral y carece de efecto agonista parcial (Lee y cols, 19856). El SRI
62-586 (Sandoz) inhibe la agregacién plaquetaria, la hemoconcentracién y el incremento de presion

pulmonar inducidos por el PAF {Winslow y cols,. 1985},
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- La inclusion del anille 1,3-dioxolano ha llevado a la sintesis del compuesto BN 52111 {Hosford
y Braguet, 1990) que inhibe la agregacién plaquetaria en conejos, la agregacién de neutréfilos en ratas y
la movilizacién de Ca** inducido por el PAF. Administrado por vfa intravenosa, previene la formacion de
trombos causados por PAF en arterias mesentéricas e.inhibe el aumento de la resistencia de las vias
aéreas, la broncoconstriccion v la hipotension en cobayas (Pons y cols, 1988). Sin embargo, es inactivo

por via oral y muestra una alta toxicidad.
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2.2.1.3. Derivados tetrahidrofuranos.

La insercién de un anillo de tetrahidrofurano ha llevado a la sintesis de los compuestos SRI 63-441
y SRI 63-675 (Sandoz). El SRI 63-441 es un inhibidor especifico de la agregacidn plaquetaria inducida por
PAF en humanos. Asl mismo, protege de las lesiones hemorrdgicas. de la mucosa gdstrica producidas por
PAF, atenta el dafo pulmonar inducido por endotoxina en ratas, mejora el flujo coronario en un modela
de anafilaxia cardiaca {Braguet y cols, 1987}, disminuye el nimero de arritmias ventriculares inducidas por
isquemia/reperfusion y la cantidad de plaquetas acumuladas en la zona isquémica (Wainwright y cols,

1989},

El SRI 83-675 es semejante al anterior y muestra un perfil de actividad similar. Inhibe parcialmente la
formacidn de edema inducido por inyeccion intradérmica de PAF v PGE, en la piel de conejo (Hellewell y
Williams, 1989) y mejora significativamente {a disminucion de flujo renal, filtracidn glomerular y flujo

urinario inducido por endotoxina en ratas {Tolins vy cols, 1988). Ambos carecen de actividad agonista

parcial,
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2.2.2, PRODUCTOS NATURALES,

Tras la obtenci6n de antagonistas especificos de estructura andloga a la molécula de PAF, se
buscaron compuestos no relacionados con ia estructura del autacoide y que posaeyeran un antagonismo

potente vy especifico. De este modo, se obtuvieron una serie de productos naturales que se agrupan en 3

grupos:
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2.2.2.1. Terpenos.

A este grupo pertenecen una familia de compuestos obtenidos del 4rbol Ginkgo biloba,
denominados ginkgdlidos A, B, C, M y J (BN 52020, BN 52021, BN 52022, BN 52023 y BN 52024,
respectivamente) (Braquet, 1987). Son moléculas de 20 carbonos que incorporan un grupo terbutilo vy seis
anillos de cinco miembros censtituidos por un ciclopentano, un anillo espiro {4,4] nonano, un ciclo

tetrahidrofurane y tres anillos de lactona.

- BN 52021. Es el compuesto mas activo de todos los de esta serie {ICg=107M). Presenta una
alta especificidad y potente capacidad de unién al receptor del PAF en plaquetas de conejo y humanas y
disminuye la [Ca®*], inducida por el PAF, o que indica que también inhibe la subsecuente respuesta celular

rnediada por la activacion del ciclo de los Pl v la movilizacién de Ca®* (Braquet y cols, 1987).

Este compuesto inhibe la vasoconstriccion y la reduccién en la fuerza contréctil miocérdica en
corazones aislados de cobaya sometidos a anafilaxia cardifaca {Koltai y cols, 1988), disminuye la incidencia
de arritmias ventriculares (extrasfstoles ventriculares, taquicardia y fibrilacién ventricular} preducidas en
s ituaciones de isquemia sin modificar la funcién cardiaca (Koltai y cols, 1989} y reduce el tamaiio del area
de infarto. Ademas, inhibe o revierte la hipotension, hemoconcentracién y extravasacién inducida por PAF
e lgG; previene la hipotensién y edema pulmonar provocados por la endotoxina; evita las alteraciones
electromecénicas que ocurren en la anafilaxia cardiaca en cobayas sensibilizadas activa y pasivamente;
prolonga la supervivencia del transplante cardiaco en ratas (Koltai y cols, 1891); aumenta la filtracion

“glomerular, flujo renal y excrecién de Na* en modelos de nefropatia producida por endotoxina en ratas
{ Tolins y cols, 1989) y por la administracion de PAF por via sistémica e intrarrenal en perras {Hebert y cols,
1 987); inhibe la produccién de Glceras gastrointestinales inducidas por PAF y endotoxina {Braquet y cols,
1 988); contrarresta la hipotension, trombocitopenia y leucocitopenia producidas en el shock endotdxico
{ Sanchez-Crespo v Fernandez-Gallardo, 1991); antagoniza la hiperreactividad de vias aéreas y la
trombocitopenia inducidas por PAF (Pons y cols, 1988); inhibe la formacion de edema inducide por
invyeccién intradérmica de PAF en piel de conejo (Hellewell y Williams, 1989) y protege de forma dosis-

< ependiente de la muerte inducida por el PAF en el ratén {Myers y cols, 1988).

-BN 52063, Es una mezcla estandarizada de los ginkgélidos A, B y C. Inhibe la ulceracién géstrica
inducida por PAF y endotoxina en ratas {Braquet y cols, 1988); potencia los efectos de dosis submaximales
d e ciclosporina A en transplantes de érganos y suprime la dermatitis de contacto en el ratén (Koltat y cols,

1991).
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2.2.2.2, Lignanos.

Lignanos y neclignanos constituyen una inmensa familia qufmica formada biogenéticamente por
dimerizacién oxidativa del hidraxialcoxifenilpropano (Braquet y cols, 1987). El término lignano queda

reservado para los compuestos cuyo precursor sé dimeriza en el CR de cada cadena lateral, mientras que

el de neolignano se aplica a los productos en los que la dimerizacién se realiza en el C no B.

2.2.2.2.1, Neolignanos benzofuranoides.

Se obtienen a partir de la Piper futokadsurae, planta utilizada como antirreumatico y antialérgico.
Se han aislado varios compuestos naturales denominados Kadsurenona, Kadsurin A, Kadsurin B ¥

piperona (Merck), de los cuales la Kadsurenona es un potente inhibidor de la unién de [PHIPAF en

plagquetas de conejo {IC5p =1 0"M). El resto de los productos muestran una débil actividad biolagica {(Shen

y cols, 198b).

- KADSURENONA. Inhibe la agregacion y degranulacién inducida por el PAF en neutrdfilos
humanos y la unién de [3H]PAF a plaquetas y receptores de puimén {Shen y cols, 1985). En un modelo
de anafilaxia realizado en corazones aislados y perfundidos de cobaya, este compuesto bloguea la
disminucién de la fuerza contractil y del flujo coronario {Levi y cols, 1984}, asl como el aumento del
hematacrito y los cambios cardiovasculares producidos por el PAF (Hwang vy cols, 1985a). Asi mismo,
inhibe la hipotensién inducida por endotoxina, la liberacién de enzimas lisosomales {Dogbber v cols, 1986},
la formacién del edema {Hellewell y Williams, 1989} y el aumento de permeabilidad cutdnea producido en
el cobaya tras la inyeccion de PAF. Sin embargo, la Kadsurenona presenta una semivida que oscila entre

30 minutos y 2 horas en animales, ya que €s rdpidamente metabolizada a glucurénidos por oxidacion de

la cadena lateral {Braquet y cols, 1987},
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2.2.2.2.2, Lignanos furanoides sustituidos.

Varias estructuras de esta serie son potentes antagonistas de PAF. El BURSERAN, aislado de la
Bursera microphylia, es un inhibidor especifico, aunque paco potente, de la agregacion plaquetaria inducida
par PAF en conejos (Braquet y Godfroid, 1986). EINECTANDRIN A (BN 52010} y B (BN 52011), aislados
de la Nectandra rigida brasilefia (Braquet y Godfroid, 1986) y el BN 52004, aislado de la Magnolia

saficifolia, son compuestos que también poseen propiedades antagonistas de PAF.

- La sintesis de una molécula similar a los lignanos tetrahidrofuranos pertenecientes a esta serie
dié origen al compuesto L-652731, activo por via oral y més potente que Kadsurenona tanto in vitro como
in vivo (Hwang y cols, 1985a). Es un potente inhibidor de la agregacién plaquetaria inducida por PAF en
humanos y conejos y antagoniza la degranulacién de los neutréfilos humanos, Revierte la hipotensién,
extravasacion de proteinas plasméticas, neutropenia y liberacién de enzimas lisosomales producidas por
el PAF o por inmunocomplejos solubles en rata {Doebber y cols, 1986) y la endotoxemia (Doebber y cols,
1985). También revierte la respuesta inflamatoria atérgica tipo Arthus en conejos (Hwang y cols, 1985b),
inhibe el incremento de presién intragastrica, la hipotension sistémica, la hemoconcentracién y el desarrollo
de erosiones agudas en la mucosa gastrointestinal inducidas por endotoxina (Koltai y cols, 1991}. Ademas,

protege de forma dosis-dependiente de la muerte inducida por PAF en ratén {(Myers y cols, 1988).

cn,0 " 0cH,
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iy,

CH,0 OCH,

OCH. OCH,

L-652731
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-L-653150. Es un tioéster sintético del anterior que presenta mayor eficacia y duracién de accion,
Inhibe la agregacién y degranulacién de neutrdfilos humanos, la agregacion plaquetaria en conejo, la
agregacién de neutrdfilos en cobaya, la liberacion de enzimas, la permeabilidad vascular y la hipotensién
producida por PAF {Hosford y Braquet, 1990).

Mg, ~
H,C s

- CH.

L-5653150

- 1-659989. Es la molécula més potente de esta serie. Bloquea la agregacién plaquetaria y la
degranulacién de neutréfilos inducida por PAF y previene la extravasacion y la liberacién de enzimas
lisosomales, siendo la duracidn de su accion de 12 a 16 horas (Hosford y Braquet, 1980). Evita la
formacién del edema inducido por PAF en piel de conejo {Hellewell y Williams, 1989}, En modelos de
isquemia/reperfusién, aumenta en un 80% la supervivencia de los animales, reduce el dafio miocardico y

la infiltracién leucocitaria {loculano y cots, 1994},

03420
,c” ! “eH,
C\/\\.O 3

L- 659249

2.2.2.2.3. Lignanos dibencilbutiralactonas.

La mayoria de estos compuestos proceden de plantas, pero también han sido identificados en la
orina animal y humana (Setchell y cols, 1983) por lo que se les ha atribuido un papel de inhibidores
endégenos de PAF (Braquet v cols, 1987). La principal molécula identificada en la orina de mamliferos s
la Enterolactona. Son inhibidores débiles de la agregacién plaquetaria inducida por PAF y del intercambio

Na*/K* en eritrocitos humanas y en corazdén de cobaya.
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2.2.2.3. Gliotoxinas y productos andlogos.

Gliotoxinas y otras epipolitiodioxopiperazinas son toxinas que proceden de {a fermentacién de
ciertos hongos y actinomices. La mayoria presentan una estructura coman, la dialquiltiopiperazindiona vy

los dos compugstos mas importantes son:

- ER-49175. Aislado de Penicillium terlikowskii, inhibe la agregacion plaguetaria inducida por el
PAF en conejo vy parcialmente la agregacion inducida por la coladgena; tamhbién antagoniza la broncoconstric-

cion inducida por el PAF en el cobaya. (Qkamoto y cols, 1986).

- FR-900452. Al igual que el anterior, inhibe la agregacién plaquetaria inducida por PAF vy
coldgena. En modelos de shock endotdéxica previene casi completamente la trombocitopenia vy
leucocitopenia producida por el PAF en conejos y reduce la proteinuria en ratas nefraticas {Hosford v
Braguet, 1290},

FR-49175

2.2.3. ESTRUCTURAS SINTETICAS.

En este grupo se incluyen fArmacos gue muestran una gran potencia inhibitoria de los efectos de
PAF,

- RP-48740. Inhibe la agregacidn plaquetaria inducida por el PAF en conejos y humanos;
antagoniza la hipotensién, trombocitopenia, hemoconcentracién, hiperfibrinolisis, broncoespasmo Y
ulceracién géstrica inducida por PAF en conejos y ratas y la hamoconcentracion causada por la endotoxina

{Hosford y Braquet, 1990). Ademas, previene el edema inducido por el PAF en la piel del conejo {Hellsewell
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v Williams, 1988},

- BN 50739. Inhibe la agregacidn plaquetaria inducida por FPAF in vivo y ex vivo. Disminuye signi-
ficativamente la incidencia de arritmias ventriculares inducidas en corazones aislados de ratas sometidos
a isquemia regional, pero no madifica la funcién cardfaca; reduce el tamafio del drea de infarto y previens
la hipotension y el shock inducido por TNF, y endotoxina en congjos y ratas conscientes (Koltai y Cols,

1991},

l BN-50739

RP-48740

- SM-12502. Inhibe la agregacién plaquetaria, la hemoconcentracién e hipotensién inducida por
al PAF en conejos y humanos y previene la muerte producida por el PAF en el ratén. Muestra una répida
absorcién oral y es soluble en agua, propiedad de la que carecen la mayorfa de los antagonistas del PAF

{kmanishi y cols, 1994},

N
9
HEC "’4. 87‘““\\ \ HC]_
N
\
0 CH,
SM-12502

- E-5880. Inhibe la agregacién plaquetaria inducida por el PAF en humanos, siendo uno de los

antagonistas mas potentes de esta serie. En modelos de sepsis producida por bacterias gram negativas,
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atentia de forma dosis-dependiente las manifestaciones de la coagulacion intravascular diseminada vy

previene los cambios histoldgicos que se producen en higado y rifion {Ou y cols, 1994).

cl-

p j( {CH, ), ,CH,
‘}\/\/0

E-5880

2.2.4. AGENTES FARMACOLOGICOS.

Existen compuestos que, aungue pertenecen a clases o grupos farmacoldgicos hien definidos,

muestran una accién antagonista de PAF, Entre estos estan:

2.2.4.1, Hetrazepings.

Se definen como Oxazepinas, Tiazepinas o Diazepinas segn el tipo de heteroatomo que incluya
al anillo diazepinico de siete miembros (O, S 6 N, respectivamante). Por lo general, son compuestos que
actian sobre el sistema nervioso central {SNC), En el hombre y otros mamiferos, los efectos mas
caracteristicos de estos farmacos son sedacién, hipnosis, disminucion de la ansiedad, relajacion muscular,
actividad anticonvulsivante y actividad antidepresiva {alprazolam}., Unicamente, dos efectas de estos
farmacos parecen deberse a acciones sobre los tejidos periféricos: la vasodilatacidn coronaria, que aparece
después de la administracién intravenosa de dosis terapéuticas de ciertas diazepinas y el bloqueo
neuromuscular, que aparece a dosis muy altas. Algunos de estos fdmacos tienen actividad antagonista del

PAF:

- ALPRAZOLAM y TRIAZOLAM. Presentan un nitrégeno inclufdo en el anillo diazepinico y dos
anillos (bencénico y triazolo) fusionados a él. Son inhibidores especificos de la agregacién plaquetaria
inducida por el PAF en conejos (Hosford y Braquet, 198Q) y de la movilizacién de Ca** libre citosélico

producido por el PAF en plaquetas humanas {Koltai y cols, 1991},

-BROTIZOLAM. Como los anteriores, presenta un nitrégeno inclufdo en el anillo diazepinico y dos
anillos (triazolo y tieno) fusionados a é1. Utilizado clinicamente como hipnético, inhibe la agregacién de

plaquetas y neutréfilos en humanos (Hosford y Braquet, 1990). Administrado por via oral ¢ intravenosa,
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inhibe de manera dosis-dependiente la broncaconstriccion producida por el PAF en cobayas v lahipotensién

observada en ratas {Koftai y cols, 1991).

- Por modificaciones en la molécula del brotizolam, se sintetizaron una serie de compuestos
carentes de actividad central, ya que por su marcada hidrosolubilidad son incapaces de atravesar la barrera
hematoencefélica, Estos farmacos no se unen al receptor benzodiazepiico vy, sin embérgo, tienen una alta
afinidad por el del PAF. El primero de esta serie fue el WEB-2806 (Casals-Stenzel y cols, 1987} que inhibe
la agregacion de plaquetas y neutréfilos inducida por PAF en humanos, ia trombocitopenia y neutropenia
aen el cobaya y la hipotensién en la rata. Inhibe la vasoconstriccién y vasodilatacion coronaria inducida por
el PAF sin interferir en los efectos producidos por LTB,, LTC, vy LTD,, asl como los efectas inotrépicos
negativos inducidos por el PAF, por lo que se le considera como un antagonista selectivo del receptor de
PAF (Felix y cols, 1990; Vleeming y cals, 1892). Previene las alteraciones cardiovasculares y respiratorias
producidas por la anafilaxia y el shack endotéxico, al igual que los cambios producidos por la endotoxina
y el TNF, sobre la mortalidad y la velocidad del trénsito intestinal {Koltai y cols, 1991) y el dafio gastrico
causado por el PAF (Sanchez-Crespo y Fernandez-Gallardo, 1991). También inhibe el edema cutdneo

producido por el PAF en conejos {Hellewell v Williams, 1988).

WED- 20306

- La formacion de un anillo ciclopentano entre el Ca v el C; da lugar al compuesto WEB-2170 y
a su andlogo STY 2108. Ambos inhiben la broncoconstriccidn e hipotension inducida por el PAF en
cobayas y ratas, respectivamente {Hosford y Braguet, 1980). El WEB-2170 inhibe de forma dosis-
dependiente la respuesta inflamatoria inducida por el PAF en la pata de rata {Koltai y cols, 1991) y acelara
el proceso curativo en la colitis cronica de la rata (Wallace, 1990}, Ademds, prolonga la supervivencia dei
alotransplante cardlaco en ratas tratadas con dosis bajas de ciclosporina, debido a su accién sobre la

adherencia celular {Da Costa v cols, 1990},
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WEBR-2170

2.2.4.2. Blogueantes de los canales de Calcio

Se ha comprobado que ciertos agentes bloqueantes de los canales de Ca?* tipo L, como
GALOPAMILO y DILTIAZEM inhiben las acciones del PAF {Tuffin y Wade, 1985). Producen una inhibicién
competitiva de la agregacioén plaquetaria en conejos y humanos, lo que sugiere la existencia de una posible
relacion entre el receptor de PAF y el canal de Ca** en la membrana de las plaguetas {Valone, 1987}, Sin

embargo, productos pertenecientes a ta familia de las 1,4-Dihidropiridinas son débiles antagonistas de PAF.

3. CANALES DE CALCIO Y PAF.

El Ca?* juega un papel fundamental en multiples procesos celulares y se le considera como un
mensajero en la transmisién de sefiales a través de las membranas biol6gicas y a nivel intracelular. Asl, a
nivel cardiovascular, el Ca®* esta implicado en la regulacién del acoplamiento excitacién-contraccidn de
la musculatura lisa y cardiaca, en el acoplamiento excitacién-secrecion de neurotransmisores y hormonas,
en la excitabilidad y velocidad de conduccién de 1as células de los nodes sinusal y A-V, en la duracion del
potencial de accién cardlaco y de ciertas formas de automatismo anémalo que aparecen en fibras cardfacas
parcialmente despolarizadas. A nivel més genearal, el Ca®* también regula la activacién de diversos enzimas,
la coagulacién, agregacion pltaquetaria, diferenciacion y proliferacién celular y adhesion e integridad celular
(Godfraind y cols, 1986; Meldolesi y Pozzan, 1987; Nayler, 1988).

Las células mantienen una distribucién iénica asimétrica a ambos lados de la membrana celular,
como consecuencia de diferencias en la permeabilidad de dichas membranas y de la existencia de bombas,
cuya funcién permite mantener el gradiente electroquimico. Asl, en las células musculares cardiacas y lisas
vasculares en repose, la concentracién de Ca** intracelular libre es de 10.000 veces menor que ia

concentracion de Ca®* extracelular {107M vs 10*M). Por otro lado, el interior de la célula es electronegati-
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vo (entre -85 y -B5 mv), es decir, que existe un gradiente electraquimico que tenderia a facilitar la entrada
de Ca®* extracelutar hacia el interior de la célula. Sin embargo, y aunque en una célula en reposo la
membrana celular es muy poce permeable al Ca’*, durante la activacién celular la concentracion de Ca®*
intracelular aumenta hasta 100 veces. Este aumenta es debido a la entrada de Ca®* extracelular y/o a la
liberacién del Ca’* almacenado en el reticulo sarcoplasmico. La entrada de Ca’" extracelular a favor de su
gradiente electroquimico se realiza a través de los canales especlficos paré el Ca®* o a través del
intercambio Na*/Ca’*. Este movimiento del Ca®" a través de sus canales puede medirse como una

carriente iGnica y actda como mensajero celular {Triggie vy cols, 1989),

Los canales i6nicos pueden ser regulados mediante sefiales quimicas o eléctricas, de ah( que los

canales de Ca’* se dividan en dos clases:

3.1. CANALES DE Ca®" ACTIVADOS POR RECEPTQORES.
Los canales idnicos sujetos a modulacion quimica pueden ser activados:
al Directamente, tras la union del agonista a su receptor {Hille, 1984; Triggle y cols, 1889).

b) Indirectamente, a través de segundos mensajeros que se activan tras la activacién del

receptor (Hockberger y Swandulla, 1987; Hofmann y cols, 1987).

El receptor y el canal iénico pueden estar en la misma proteina o formando un complejo
oligomérico, comunicados ambos directa o indirectamente mediante segundos mensajeros como el AMPc,
GMPc, DAG, PKC e IP,. Adicionalmente, los canales pueden estar modulados por receptores unidos a

nucledtidos de guanina acoplados a la proteina G (Brown y Birnbaumer, 1988; Triggle y cals, 1989},

Los canales de Ca** acoplados a receptores pueden ser activados por el IP;, IP, {metabolito del
anterior), la PLC vy el ATP (Von Tscharner y cols, 1986; Kuno y Gardner, 1987; Penner y cols, 1988;
Triggle y cols, 1989). El IP, e IP, producen la liberacion de Ca** intracelular procedente del reticulo
sarcoplasmico y vacfan el Ca** almacenado a este nivel; el vaciamiento de los depositos intracelulares,
activa los canales de Ca®” de la membrana, lo que permite |a entrada de Ca®* y rellena los depdsitos, De
esta forma, la activacién del receptor se acopla a la entrada de Ca** extracelular {Luckheff y Clapham,

1992),

Se ha demostrado gue el PAF induce un rapido incremento de Ca®* intracelular en plaquetas de
conejo y humanas {Avdonin y cols, 1987), en neutréfilos de conegjo y humanos {Molski y cols, 1989), en

PMNs humanos {Ng y Waong, 1989a), en células neurcnales {Kornecki y Ehrlich, 1988) v en células
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endoteliales humanas a través de la unién a su receptor (Hirafuji y cols, 1988). El aumento de Ca**
intracelular inducido por PAF es un proceso mediado a través de la estimulacidn de receptores especificos,
ya que los antagonistas del PAF suprimen este aumento de forma dosis-dependiente {Ng v Wong, 1988b).
Estudios sobre la cinética de los cambios en la concentracién de Ca** intracelular en plaquetas humanas
han revelade que el tiempo que transcurre entre la unidn del ligande a su receptor y la aparicién del
incremento de Ca®* en el interior de la célula es de 200-400 ms {Sage y Rink, 1987). La uni6n del PAF a
su receptor activa la PLC e hidroliza los fosfollpidos de la membrana, produciendo fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato que a su vez, produce dos moléculas que actlian como segundos mensajeros: |P, y DAG, EI IP,
induce movilizacién de Ca?* de sus depdsitos internos y el DAG, por otro lado, activa la PKC y fosforila
diversas proteinas especlficas, que también estarfan implicadas en la movilizacién de Ca** intracelular
{Braquet y Godfroid, 13886). Ademas, el aumento en la concentracion de Ca?* intracelular y [a disminucién
de Ca’* almacenado en el reticulo sarcopldsmico podrian activar los canales de Ca®* activados por receptor
situados en las membranas celulares, favoreciendo la entrada de Ca’* extracelular a su través {Hwang,
1990; Berridge, 1990). Estudios recientes han mostrado que las plaquetas humanas poseen canales de
Ca®" activados por receptor que no parecen acoplarse a segundos mensajeros (Mahaut-Smith y cols, 1990;
Sage y cols, 1992), lo que explicarfa per qué el PAF, a la concentracién de 10"*M, estimula la entrada de

Ca®* sin aumentar o aumentando poco el contenido de 1P, (James-KracKe y cals, 1994).

3.2. CANALES DE Ca®** ACTIVADOS POR CAMBIO DE VOLTAJE.

A partir de estudios electrofisiolégicas y farmacolégicos se ha podido establecer diferentes tipos

de canales de Ca’* activados par cambio de voltaje:
3.2.1. CANALES TIPO-L.

Se activan a -30/-20 mV {fase 2 del potencial de accién}, alcanzando su méaxima activacién entre
O mVy +20 mV y presentan un potencial de inversion de +60 mV y una conductancia de 18-24 pS en
presencia de 110 mM de Ba?* {Hosey y Lazdunski, 1988; Bean, 1989; Tsien y cols, 1991}, Su inactivacion
{r> 200 ms) es voltaje y Ca?*-dependiente (se acelera al aumentar la [Ca“]o, cuando el Ca?* se remplaza
por Sr?* 6 Ba®*, cuando el Ca**; se tampona con EGTA o se bloquea con Co?**). La constante de tiempo
de reactivacién aumenta desde 100 ms a -80/-100 mV (30-60 ms y 25 ms a 37°C) hasta 240 ms a -40
mV. Se bloquea par cationes di/trivalentes (La®*, Cd**, Mn** y Co?**) y por farmacos (blogueantes de los
canales de Ca2*, BCCa) y mediadores celulares {neuropéotido Y, somatostatina y AA), La Angiotensina I,
CGRP, paratormona, vasopresina {V1}, serotonina (B-HT4), sustancia P y PGl, activan los canales tipo L.
Estos canales L constituyen la principal via de entrada de Ca?* en las células musculares lisas vasculares

y cardfacas y contribuyen a la liberacién de neurotransmisores y hormonas en diversas células endocrinas.
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El canal consta de b subunidades: a, subunit (212 kd y 175 kd), a, (145 kd), B (54 kd}, y {30 kd)
y & {27 kd) (Catterall, 1988; McKenna y cols, 18990; Tsien y cols, 1991}, La subunidad &, agtia como
canal voltaje-dependiente y contiene ios puntos de union para los BCCa, El RNAm que codifica esta
subunidad se encuentra en el brazo corto del cromosoma 12 {12p13.3) existiendo mudltiples isoformas (8.5
kb) procedentes de distintos genes. La subunidad o, presenta cuatro dominios transmembrana {I-1V}, cada
uno de los cuales contiene 6 segmentos transmembrana (51-86). La subunidad 6 contiene puntos de
fosforilacion para la PKA dependiente del AMPc {Camphbelt y cols, 1988; Catterall, 1988). La coexpresion
de subunidades 0,/ y 6 aumenta la amplitud vy desplaza a valores mas negativos la activacion de la
corriente de Ca*". La coexpresi6n de las subunidades a,/8 (Lary y cols, 1983} aumenta el namero de

puntos de unién para DHPs vy acelera la inactivacién del canal.
3.2.2. CANALES TIPO-P.

Descritos inicialmente en células cerebelosas de Purkinje, presentan una conductancia de 9-18 pS
en presencia de 80 mM Ba** (5-8 pS en 100 mM Ca®*) {Llinas y cols, 19884}, Se activan a potanciales
negativos a -B0 mV y muestran una inactivacion muy lenta {r = 1 s). Se distribuyen ampliamente por el
sisterma nervioso central, predominando en las fibras de Purkinje, oliva inferior, bulbo olfatorio e hipocampo
{Hillman v cols, 1991). Son resistentes a DHPS y w-conotoxina, pero se bloguean por Cd**, Co*™ vy por
el veneno de la arafa Agelenopsis aperta {Ftx) {Llinas y cols, 1989b), Una de las fracciones purificadas,

la agatoxina IVA, es un blogueante competitivo de estos canales.
3.2.3. CANALES TIPO-N.

En las neuronas N del ganglio dorsal se activan a potenciales positivos a -60 mV, presentan una
conductancia de 7-14 pS v su inactivacidn {r= 50 ms) es un proceso Ca**-dependiente (Fox y cols. 1987a
y b}. Son sensibles a DHPs y se bloguean de forma irreversible por la toxina w-conatoxina GVIA, un veneno
del caracol marino Conus geographus. También se blogquean de forma reversible por la w-conotoxina
MVIIC, extralda del caracol Conus magus. Las canales N se encuentran principalmente an neuronas
simpéaticas y sensoriales, localizandose en los terminales presinapticos correspondientes a las zonas activas
que participan en |a liberacién del neurotransmisar {Miller, 1987; Smith y Augustine, 1988; Sher y cols,
1991; Bertolino y Llinas, 1992) vy en tejidos endocrinos, pero no parecen existir en células musculares.
Parecen estar implicados en el control de la transmisién sindptica en neuronas periféricas y en el control

de la liberacién hormonal en células endocrinas {Bertolino y Llinas, 1992),
3.2.4. CANALES TIPO-T.

Se activan {r= 20 ms) entre -80/-50 mV, alcanzan su conductancia maxima (6-9 pS) a -40/-10

mV y su potencial de inversién a +40/+ 50 mV. Su inactivacién es voltaje-dependiente vy se completa
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a -40 mV; sin embargo, su inactivacién {r= 6-10 ms) no se modifica tras adicionar EGTA a la pipeta, al
aumentar la [Ca®*], o al cambiar Ca®* por Ba?*, lo que indica que no depende de la [Ca**},. Se bloquea por
cationes (es mas sensible al Ni?* y menos al Cd**}, Tetrametrina, AA, Amilorida, algunos alcoholes
{octanol, decanol), Flunarizina y Difenilhidantoina; sin embargo, es insensible a Bay KB644 o a
Isoproterenal. Por el contrario, Angiotensina Il y Ouabaina facilitan la apertura de los canales tipo T. El
rango de activacién (-85 a -65 mV) de los canales T coincide con la parte final del potencial marcapaso y
es 10 mV menos negativo que el de la corriente de entrada de Na* {(ly,}. Por ello, podrfan tener su papel
en la actividad marcapaso y en la conduccion de impulsos en tejidos en los que la |, estd parcial/totalmen-
te inactivada por la despolarizacion del potencial de membrana (E ) {Bean, 1985; Carbone y cols, 1987;

Bolton, 1988; Tseng vy cols, 1989).

Los canales tipo-L. y T condicionan dos tipos diferantes de corrientes de Ca®* cuyas caracteristicas

diferenciadoras son las siguientes:

L T
Amplitud (pA) 0.4-2 0.48-2
Densidad (pA/pF) 0.4-1.2 0.13
Conductancia {pS}
{110Ca/110 mM Ba) 8/25 6-8
Selectividad Ca**>8r** >Ba?* Ca®* =Ba"
Umbral {mV) -30 < 60
Inactivacién Ca®*/Voltaje Voltaje
Distribucion General MNo general
Funcién Cantraccion Actividad Marcapaso

3.2.5. OTROS CANALES DE Ca.

Utilizando toxinas como herramientas de trabajo se han identificado los canales O, que se
corrgsponden a un sitio de alta afinidad para la w-conotoxina MVIIC vy el canal Q, identificado en neuronas
de hipocampo, que es insensible al bloquec por DHPs, w-conotoxina GVIA y agatoxina IVA, pero que es
blogueado por la w-conotoxina-MVIIC, Existe un nuevo canal, el R, de réapida inactivacién insensible a

DHPs, w-conotoxina GVIA, agatoxina IVA y w-conotoxina MVIC, pero que se bloguea por el NiZ*,
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3.3. MECANISMO DE ACCION DE LAS DIHIDRQOPIRIDINAS BLOQUEANTES DE LOS
CANALES DE Ca**.

Estos fArmacos se unen especificamente a receptores localizados en la subunidad ¢, del canal tipo-L
de Ca*", estando su afinidad modulada por el estado {reposo-R, activo-A, inactivo-l} del mismo. Atraviesan
la superficie lipldica de la membrana y alcanzan su receptor pbr difusion lateral tras incorporarse a la
membrana. El receptor es una regién hidrofébica cercana a la superficie externa del canal localizada en los

segmentos $5-S8111 {989-1022 v 1025-1040} vy IVS6 {1349-1301),

Las DHPs exhiben mayor afinidad por el estado |, no conductor, que es el que predomina al
despolarizar el potencial de membrana y en las ¢élulas que generan potenciales de accién mas proiongados.
El potencial de reposa en las células musculares auriculares y ventriculares y de Purkinje es muy negativo
(-80 a -90 mV), mientras que en los nodos SA y AV cardiacos y en las fibras musculares lisas vascuiares
es de unos -60 mV. Por otro lado, la duracién del potencial de accién cardiaco oscila entre 175-360 ms,
mientras que en las fibras musculares lisas vasculares se prolonga durante varios segundos. Ello explica
por qué los BCCa presentan méas afinidad por las fibras musculares vasculares que por las c¢élulas nodales
y musculares cardiacas y pueden producir vasodilatacién a concentraciones a las que apenas si modifican

ia contractilidad cardiaca, 1a frecuencia sinusal o la conduccion AV (selectividad vascular),

Las DHPs no prolongan la reactivaciéon del canal tipo-L, por lo que el nimero de canales que se
encuentran en estado | no aumenta al incrementar la frecuencia cardfaca, es decir, que el bloqueo que
producen no es frecuencia-dependiente. Este hecho, unide a la taquicardia refleja que por su accion

vasodilatadora producen, explica por qué las DHPs carecen de propiedades antiarritmicas.

Las 1,4-dihidropiridinas representan un grupo de farmaces muy importantes en la terapéutica
cardiovascular, Estan encuadradas dentro del heterogéneo grupo de compuestos denominado bloqueantes
de los canales de Ca**, cuyas propiedadas farmacolégicas son consecuencia directa de su capacidad para
inhibir el flujo de entrada de Ca®* a través de los canales tipo-L de las células excitables (Sppeding v

Paoletti, 1992).

Para que estos compuestos presenten actividad bloqueante de la entrada da Ca’" han de reuniruna
serie de condiciones estructurales (Mannhald v cols, 1982; Janis y Triggle, 1983; Rampe y Triggle, 1989;
Triggle vy cols, 1989; Triggle, 19891ay b) .

- Es imprescindible |a hidrogenacién en la pasicién 1,4 del anillo de |a piridina. La oxidacion

del anillo dihidropiridinico anula dicha actividad.

- La actividad antagonista aumenta con la presencia de sustituyentes en la posicién 4 def
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anillo dihidropiridinico. El orden de actividad para estos sustituyentes es: H < metilo <

cicloalquilo < heterociclo < fenilo < fenilo sustituido.

- La presencia de radicales en el anillo fenilo aumenta la actividad antagonista. Estos
sustituyentes suelen ser aceptores de electrones, como el grupo NO,, v el orden de

actividad es: posicién orto > meta > para.

- El radical en posicién 2 suele ser un grupo alqullico pequefio {metito). A veces, todo el

grupo éster es sustituldo por un grupo acetil, ciano o cetona,
- El radical del C, suele ser un grupe atqullico,

- Es imprescindible la presencia de un H en el N para poder interaccionar con el receptor del

canal,

- El Cy puede ser un carbono asimétrico, presentando los enantiomeros del farmaco actividad

agonista o antagonista.
- El radical del Cg puede ser voluminoeso (isobutil, etc.).

Se ha propuesto que el anillo dihidropiridinico ha de adoptar una conformacién de bote vy el radical
fenilo en posicién 1 estar en un plano distinto a del anillo de DHP, en posicidn pseudoaxial. De este modo,
la libertad rotacional del radical fenilo sobre el enlace formado entre el C, y C, esta estéricamente
restringida y, por tanto, el plano del anillo fenilo estd obligado a permanecer encerrado entre el plano de
simetria vertical constituido por el Ny el C, del anillo de DHP. Con respecto a los sustituyentes del radical
fenilo, existe una preferencia hacia la conformacién sinperiplanar (alejada del anillo de DHP], siendo ésta
la que mejor encaja con el receptor. Las funciones éster de los C, y Cy han de estar coplanares con el anillo
de DHP. Por Gltimo, el enlace N-H es fundamental para la interaccién con el receptor, ya que estabiliza la
estructura al poseer un grupo donador de electrones para formar enlaces con la protelna del canal {Triggle
y cols, 1989},

Ultimamente, se han sintetizado compuestos con estructura 1,4-DHP, carentes de actividad

antagonista de Ca** pero sf con una potente actividad antagonista del PAF. Entre ellos estén:

-UK-74,505. Es el compueste mas activo de una nueva serie de 2-(4-heterociclofenil)-1 A-DHPs,
Presenta un grupe 2-metilimidazol4,5-c]piridilfenilo en posicién b, un clorofenilo en posicién 1 y un grupo

2-piridilcarbamoil en posicién 2 (Cooper y cols, 1992), Posee una alta selectividad por el receptor de PAF,
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mientras que la afinidad por el binding de [*HINitrendipino es débil {ICy, = 6.6 uM). Inhibe la agregacion
plaquetaria inducida por el PAF {IC;, =25 nM}, pero na la producida por Trombina, Coldgeno, AA & ADP.
Administrado en perros por via oral, el UK-74,506 inhibe la agregacidn plaquetaria producida por &l PAF
y este efecto persiste durante 24 horas. In vitro es 33 veces mas potente que WEB-2086 vy alrededor de
8 veces mas potente en el test de letalidad del ratén inducido por PAF. Sin embargo, el formaco per se,
administrado por via oral en perros conscientes, no pfoduce cambios en la frecuencia cardiaca ni sobre {a
presién arterial. Este fdrmaco, que presenta una elevada potencia por vfia oral, aita selectividad y larga

duracién de accion, se encuentra actualmente en fase Il de investigacidn clinica (Cooper y cols, 1982).

UK-74, 505

-PCA-4248. En los Ultimos afios, la principal linea de investigacién seguida por los Laboratorios
Alter ha sido la modulacion del nicleo 1,4-dihidropiridinico, con el fin de abtener productos con diferentes
actividades farmacolégicas {antitrombdéticos, Blogqueantes de los canales del Ca**, etc): entre ellos, algunos
derivados dihidropiridinicos presentaban una potente actividad como antagonistas del receptor del PAF.
Dentrodeeste tltimogrupo, et PCA-4248[2-(feniltio}etil-b-metoxicarbonil-2, 4, 6-trimetil- 1, 4-dihidropiridina-

3-carboxilato] demostrd ser el compuesto mas activo.

PCA-A24B
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El PCA-4248 inhibe de forma dosis-dependiente la agregacion plaquetaria y la liberacion de ATP
y serotonina inducida por @l PAF en plaquetas de conejo {Sunkel vy cols, 1980), perc no inhibe la
agregacién plaquetaria inducida por ADP, trombina, coldgena & AA. También inhibe la agregacion de
plaquetas humanas de forma dosis-dependiente (Ortega y cols, 1990). Ademas, el PCA-4248 &5 un
potente inhibidor de la unidn del PAF a sus receptores en PMNs, incluso méas potente que sobre el receptor
plaquetario {Ortega y cols, 1990} y carece de efectos inhibitorios sobre la actividad de la PLA, (Preclinical
study of the new PAF-antagonist PCA-4248, N° PRCL4248}. Ensayos realizados sobre macréfagos
estimulados por PAF y formil-metil-leucil-fenilalanina (fMLP) muestran que el PCA-4248 bloguea de manera
dosis-dependiente la produccién de anién superéxido inducida por ambos, siendo esta inhibicién menos
marcada en macréfagos estimulados por TMLP que por PAF {Preclinical study of the new PAF-antagonist

PCA-4248, N° PRCL4A248).

Con respecto a los estudios realizados in vivo, el PCA-4248 inhibe de forma dosis-dependiente la
migracién eosinofilica tras la inyeccion intraperitoneal de PAF en el cobaya (Preclinical study of the new
PAF-antaganist PCA-4248, N° PRCL4248)} y la exudacién y acumulacién de leucacitos y eosinéfilos
inducidas tras la administracion de PAF en la cavidad pleural de ratas (Lima y cols, 1990}. Ademds, inhibe
la extravasacién de plasma inducida por PAF {1 pg/Kgl, inmunoagregados solubles {40 mga/Kg) v
endotoxina (0.5 mg/Kg) i.v. {Fernandez-Gallardo y cols, 1990}; inhibe la leucopenia y trombocitopenia
inducida por la endotoxina, reduce significativamente la extravasacitn de plasma rico en proteinas e inhibe
de manera dosis-dependiente la hipotensién sistémica causadas por 2,4-dinitrofenil-BSA (DNP-BSA)
(Fernandez-Gallardo y cols, 1992). Sin embargo, no evita la formacién de LTD, producido en respuesta al
antigeno, o que indica que actlia solamente a nivel del receptor de PAF. También reduce de forma dosis-
dependiente la moartalidad producida por el PAF o la endotoxina en el ratdén {Sunkel y cols, 1990).

La administracién intradérmica de PAF produce un acumulo de sercalbdmina bovina marcada {1281
BSA) en el lugar de la inyeccién, que alcanza su méximo al cabo de 30 minutos. Este efecto es blogueado
cuando el animal se pretrata con PCA-4248 (1 mg/kg}. La administracion intradérmica de TNF, (0.2 mg/kg}
también produce un acumulo de '#|-BSA, que es igualmente blaqueado por el PCA-4248. Esta inhibicion
podrla no estar relacionada con el receptor de PAF, lo que sugiere una cierta actividad anti-TNF del PCA-

4248 (Ferndndez-Gallardo vy cols, 1830).

El PCA-4248 (3-10 mg/Kg) antagoniza la broncoconstriccidn inducida en cobayas tras la
administracién por via sistémica e intratraqueal de PAF y reduce el namero de plaquetas y leucocitos
circulantes de forma dosis-dependiente. Sin embargo, a esas mismas dosis, no antagoniza la broncocons-
triccién producida tras la administracién intravenosa de histamina, serotonina o acetilcolina, fo que
demuestra su selectividad. En pulmén aislado de cobaya, sensibilizado o no, inhibe ta broncoconstriccion
inducida por 100 y 1000 ng de PAF, asl coma la formacién de TXB, y de anién superéxido producidos por
macréfagos alveolares estimulados por PAF y fMLP {Desquand y cols, 1930 y 1993).
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La administracion oral de PCA-4248 en ratas {2.5-25 mg/Kg) inhibe de manera dosis-dependiente
la exudacién pleural inducida por PAF {1 wg/cavidad) y, en menor extensiéon, por serotonina {100
ugicavidad), pero no modifica la inducida por histamina (200 pgfcavidad). Sin embargo, en modelos de
pleuresia inducida por un alergeno {ovoalblimina) en ratas sensibilizadas activamente, el PCA-4248 inhibe
parcialmente la exudacién pleural por un mecanismo independiente del PAF, ya que antagonistas
aspecfficos del receptor de PAF comao WEB-2086 y BN 52021 son inactivos, o que sugiere un mecanismo
relacionade posibiemente con la serotonina {Precfinical study of the new PAF-antagonist PCA-4248, N°
PRCL4248).

En modelos de inflamacién inducida por PAF y carragenina en la pata de ratén han mostrado que
PCA-4248 produce una inhibicién, dosis-dependiente, del edema de la pata, de la exudacién pleural y de
la migracién celular inducida per ambos {Henriques y cols, 1980). La inhibicién del edema producido por
PAF en ratén sensibilizado con una dosis de antigeno es menor que en ratén no inmunizado e inmunizado
sin dosis de recuerdo, ya que la cantidad de PAF endégeno liberado durante ia reaccién anafildctica podria

no ser muy elevada, lo que indicarfa un antagonismo exclusivo del receptor de PAF {Amorim y cols, 1993).

En ratas a las que se inducen Ulceras mediante la administracién intravenosa de PAF (60
ng/Kg/min}, seguida de la administracion a través de una cénula esofagica de una solucion que contiene
un 5% de etanol y 100 mM de HC!, el PCA-4248 reduce el dafio de la mucesa gastrica {hiperemia,
vasocongestién y hemorrdgia) de manera dosis-dependiente; igualmente, disminuye el dafio géstrico
producido par la endotoxina de la Saimonella typhosa (75 mg/Kg) (Preclinical study of the new PAF-
antagonist PCA-4248, N® PRCL4248).

En estudios realizados sobwre la toxicidad renal preducida por Ciclosporina A en el conejo, el PCA-
4248 revierte la disminucién de la filtracién glomerular y aumenta la reabsorcién de Na™, lo que sugiere
una proteccion de la funcién tubular y confirma la posible implicacién del PAF en la nefrotoxicidad

producida por Ciclosparina A {Fonteles y cols, 18990},

En el transplante cardfaco heterotropico en ratas Lewis, el PCA-4248 {10 mg/kg/dia) disminuye el
infiltrado inflamatorio, la intensidad del edema y necrosis miocelular, asf como las vasculitis, pero no

modifica {a supervivencia {Jiménez de fa Puerta, 1993},

Finalmente, ensayos clinicos en fase | muestran que el PCA-4248 no produce cambios sobre [a
presién arterial, frecuencia cardfaca, frecuencia respiratoria, parametros bioguimicos o hematol6gicos. A
la dosis de 160 vy 320 mg reduce de forma dosis-dependiente la agregacién plaquetaria inducida por PAF
(Preclinical study of the new PAF-antagonist PCA-4248, N® PRCL4248).
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Justificacién de la Tesis

JUSTIFICACION DE LA TESIS.

El Factor de Activacion Plaquetaria o PAF es un potente mediador inflamatorio de carécter
fosfolipidico que estd implicado en una gran variedad de procesos fisiopatoldgicos. El desarrollo de potentes
y selectivos antagonistas del receptor del PAF ha proporcionado la posibilidad de analizar la participacion
real del PAF en diferentes patologlas y ha contribuido al tratamiento de enfermedades tales como asma,

inflamacién, isquemia y en diversos tipos de shock.

El grupo de investigacién de los Laboratorios Alter, interesado en la modulacién del nacleo 1.4-
dihidropiridinico y en el estudio de la actividad asociada a este nucleo, llegé a la sintesis del compuesto
PCA-4248, una 4-alquil-1,4-dihidropiridina. Dicho compuesto, que no presentd propiedades blogueantes
de canales de Ca®", mostré una potente actividad inhibitoria de la agregacién plaquetaria inducida por PAF,

sin modificar la respuesta de las plaguetas a otros agentes agonistas.

Debido a que los resultados obtenidos con varios antagonistas de PAF en los ensayos clinicos de
asma bronquial no han sido muy satisfactorios, en la actualidad el interés de estos compuestos se centra
en su posible utilidad en el tratamiento del shock. Por tanto, ei objetivo de esta tesis se ha centrado en :

1.- El estudio de los efectos cardiovasculares del PCA-4248 in vitro,

2.- El estudio de los efectos cardiovasculares del PCA-4248 in vivo,

3.- E! posible efecto protector del PCA-4248 en varios modelos de shock experimental.
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1. ESTUDIOS REALIZADGS IN VITRO.

1.1. REGISTRO DE LA FUERZA CONTRACTIL EN LA AORTA AISLADA DE CONEJO.

La aorta aislada es la preparacién de eleccién para evaluar sustancias potencialmente
vasodilatadoras, cuyas propiedades farmacolégicas estan vinculadas a su capacidad para inhibir la entrada

del Ca?* en la célula a través de canales idnicos especificos, sensibles a cambios de voltaje.

Las aortas se colocaron en bafios de érganos de 40 ml de volumen, de doble pared, a través de la
cual circula liquido caliente procedente del sistema de calentamiento, lo que permite mantener el llquido
nutricio a temperatura constante {37 +0.1°C) durante todo el experimento. El bafio del drgano tiene en su

parte inferior un sistema de desagiie, conectado a una trompa de vaclo,

El liguido nutricio utilizado fue una solucion Krebs-Henseleit bicarbonatado de la composicion (mM}:
NaCl, 110; CaCl,, 2.5; KCl, 4.7; KH,PO,, 1.2; MgS0,.7H,0, 1.2; NaHCO,, 25 vy glucosa, 11, En algunos
experimentos se utilizd Krebs libre de Ca*" y con una concentracion de KCl de 35 mM. La solucién se
oxigend a través de un tubo de vidrio con una mezcla carbégena que contiene un 6% de CO, yun 95%

de 0,, manteniendo un burbujeo constante durante todo el experimento.

| as arterias se conectaron a un transductor isométrico PANLAB UF-1, registrdndose la cantractilidad

a6rtica en un registrador OMNISCRIBE D-500 (Bausch and Lomb),
1.1.1. MONTAJE DE LA PREPARACION.

Se utilizaron congjos albinos Neozelandeses machos de pesos comprendides entre 2-2.6 Kg. Se
sacrificé v desangro al animal por decapitacién y a continuacion se procedid a la apertura del t6rax. Se
retiraron el corazén y los pulmones para facilitar la extraccion rdpida de la aorta, utilizando la porcion
toracica inmediatamente después del cayado aértica, que se colocd en una placa de Petri gue contenfa
solucién Krebs a temperatura ambiente. La aorta se limpi6 cuidadosamente de tejido conectivo y se cortd

en tiras helicoidales de 2-3 mm de ancho por unos 15 mm de largo.

Los extremos de las tiras se ataron con hilo de seda 000; el extremo superior se fij¢ al transductor
y el inferior a una varilla fijada en el bafio de érganos. Las tiras fueron sometidas a una tensién inicial de
2.6 g y se estabilizaron durante al menos una hora en solucidn libre de Ca®’. Pasado este tiempo, se
sustituy6 el Krebs fibre de Ca** por Krebs libre de Ca®* que contenia 36 mM de KCI, con el fin de
despolarizar la membrana. Diez minutos después, se adicionaron 1.5 mM de CaCl, al medic de incubacion,

lo que provocd la contraccion de la aorta. La adicién de CaCl, fue repetida varias veces hasta obtener dos
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contraccionas iguales, a las que se les asigné el valor control {100%)}. A continuacién, las aortas se
incubaron en Krebs libre de Ca?* que contenfa 35 mM de KCI y se afiadid la primera dosis del farmaco a

ensayar; al cabo de 10 minutos se volvié a provocar la contraccién ¢con 1.5 mM de CaCl,.

En otro grupo de experimentos, las tiras de aorta se incubaron en Krebs-Henseleit y se indujo una
respuesta contractil tras la adicion al bafio de Noradrenalina (NA)} 107 M. Esta operaci6n fue repetida varias

veces hasta obtener dos contracciones iguales, a las que se asignd el valor control.

1.2. REGISTRO DE LA FUERZA CONTRACTIL EN ARTERIA CORONARIA AISLADA DE CERDO.

1.2.1. MONTAJE DE LA PREPARACION.

Se utilizd la arteria coronaria descendents anterior izquierda procedente de corazones de cerdo
obtenidos del matadero municipal. Tras la diseccion, las arterias se transportaron al laboratorio en un
recipiente que contenia solucién de Krebs a temperatura ambiente. La coronaria se limpié cuidadasamente
de tejido conectivo y se cortd en tiras helicoidales de 2-3 mm de ancho por unos 12 mm de largo. Las tiras
se fijaron al transductor vy al bafio de 6rganos y fueron sometidas a una tension inicial de 2.5 g,

astabilizandose durante al menos una hora,

1.3. REGISTRO DE LA FUERZA CONTRACTIL EN LA AURICULA AISLADA DE COGBAYA.

Esta preparacién permite conocer los efectos de un farmaco sobre el inotropismo auricular y el

cronotropismo del nodo sinusal.
7.3.1. REGISTRO DE LA CONTRACTILIDAD AURICULAR.

Las aurfculas se incubaron en bafios de drganas que contenfan solucién de Tyrode mantenida a
33x0.1°C, oxigenada con mezcla carb6gena. La composicion del Tyrode fue (mM): NaCl, 137; KCl, 5.4;
CaCl,, 1.8; MgCl,, 0.5; NaH,PO,, 0.36; NaHCO,, 11.9; y glucosa, 5.5. En estas condiciones, las aurlculas

derechas laten espontaneamente, mientras que las izquierdas deben ser estimuladas eléctricamente.

La auricula izquierda se mantd en un electrodo de estimulacion bipolar constituide por dos polos
de platino con una separacion de 1-1.5 cm. El polo inferior, donde se fij6 la auricula, es recto, mientras que
el polo superior tiene forma de aro, de 0.8 mm de didmetro. Para la estimulacién se utilizaron pulsos

rectangulares de 0.5 ms de duracién con un voltaje doble al umbral a |la frecuencia de 3 Hz, generados en
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un estimulador GRASS modelo 5D9B. La contractilidad auricular se realiz6 en un poligrafo GRASS 7C
POLIGRAPH de 4 canales conectado a transductores fuerza-desplazamiento GRASS FTO3.

1.3.2. MONTAJE DE LA PREPARACION.

Se utilizaron cobayas machos de pesos comprendidos entre 350-450 g, Previa inyeccion
intraperitoneal de 0.2 ml de heparina sddica al 5%, 10 minutos antes del experimento, con el fin de evitar
la formacién de trombos intraauriculares durante la extraccion del corazén, se sacrifico al animal por
decapitacion. A continuacidn, se procedi6 a la apertura del térax y se extrajo el corazén que se introdujo
en un vaso de precipitado que contenla Tyrode oxigenado a temperatura ambiente, donde se disecaron
ambas auriculas. Cada aurlcula se fijo con hilo de seda en dos puntos: en su base y en ia mitad del reborde
extremo auricular. El nudo de la base fij¢ la aurfcula, mientras que el hilo que fijaba el reborde auricular se

conectd al transductor FTO3, aplicandose una tensién de 1 g utilizando un tornillo micrométrico.

1.3.3, PROTOCOLOS UTILIZADOS.

1.3.3.1. Estudios de inotropismo vy cronotrogismo auricular,

Tras el mantaje de las preparaciones, se dejaron estabilizar durante un perfodo de 30-45 minutos
y se comenzé la administracién acumulativa de PCA-4248, Nitrendipino o su vehfculo {DMSO) a

concentraciones comprendidas entre 107'°M y 10%M (intervalo interdosis = 156-20 minutos).

1.3.3.2. Interaceidn cor el Isoproterenol {ISP) gn auriculas izquierdas.

Tras el montaje y estabilizacién de las preparaciones, se administré de forma acumulativa el ISP
(101"M-10"*M)} para obtener una curva concentracién-respuesa. Posteriormente se lavo la preparacién
3-4 veces a intervalos de 5 minutos. Este proceso se repitid hasta obtener dos curvas iguales, PCA-4248
y Propranolol {10°M-10°M) fueron afadidos al bafio 20 minutos antes de obtener una nueva curva

concentracion-respuesta al ISP,

1.4. REGISTRO DEL FLUJO DE *"Ca.

Se utilizaron cobayas de 350-450 g. Tras sacrificar el animal, las aurfculas fueron disecadas vy
seccionadas en sentido longitudinal. Las hemiauriculas fueron colocadas en bafios de drganos y se
incubaron con solucion de Tyrode de la siguiente composicion (mM)_: NaCl, 137; KCI, 5.4; CaCl,, 1.8;
MgCl,, 1.05; NaH,PO,, 0.42; NaHCO,, 11.9; y glucosa, 5.6. El Tyrode fue oxigenado con carbdgeno y
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mantenido a la temperatura de 34 +0.1°C. En un grupo de experimentos se utilizé solucidn Tyrode con
CaCl, 3.6 mM. Tras ajustar la tensién a 1 g, las auriculas fueron estimuladas utilizando electrodos bipolares

utilizando puisos de 0.6 ms de duracién, {voitaje doble al umbral} a la frecuencia de 1 y 3 Hz.

Tras el periodo de estabilizacion, a las hemiaurfculas experimentales se les afiadid PCA-4248, 107M,
Al cabo de otros 30 minutos, se adiciond *°CaCl, para obtener en el liquido nutricio una actividad especifica
de 37 kBg/ml (1 wCi/ml). Las preparaciones permanecieron expuestas ai *8Ca durante b minutos.
Transcurrido este tiempo, las hemiauriculas fueron desmontadas, lavadas, secadas en papel de filtro v
pesadas. Finalmente, las preparaciones fueron introducidas en viales de borosilicato sodico, de bajo
contenido en potasio, y la reactividad se determiné en un contador de centelleo en fase llquida
{Intertechnique SL 3000}, con un tiempo de contaje de 10 minutos. Las calculos para la correccidn de
extincién, eficacia de contaje y captacién de *°Ca por las preparaciones experimentales vy controles se

realizé seguin lo descrito por Diez y cols (1985).

1.5. REGISTRO DE LA CONTRACTILIDAD VENTRICULAR, DEL ELECTROGRAMA DEL HAZ DE
HIS Y DEL ELECTROCARDIOGRAMA PERIFERICO EN CORAZONES AISLADOS Y
PERFUNDIDOS DE RATA,

La modificacion de la técnica de LANGENDORFF para corazones de animal pequefio descrita por
Raman y cols. en 1979, permite registrar el ECG periférico, el electrograma de la unidn A-V y del haz de

His y de a contraccién ventricular {Ramdn y cols, 1879},

El sistema MARIOTTE de perfusion del corazén consta de dos sistemas de vasos comunicantes,
uno que contiene el Tyrode normal y el otro que contiene solucién de Tyrode en la que se ha disuelto el
farmaco objeto de estudio, Con este sistema, la presion de perfusién viene dada por la altura de la columna

del liquido nutricio desde el reservorio hasta la preparacién, que resulta ser de 75 em.

La oxigenacion del Tyrode se realizé con carbdgeno y fue calentado a 37 +£0.29C alcircular a través
de un serpentin conectado a un circuito externo de un aparato termostatico SELECTA. Las dos salidas
inferiores del serpentin convergen en otra final que se conecté a una cénula de Gaddum, a la que se fijo
la canula intraadrtica que permite la perfusiéon de las arterias coronarias. |.a parte superior de la canula de
Gaddum dispone de una pequefia cdmara de aire, que evita que pequeiias burbujas existentes en el circuito

pasen al corazén a través de la cénula intraadrtica y produzcan embolia coronaria.

El corazén se introduje en un bafo cilindrico de 5 cm de didmetro por 8 cm de altura, de deoble

pared, entre las que circula liquido caliente procedente del circuito de termostatizacién. Se mantuvo asfuna
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temperatura simiar en el bafie y en el liquido nutricio, evitdndose las diferencias de temperatura entre
endocardio y epicardio. Las paredes del bafio contienen 4 electrodos de platine de 2 mm de didmetro,
situados a la misma altura y separados 90Q° entre si. En la parte superiar del bafio hay un tubo de desagtie

para el liquido nutricio, ya que el bafio no dispone de recirculacion.

1.6.1. SISTEMAS DE ESTIMULACION Y REGISTRO.

Hemos utilizado dos tipos de electrodos:

a) Electrodos de estimulacién: Se utilizaron electrodos bipolares, constitufdos por dos alfileres de
acero inoxidable con una separacién entre las puntas de 1 mm, que se colocaron en |a zona alta
de la auricula derecha. Los estimulos fueron pulsos rectangulares (0.5 ms de duracidn, voltaje doble
del umbral) a una frecuencia superior a la esponténea del corazén {5-5.56 Hz} por un estimulados
GRASS modelo SDAB.

b) Electrodos de registro! Se utilizaron de dos tipos, dependiendo de la sefial eléctrica:

b.1) Electrodos periféricos, situados en la pared del bafio para el registro del ECG. Son cuatro
electrodos de ptatino de 2 mm de didmetro colocados a la misma altura, con una separacion de 90°

entre si. Estos electrodos estan en contacto con el liquido nutricio en el que estd bafiado el érgano.

b.2) Electrodos intracavitarios. Se utilizaron electrocatéteres de fabricacion manual, constituldos
por cuatro electrodos con una separaciéon de 1 mm. Los electrodos son de acero inoxidabla. El
glectrograma del haz de His se obtuvo introduciendo el electrocatéter hasta la zona posterior del

septo interauricular derecho.
Para el registro del ECG y electrograma del haz de His se utilizaron amnplificadores modelo 7P5B,
monitorizando las sefiales en un osciloscopio digital HP54501A, Los pardmetros o intervalos en que se

divide el electrograma de la unién auriculo-ventricular {A-V]) fueron:

- Intervalo ST-A: meadido desde e! comienzo del estimulo {ST) hasta la primera deflexién répida

auricular {onda A}. Representa el tiempo de conduccién auricular,

. Intervalo A-H: medidoe desde la onda A hasta la deflexién hisiana (onda H). Representa la

conduccién a través del nodo A-V.
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- Intervalo H-Q: medido desde la onda H hasta el comienzo de la activacién ventricular, Representa

el paso del estimulo por el sistema His-Purkinge.

- Intervalo Q-V: medido desde el comienzo de la onda QR hasta la primera deflexion intrinseca

ventricular {(onda V), Representa el tiempo de conduccidn a través del septo intraventricular.

La contractilidad ventricular se registré a través de un transductor fuerza-desplazamiento GRASS
FTO3. El registro del ECG, electrograma del haz de His y de la contractilidad se realizé en un poligrafo
GRASS 7B de 4 canales.

1.5.2, MONTAJE DE LA PREPARACION Y COLOCACION DE LOS ELECTRQDOS.

Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley machos, con un peso medio de 285 & 12 g. Previa
heparinizacién, se sacrificd al animal por decapitacién. Tras la apertura del térax, se extrajo el corazén que
se colocd en una placa de Petri, que contenia Tyrode oxigenado a temperatura ambiente. Aqul, se procedio
a liberar el corazén del pediculo vascular, restos de trdquea y del pericardio, dejando limpia la aorta
ascendente. A continuacién, se introdujo la cdnula intraadrtica a través de la aorta y se anudé con un hilo
de seda de 000, De este modo, el corazén quedd fijo y pendiendo de la cénula, a través de la cual le llega
el ilquido Tyrode caliente y oxigenado, a una presién de 75 ¢cm de H,0. Conviene seccionar la arteria

pulmonar para evitar sobrecargas de volimen en las cavidades derechas.

A continuacién, se retiraron los restos de vena cava superior para que quede limpio el orificio de
entrada a la aurfcula derecha, a través del cual se introdujo el electrocatéter intracavitario, buscando la zona
septal derecha que permite registrar el electrocardiograma del haz de His. E! tiempo empleado en todo este
procesa no debe ser superior a 2 minutos; cuando el tiempo se prolonga por encima de 3-4 minutos, se
producen arritmias ventriculares repetitivas y blogueos de conduccion que hacen inutilizable la preparacion,
Esta operacién requiere bastante cuidado, ya que se puede lesionar facilmente el nodo A-V e inducir la

aparicién de trastornos de la conduccién y bloqueos A-V que invalidan la preparacion.

Se ha de comprobar que la posicion final de la canula es supravalvular y que no estd introducida
en la camara de salida del ventriculo izquierdo, va que si fuera asl, se dificultaria la irrigacion de las arterias
coronarias y se producirian zonas de isquemia miocardica con la consecuents praduccién de arritmias, que
impedirfan la utilizacién de la preparacion. Por altimo, el 4pex cardiaco se fijé al bafie, mediante un hilo de
seda de 000 del que pende una pasa de 2 g (precarga). También se fij6 la canula intraaértica al transductor

de desplazamiento (FTO3} y asl, se registrd la contractilidad cardlaca isoténica.
Tras un perfodo de estabilizacién de 20-30 minutos se obtuvieron los valores control de los
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paréametros estudiados y a continuacién se inicid la perfusién con PCA-4248, Nitrendipino o DMSO

{vehlculo} durante 45 minutos.

1.6.  REGISTRO DE L.OS POTENCIALES DE ACCION EN FIBRAS MUSCULARES AURICULARES
Y VENTRICULARES DE COBAYA.

El registro de potenciales de accién auriculares y ventriculares permite estudiar las propiedades
electrofisioldgicas de un farmaco. En estos experimentos se utilizaron tiras de aurfcula izquierda y musculos
papilares del ventriculo izquierdo, que se colocaron en una cédmara de lucita de 10 ml de capacidad y se
perfundieron con Tyrode, a una velocidad de 7 mi/minuto. El Tyrode se mantuve a 344 1°C, utilizando un

termostato SELECTA vy se oxigent de forma continua con una mezcla carbégena.

El registro de los potenciales de accidn se realizé utilizando microelectrodos de vidric rellenos con
KCl 3 M y con una resistencia de punta de 10-20 MQ (Valenzuela y cols, 1987}, Los microelectrodos se
conectan a través de células Ag-AgCl a preamplificadores de capacitancia de entrada variable (WPl maodelo
701} vy a un osciloscopio de memeoria Tektronix 5104N, registréndose las sefiales en cinta magnética Racal
FM de 4 canales. La velocidad de despolarizacién de la fase O del potencial de accién {V ..} se determina

empleando un diferenciador electrénico {Valenzuela y cols, 1987)

1.6.1. PROTOCOLOS UTILIZADQOS.

1.6.1.1. Beaistro de potenciales de aggjon auriculares v vgn;riculares.

Tras 60 minutos de estabilizacién, se obtuvieron los valores control de los pardmetros analizados
y se comenza la perfusion con PCA-4248 (10°M-10"M), registréndose los efectos a los 30 minutos de
comenzar la perfusién. En otra serie de experimentos, se incub¢ la preparacién con PAF {107°M) y se

registraron sus efectos en ausencia y en presencia de PCA-4248 (10°M, 10"M y 10°M).

De los registros fotogréficos obtenidos se midieron los siguientes parametros: potencial de reposo
{PR, mV}, amplitud del potencial de accién (mV), la velocidad méxima de despolarizacién de la fase 0 6 Ve
(V/s), la duracién del potencial de accién al 50% y al 90% de repolarizacion (DPA,, y DPAy,, ms), el pariodo

refractario efectivo (PRE, ms), el cociente PRE/DPA y el tiempo de recuperacion de la V,,, (ms).

Para determinar e PRE, se estimularon las preparaciones a la frecuencia basal de 1 Hz {S,})y a
intervalos variables se interpolé un extraestimulo (S,) de 1 ms de duracidn y con un voltaje doble a §,, a

través del electrodo de estimulacién. El extraestimulo S, se introdujo hacia la mitad de la fase 4 del
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potencial de accidn y se fue acercando progresivamente a la fase 3 del potencial de accion precedente hasta
que no se obtuvo respuesta propagada. El tiempo de recuperacion de la V,,, se determind introduciendo
un extraestimulo §,, de la forma ya descrita, a intervalos de tiempo variables con respecto al estimulo basal
S, hasta que la V,, recuperd totalmente su amplitud. El extraestimulo S, se introdujo siempre cada ocho

puisos bésicos.

1.6.1.2. Reqistro de potenciales de accién lentos gCa“-degendientes! ventriculares.

Se utilizaron musculos papilares procedentes de cobayos machos de peses comprendidos entre
3560-500 g. Las preparaciones se estahilizaron en solucién de Tyrode y a continuacion se perfundiercn con
una solucién de Tyrode que contenfa 27 mM de KCI. En estas condiciones, el potencial de membrana se
depolarizé hasta -43 mV, nivel al que la corriente rapida de Na* se encuentra totalmente inactivada, por
lo que la fase O de los potenciales lentos es debida exclusivamente a la corriente lenta de entrada de Ca?*.
La inactivacion de ia corriente de Na* hace a las preparaciones inexcitables; para recuperar la actividad
electromecénica se afadi6 al Tyrode, ISP a la concentracidon de 10°M vy los masculos se estimularon a la
frecuencia de 0.12 Hz y con voltaje doble al umbral. Tras 30 minutos de estabilizacién, se comenzo la
perfusion con PCA-4248 (10°M-10°M), registrandose los efectos de cada concentracion del farmaco al

cabo de 30 minutos.

1.7. ESTUDIOS DE DESPLAZAMIENTO DEL BINDING DE [PH}-NITRENDIPINO EN ILEON Y
MUSCULO CARDIACO DE COBAYA.

Se realizaron estudios de desplazamiento de la unién de [*H]-Nitrendipino al canat de calcio en
madsculo longitudinal de iteon de cobaya y en corazén aislado de cobaya, siguiendo la técnica descrita por

Bolger y cols. {1982).

Se utilizaron cobayas machas, con un peso media entre 300 + 15 g. Tras decapitacién del animal,
se extrajo el fleon terminal a través de una laparotomia media y se introdujo en un vaso de precipitado con
Tyrode oxigenado. Posteriormente, se seccioné suavemente el musculo longitudinal utilizando unos
bastoncillos con algodén; el tejido se troced con unas tijeras y se limpid con tampdn Tris/HCl 50 mM
(pH=7.4, a 25°C) que contenfa PMSF (Fenilmetilfluorofosfato) 0.1 mM y se homogeneiz6 en 15
volimenes/g de peso de tefido himedo mediante un Paotter de teflén (Potter-Elvehejem). El homogeneizada
obtenido se centrifugé a 1100 x g durante 20 minutos a 4°C {Minifuge T, Heraeus). El sobrenadante fue
recentrifugado a 10000 x g durante 10 minutos y el sobrenadante se volvié a centrifugar a 45000 x g

durante 45 minutos a 4°C en una ultracentrifuga Beckman L8-80M. El sobrenadante resultants se desechd

- k7 -



Material y Métodos

v el pellet se resuspendid en frio en tampdn Tris {60 mM) vy se recentrifugd a 46000 x g/45 min/4°C. El
Pellet se resuspendié de nuevo en tampdn Tris. La concentracion media de proteina obtenida fue de 5-10

Fg/mi,

Fl proceso de preparacidn del homogeneizado y obtencidn del pellet del mdscule cardiace fue similar

al descrito para ileon.

Las ensayas de binding se realizaron a temperatura ambiente en presencia de 0.5 mM de CaCl, y
O .8 nM de [*M]-Nitrendipino (Amersham NET-741, 78 mCi/nmol). Después de 5 minutos de preincubacién
<l e los microsomas con Nitrendipino o PCA-4248, se afiadi6 el isdtopo vy se incubaron durante 80 minutos.
T ranscurrido este tiempo, se ultrafiltrd 1 mi de muestra en un Cell Harvester {Brandel M-24R} y los valores
e radioactividad asociados a los filtros se cuantificaron por espectrofotometria de centelleo llguido
{ Beckman LS 3801). La unién inespecffica del compuesto marcado se valoré por la radioactividad
i ncorporada en presencia de Nitrendipino no marcada {10°M). Los resultados obtenidos se expresaron como
P orcentaje de desplazamiento del receptor. El contenido de protelnas de cada preparacién fue determinado

P or el método de Lowry y cols, {1951). Los microsomas fueron congelados y conservados a -70°C,

2. ESTUDIOS REALIZADOS IN VIVO.

2.1. MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL Y FRECUENCIA CARDIACA EN RATA ANESTESIADA.

Esta preparacion permite determinar los efectos producidos por los farmacos sobre la Presién
A orterial Sistolica (PAS), Presion Arterial Diast6lica (PAD), Presion Arterfal Media (PAM) y Frecuencia
C ardiaca {FC).

2 .1.1. APARATO Y SISTEMA DE REGISTRO UTILIZADOS.

Para el registro de la presién arterial y frecuencia cardfaca se utilizé un fisiopoligrafo HEWLETT-
PACKARD 7758B de ocho canales que dispone de cuatro amplificadores {8805B, 8805C y 8805D) para
el registro de presién arterial, cada uno conectado a un transductor de presion HEWLETT-PACKARD
1 290A. El fisiopoligrafo se conect6 a un sistema informatizado de medida SCROLL MONITOR (BUXCQ),

cjue permitia obtener una medida de cada pardmetro estudiado a intervalos de 20 segundos.

2.1.2. MONTAJE DE LA PREPARACION,

Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley machos, con un peso medio de 300 + 1b g y ratas
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espontaneamente hipertensas {SHR} machos con un peso de 260+ 11 g. Se anestesio el animal con una
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico, 70 mg/Kg (Kirsch Pharma). Antes de empezar el
experimento se comprobé el plano de anestesia mediante exploracién del reflejo corneal {ausencia de
parpadeo) y provocacién de estfmulos en extremidades {presi6n en la cara plantar de una extremidad}. A
continuacion, se colact el animal en declbito supino, sujetando las extremidades a los puntos de apoyo
de una mesa quirurgica, la cual dispone de un sistema de termostatizacion con sonda rectal, manteniendo

la temperatura de! animal durante todo el experimento a 37.5+0.06°C,

Tras realizar un corte longitudinal en el centro del cuello, se fueron separando los distintos planos
hasta visualizar la tréquea, que se liberd del tejido adyacente y se canuld, Después, se procedio a canular
la arteria femoral izquierda introduciendo en su interior un catéter de polietileno tipo PE 50 {0.5 mm de
digmetro interno y 0.8 mm de didmetro externo) que se conacts al transductor de presién correspondiente.
Por Gltimo, se canuld la vena femoral derecha para la administracion de formacos o del vehiculo. Todos los
catéteres contenfan solucion salina fisiologica y el catéter para el registra de presidn arterial una solucién

de heparina sédica (10 Ul/ml) en NaCl (0.9%).

Una vez montada la preparacidan, se dejé estabilizar al animal durante 15-30 minutos, registrandose
entonces de los valores control de los parametros estudiados a los que se asignd el valor de 100%.
Posteriormente, se administré por via intravenosa los productos a estudiar, registréndose sus efectos a ios

6, 15 y 30 minutos postadministracion.

2.2. HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF EN RATA ANESTESIADA.
2.2.1. MONTAJE DE LA PREPARACION.

Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley, con un peso medio de 260 = 13 g. La canulacién de la arteria
y vena femoral, traquea, tipos de catéteres, anestesia y procedimiento de registro de la presién arterial

fueron similares a los descritos en el apartado anterior.

Tras un perfodo de estabilizacién se obtuvieren los valores control. Seguidamente se administro,
por via intravenosa, vehlculo {PEG-40Q, 0.1 ml/Kg), PCA-4248 (0.3 y 1 mg/Kg) a Nitrendipino {10 gg/Kg).
Al cabo de 5 minutos, se administré PAF {0.33 6 0.66 wg/kg i.v), evaluando sus efectos sobre la presion

arterial al cabo de 1, 3, 5, 15 y 30 minutas {efectc protector).

En la segunda serie de experimentos se administré PAF (0.33 pg/kg, i.v.) y cuando se obtuvo el

efecto méximo (aproximadamente al cabo de 3 minutos), se administré el vehiculo o PCA-4248 (1 mg/Kg),
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registrandose el efecto sobre la presién arterial a los mismos tiempos que en el protocolo anterior {efecto

de reversion).

2.3. MODELOS DE SHOCK.

2.3.1. HIPOTENSION INDUCIDA POR INMUNOAGREGADOS DE INMUNOGLOBULINA G (IgG) EN
RATA ANESTESIADA.,

Los inmunoagregados de Inmunoglobulina G fueron preparados por el equipo del Dr Sanchez-Crespo

{Departamento de Fisiologfa, Universidad de Valladolid} a partir de una fraccién de gammaglobulina humana.

Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley, con un peso medio de 260 + 13 g. La canulacién de ia arteria
y vena femoral, trdquea, tipos de catéteres, anestesia y procedimiento experimental para el registro de
presién arterial fueron similares a los descritos en el apartado 2.1.1. El protocolo seguido en los ensayos
de proteccién y reversién fue el mismo que el utilizado en el apartado 2.2.1, y los agregados de 1gG fueron

administrados a la dosis de 9 mag/Kg i.v. vy el PCA-4248 a la dosis de 1 mg/Kg.

2.3.2. SHOCK ENDOTOXICO INDUCIDO POR LIPOPOLISACARIDOS DE SALMONELLA TYPHOSA.

Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley, con un peso meadio de 335 + 13 g. Los animales se
anestesiaron con una mezcia de ketamina (Parke:Davis, 50 mg/ml)/valium { Roche, 10 mg/ml)/solucidn salina
en proporcion 2:0.5:2.5 ml, La canulacion de la arteria y vena femoral, traquea, tipos de catéteres vy
procedimiento experimental fueron similares a los descritos en el apartado 2.1.1. Tras un periodo de
estabilizacion (15-20 minutos) se obtuvieron ios valores control, a los que se asignd sl valor de 100%.
Posteriormente se administrd solucion salina (0.1 ml/Kg, i.v) o endotoxina de Salmonella typhosa (0.5
mg/Kg, i.v.). Tras 90 minutos postadministracién y cuando la calda de los valores de la presion arterial fue
maxima, se administra el vehiculo (PEG-400, 0.1 ml/Kg, i.v) o el PCA-4248 (1 mg/Kg, i.v.), registrandose
el efecto a los 5, 15, 30, 60, 90, 105 y 120 minutos.

2.3.3. SHOCK INDUCIDO POR 1SOUEMIA-REPERFUSION INTESTINAL TRAS OCLUSION DE LA
ARTERIA ESPLECNICA (SHOCK SAO).

Se utilizaron ratas Spraguer-Dawley, con un peso medio de 355 = 15 g. Tras anestesiar al animal

con uretana (2 g/Kg. i.p.), se canulé la traquea, la arteria y vena femoral {ver 2.1.1.). Pasteriormente, se
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realizd una laparatomfa media y se exteriorizo el paquete intestinal. Seguidamente, se disacaron en la zona
M &s proximal a la aorta la arteria mesentérica superior y el tronco celfaco. Durante este procedimiento, el

intestino se mantuvo cubierto por una gasa humedecida con solucidn salina a 37°C .

Tras un periodo de estabilizacién de 30 minutos, se produjo el estado de shock SAQ por oclusion
de ambas arterias mediante clampaje con dos clips para vasos {0,15-0.20 N) durante 45 minutos. Al cabo
de este periodo, los clips fueron retirados (reperfusion) y el intestino introducido en la cavidad abdominal,
cerrdndose las paredes intestinales. Los animales control (Sham) fueron sometidos a todo el procedimiento
Quirdrgico, exceptuando a oclusidn de las arterias. Las variaciones en los valores de presién arterial fueron

normalizados con respecto a los valores control.

Cinco minutos antes de realizar la oclusién de las arterias, se administrd por via intravenosa el
wvehiculo (PEG-400, 0.1 ml/Kg) o el PCA-4248 {1 mg/Kg), registréndose los efectos sobre la presién arterial

cada 10 minutos durante los siguientes 240 minutos a la oclusién en los animales supervivientes.

3. FARMACOS UTILIZADOS.

Fn esta Tesis Doctoral se han utilizado los siguientes farmacos:

- PAF {Sigma, USA}.

- Clorhidrato de fentolamina (Ciba Geigy).

- Clorhidrato de DL-isaproterenol (Sigma, USA),

- Clorhidrato de L-noradrenalina (Fluka, UK].

- Clorhidrato de ketamina {Parke-Davis).

- Clorhidrato de DL-propranclol {Sigma, USA},

- Dimetilsulfaxido (Merck, alemania},

- Etano! {Merck, Alemania}.

- Lipopolisacaridos de Salmonelfa typhosa (Sigma, USA).
- Nifedipino, Nitrendipine y PCA-4248 {(sintetizado por Dr. C. Sunkel en Laboratorios Alter).
- Pentobarbital sodico {Kirsch Pharma, Espafia).

- Polietilenglicol 400 {Merck, Alemania}.

- Uretano {Fluka, UK).

- Valium {Roche, Espafia).

Para los estudios realizados in vitro se prepararon diariamente soluciones madre {(107°M & 10°M)

e agua destilada desionizada {isoproterencl, Noradrenalina y Fentolamina) o en dimetilsuféxido (Nifedipino,
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Nitrendipino vy PCA-4248), a partir de las cuales se prepararon las restantes concentraciones. Para los
ensayos de binding se prepararen diariamente soluciones madre con una concentracion de 2.5x10*M en
etanol vy, a partir de la soluci6n madre, se obtuvieron las soluciones diluyendo en tampén Tris 60 mM. A
las soluciones madre de Isoproterenal y Noradrenalina se afiadié dcido ascdrbico 10'*M para prevenir su
oxidacién. El “®Ca {2.0 mCi/ml) y [*HINitrendipino (78 mCif/nmol) se obtuvieron de ICN Biomedicals
{California, USAL.

Para los estudios realizados in vivo se prepararon diariamente las soluciones en PEG-400 {0.1%).

Dado que Nifedipino, Nitrendipino y PCA-4248 san fotosensibles, los experimentos se llevaron a

cabo con iluminacién con [Ampara de sodio.

4. METODO ESTADISTICO.

£n cada seri@ homogénea de experimentos los resultados se expresaron como media & el error
estandar de la media {E.E.M,) para un determinado nimero {n) de experimentos, Para la comparacidn entre
los grupos se utilizd et andlisis de varianza. Para la obtencién de las diferencias observadas, todos los
resultados fueron sometidos al L.S.D. Test (l.east Significant Difference), considerando las diferencias
significativas cuando el valor de p<0.05. Cuando las varianzas no fueron homogéneas se utilizd el Test

de Mann Whitney y para las variables cualitativas la probabilidad exacta de Fisher.

Los céalculos se realizaron con la ayuda de un procesador Fujitsu Senda-16 y con el programa

estadistico Tallarida-Murray.
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Resuftados

1. ESTUDIOS REALIZADOS IN VITRO.

1.1. EFECTOS VASCULARES.
1.1.1. CONTRACCICN INDUCIDA EN LA AORTA AISLADA DE CONEJO CON 35 mM DE KCI.

lLos valores basales de la contraceidn de la aorta fueron: 2.47+0.7 g, 2.41+0.6g,2.6x0.8gy
2.5+0.6 g para el grupo control, Nifedipino, PCA-4248 y Nitrendipino, respectivamente. No existieron

diferencias estadlsticamente significativas entre los valores basales de los diferentes grupos de tratamiento.

En aortas de conejo incubadas con 35 mM de KCl el PCA-4248, en un rango de concentraciones
comprendido entre 3x10'°M y 3x10°M, produjo una relajacidn concentracién-dependiente que aleanzd
valores estad(sticamente significativos a concentraciones = 10°M {p<0.01). Nifedipino {3x107°M-3x
107M) vy Nitrendipino, {3x10'°M-3x102M) produjeron una relajacién, concentracién-dependiente, que
alcanzé va valores significativos a concentraciones de 3x10"°M {p<0.05) y 3x10°M (p<0.01),
respectivamente {Tabla |, Figura 3). Estos resultados indican que, a todas las congcentraciones ensayadas,
el Nitrendipino fue el compuesto mas activo (p<0.01} (Figura 3). Los valores méaximos de inhibicion de la
contraccion vascular fueron de 95.5 = 1.5% para Nitrendipino (3x10°®M), de 94.2 + 0.4 % para Nifedipino
{(3x107M) y de 89,9+ 1.5% para PCA-4248 {3x10°M).

El solvente, DMSO a concentraciones de 1 gg/ml, no produjo ningdn efecto significative sobre la

contraccidn adrtica {Figura 3).

La Cl,, {concentracidn que produce el 50% de relajacion}, para cada uno de las compuestos, se
muestran en la tabla lI. Come se observa en dicha tabla, el orden de potencia para este efecto relajante

fue: Nitrendipino > Nifedipino > > PCA-4248.
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{FARMACO! PCA-4248 NIFEDIPINO NITRENDIPING
3x10" M -2.3+0.7 3.2+1.4 -13.6+3.9*
10° M -1.8+0.7 §7+2.0 -31.6+4.5%*
3x10° M -4,1+0.9 7.6+ 2,3%* 59,74 3.1**
108 M -2.3+1.0 39.6:1.7%* -84.1+2.4**
3x10°% M 67.4+1.5%* 95 54 1.5**
107 M 4.2+1.2 -B7.5+1.3%* -
3x107 M -3.5+2.9 94,2 1 0.4%* -
10° M 17.5+2.5%* -
3x10% M -44.7 £3.3%* -
10° M -69.6+2.4** -
3x10° M -89.9+1.5** -

producida por PCA-4248, Nifedipino y Nitrendipino.,
Media + EEM. n=8-10
* p<0.08, ™" p<0.01 en comparacion afl valor basal.

Tabla I.- Porcentaje de relajacién de la aorta aislada de conefo contralda por 35 mM de KCI
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Figura 3.- Ffectos de DMSO, PCA-4248, Nifedipino y Nitrendipino sabre la contraccién inducida

en la aorta aislada de conejo por 358 mM de KCl, En ardenadas se representa el porcentafe de

contraccién referido al valor control (100%). En abcisas, el logaritmo negativo de la concentracidn

molar del farmaco.

Cada punto representa fa media £ E.EM. n= 8-10.
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FARMACO
PCA-4248 Nifedipino Nitrendipino
Clgo M 4.8x10°M +0.8 1.5x10°M = 1.2 1.9x10°M £ 1.1

Tabla Il.- Valores de la Cly, de PCA-4248, Nifedipino y Nitrendipino para relajar fas contracciones

inducidas en la aorta afsiada de conefo por 38 mM de KCI.

1.1.2, CONTRACCION INDUCIDA EN LA ARTERIA CORONARIA IZGUIERDA AISLADA DE CERDO CON
35 mM DE KCI.

Los valores basales de contraccién de la arteria coronaria fueron: 3.30+0.6 g, 3.21+0.4 gy
3.29+0.9 g en al grupo control, Nifedipino y PCA-4248, respectivamente. No se observaron diferencias

estadlsticamente significativas entre los valores basales de cada uno de los grupos de tratamiento.

La incubacién de la arteria coronaria aisiada descendente anterier izquierda de cerdo con PCA-4248
(10°M-10""M) produjo una relajacion concentracién-dependiente y estadisticamente significativa a
concentraciones = 3x10M {p <0.01}. El Nifedipino {3x107"°M-107M) también produjo un efecto relajante
concentracién-dependiente que alcanzé valores estadisticamente significativos a concentraciones = 10°*M
{p<0.01). Como se observa en |a Tabla Ill y en la Figura 4, el Nifedipino fue mas activo gue PCA-4248
atodas las concentraciones ensayadas {p <0.01). Sin embargo, ambos férmacos produjeron una relajacion

méaxima similar {856.3+2.1 vs 88.8:£0.8%. p>0.05}.

El DMSOQ, a concentraciones de 1 pg/ml, no produjo ningtn efecto significativo sobre la contraccion

coronaria {(Figura 4).

-67 -



Resuftados

_ [FARMACO] PCA-4248 NIFEDIPINO
[ 3x10"° M - -8.1+2.1
109 M -9.4+2.3 -18.6+£2,2%*
3x10° M -15.7+1.9** -37.8+2.8*%*
10° M -21.7+2.6%* -61.6+2.6%"
3x10% M -21,3+1.8*% -77.8+1.6%*
107 M 26, 5+3.1%% -88.8 £ 0.8%*
3x107 M -28.1+£2.8*> -
10° M -47.02:2.7%%
3x10°% M -69.8+2.8%%
10° M -85.3+2.1*%" -

Tabla Iif.- Porcentaje de relsjacién de fa arteria coronaria aislada de cerdo con trafda por 36 mM de

KCI producido por PCA-4248 y Nifedipino.

Media + E.E.M. n= 8-10.

** n<0.07 en comparacion al valor basal,

- B8 -



Resuftados

100} agP—T—g_ 7 DM
\\\i\@ i —Bg  uronesae
EM!\E e Nifedipine
= 75k
5 F i
= sof
>
ety
2St
.
[l 1 1 ] 1 1
C 9 -0 - -6 -5
Log [M]

Figura 4.- Efectos de DMS0, PCA-4248 y Nifedipino sobre la contraccin inducida en la arteria
coronaria izquierda aislada de cerdo por 35 mM de KCI. £n ordenadas se representea el porcentaje
de contraccién referido al valor control (100%). En abcisas, ef logaritmo negatfvo de la
concentracion molar del férmaco.

Cada punto representa fa media + E.E.M. n= 8-10.

Si se compara el efecto relajante del PCA-4248 sobre ambas arterias (aorta y coronaria) se observa
que este compuesto, a todas las concentraciones ensayadas, produjo una mayor relajacion coronaria versus
aértica, siendo esta diferencia estadisticamente significativa a partir de 1 0°M (p<0.01) (Figura 5}, La

misma selectividad se observa con el Nifedipino (Figura 6).
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Figura b.- Comparacion de efectos del PCA-4248 sobre la contraceién indueida por 35 mM de KCi
en la aorta de conejo y en la arteria coronaria de cerdo. En ordenadas se representa el porcentaje
de contraccidn referido al vaelor control (100%). En sebcisas, el logaritmo negativo de [a
concentracién molar def fdrmaco,

Cada purito representa la media = E.EM. n= 8-710.
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Figura 6.- Comparacién de los efectos del Nifedipino sobre la contraceién inducida por 35 mM de

KCI en la aorta de conejo vy en la arteria coronaria de cerdoe, £n ordenadas se representa ef

porcentaje de contraccion referida al valor control (100%). En abcisas, ef logaritma negativo de

la concentracién molar del fdrmaco.

Cacla punto representa la media = E.EM. n= 8-70.
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1.2. EFECTOS CARDIACOS.
1.2.1. EFECTOS INOTROPICOS ¥ CRONOTROPICOS EN LA AURICULA AISLADA DE COBAYA.
Los valores basales de contraccion auricular y frecuencia sinusal se representan en la Tabla IV. No

existieron diferencias estadisticamente significativas. entre. los. valores basales de cada grupo de

tratamiento.

AURICULA |ZDA/g AURICULA DCHA/g _ AURICULA DCHA/{l.p.m.}
SOLVENTE 1.26 + 0.2 0.84 + 0.2 1894 = 4.1
PCA-4248 1.30 = 0.3 0.84 £ 0.2 192 + 6.1
NITRENDIPINC 1.20 + 0.4 0.80 + 0.3 198 + 3.8

Tabla V.- Valores basales de contraccion auricular v frecuencia sinusal para cada grupo de

tratamiento Media = F.EEM. n= 10-12. l.p.m. = latidos por minuto.

Los efectos de PCA-4248 y Nitrendipino sobre la fuerza contractil auricular se representan en las
Tablas V y VI. En auriculas izquierdas estimuladas eléctricamente a la frecuencia basal de 3 Hz, sl PCA-
4248 (10'°M-10°M) produje una disminucién de la fuerza contréctil, concentracién-dependiente y
estadisticamente significativa a partir de 10°M (p<0.05). Nitrendipino, a las mismas concentraciones,
produjo una disminucién de la fuerza contréctil, concentracién-dependiente y estadisticamente significativa
a partir de 107'°M (p<0.01) (Tabla V), siendo més activo.que el PCA-4248 a partir de 107M (p<0.06).
Et solvente, DMSO, a la concentracién de 1ug/ml, ne produjo ningtn efecto sobre el inotropismo auricular

izquierdo,

En aurlcula derecha el PCA-4248, a las concentraciones anteriormente indicadas, produjo un efecto
inotrépico negative dependiente de la concentracién y estadisticamente significativo a partir de 10°M
{p <0.01). Nitrendipino, a las mismas concentraciones, produjo un afecte inotrépico negativo mas acusado,
concentracién-dependiente v estadisticamente significativo a partir de 107°M {p<0.01} (Tabla VI). Las
diferencias entre Nitrendipino y PCA-4248 fueron significativas a concentraciones = 10°M {p<0.01)
(Tabla V).
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[FARMACOI SOLVENTE PCA-4248 NITRENDIPINO
10" M 98.7+0.8 ] 9;_.;:0.7 ~ 92.841.5**
107° M 97.3+0.9 | 92.3£1.3* |  89.9x1.5**
108 M 95.5+1.6 88.9+1.6%* B87.4x1.7%*
107 M 94,7+1.2 B5.6£1.6%* 79.6+1.2%%+
105 M 92.0+1.5 76.3+2.1%* 54.0£1.32%% + +
10° M 90.3+1.9 650.0+3.6™* 26.9:1.6%% 4+

Tabla V.- Efectos de DMSO, PCA-4248 v Nitrendipino sobre la fuerza contréctil registrada en
aurfculas izquierdas de cobaya estimuladas a la frecuencia basal de 3 Hz. Las valores se expresan
como porcentaje de cambio con respecto al basal.

Media £+ EEEM. n= 70-712.

* p<0.05, ** p<0.07 en relacién al valor basal,

+ p<0.05, ++ p<0.01 en relacién al valor obtenido con el PCA-4248.
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[FARMACO] SOLVENTE | PCA-4248 NITRENDIPINO
- 107 M 101.1+0.8 97.1+1.9 92.8+1,3**
10° M 104.1+1.1 - 95.5+£2.3*%* 89.8+2.4%*% +
10% M 104.5+1.0 92.3+2.1%* 86.4+3.5** +
107 M 101.8+0.3 89.2+2.4*% 74.3+5.7*%+ +
10° M 98.9+0.8 76.0+3.3%* 56.5::11.2%% 4 +
10° M 96.1+1.2 46,64 6.6%* - |

Tabla Vi.- Efectos de DIMSO, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la fuerza contrdctif registrada en
aurfculas derechas aisladas de cobava. Los valores se expresan como porcentaje de cambio con
respecto al basel.

Media = E.EM. n= 8-10.

*p<(L0b, ** p<0.01 en relacion al vafor basal.

+ p<0.058, + 4+ p<0.0f en relacién al valor obtenido con el PCA-4248.

Los efectos cronotrépicos negativos producidos en la auricula derecha aislada por PCA-4248 y
Nitrendipino se muestran en la Tabla VIl. El PCA-4248, incluso a la concentracion de 10°M, produjo una
ligera disminucion no significativa de la frecuencia sinusal. Sin embargo, el Nitrendipino ya a las dosis de
107M v 10°®M, pradujo una disminucién estadisticamente significativa de la frecuencia sinusal (p<0.01)}.
A los 5 minutos de incubar la aurlcula can 10®M, e! Nitrendipino produjo blogueos sinusales en el 560%

de los experimentos. El solvente, DMSQ no produjo ningtin cambio apreciable sobre la frecuencia cardiaca.
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[FARMACO] SOLVENTE | PCA-4248 NITRENDIPINO
10 M 98.8+1.2 99.3+0.3 99.3+0.8
107 M 96.4+1.4 98.8x0.9 99.2=1.4
107° 97.65x1.5 98.4+1.2 97.3+1.8
107 M 93.9+1.8 98.6x1.2 83.6x4.6% + +
10°% M 93.9+1.8 96.7 +4.4 87.8£9.0*" + +
10° M 93.9+1.8 87.9+12.1 -

Tabia Vil.- Efectos de DMSO, PCA-4248 v Nitrendipino sobre la frecuencia sinusal en auriculas
derechas aisladas de cobaya. Los datos representan el porcentaje de cambic en relacion al valor
basal.

Media = E.EM. n= 8-10.

*p<0.05, =" p<0.07 en relacién al valor basal.

++ p<0.01 en relacion al valor obtenido con el PCA-4248.

1.2.2. EFECTOS SOBRE LA CAPTACION DE **Ca EN AURICULAS AISLADAS DE COBAYA.

Los efectos del PCA-4248, 107M, sobre la captacion de **Ca en auriculas aisladas estimuladas a
las frecuencias basales de 1 v 3 Hz e incubadas en solucién de Tyrade que contenia 1.8 6 3.6 mM de
CaCl, se representan en la Tabla VIIl. Puede observarse que la captacién basal de 48Ca aument6 al
incrementar la concentracién de Ca®* extracelular de 1.8 mM a 3.6 mM (p<0.05). Para cualquier
concentracion de Ca’ ™ extracelular, la captacién de “Ca dependia de la frecuencia de estimulacion, siendo
mayor cuando la frecuencia de estimulacion aumenté a 3 Hz (desde 1050.9+79.3 hasta 1484.6 +146.4
nmol Ca/g auricula en 1.8 mM de CaCl,, p<0.01; desde 1671.1 & 224.4 hasta 2247.0 = 218.5 nmol Calg
auricula a 3 Hz, p<0.05). El PCA-4248 {107M} no madificé la captacion de *Ca en hemiauriculas
estimuladas a 1 Hz a ninguna de las concentraciones de Ca?* estudiadas. Sin embargo, en hemiauriculas
estimuladas a la frecuencia de 3 Hz, el PCA-4248 redujo significativamente la captacion de *5Ca, tanto
auriculas incubadas en un medio con 1.8 mM (desde 1484.6 +146.4a1187.3 100.9 nmol Calg aurfcula,
p<0.06) como en 3.6 mM de Ca (desde 2247.0+218.5 a 161 8.0+112.7 nmal Calg, p<0.05). Estos
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resultados sugieren que la inhibicién de la entrada de **Ca producida por ef PCA-4248 depende de la

frecuencia de estimulacian.

1.8 mM Ca** 3.6 mM Ca?t

1 Hz 3 Hz 1 Hz 3 Hz

CONTROL 1050.9+79.3 1484.6+146.4* 1671.1+224.4 | 2247.0+218.6*

PCA-4248 1062.9+116.8 | 1187.3+£100.9+ | 1682.7+226.1 | 1618.0x112.7 +

Tabla VIl.- Efectos del PCA-4248, 10°M, sobre la captacion de **Ca en auriculas aisladas de
cobaya estimuladas a 1 6 3 Hz e incubadas en Tyrode normal (1.8 mM Ca**) o que contiene 3.6
mM Ca**. Media = E.EM. n= 8.

* p<0.05 en relacion a los valores obtenidos a 1 Hz.

+ p<0.05 en relacion a los valores obtenidos a 3 Hz.

1.2.3. EFECTOS ELECTROMECANICOS EN EL CORAZCON AISLADO Y PERFUNDIDO DE RATA.

Los valores basales de contracecidn ventricufar fueron 1,26 +Q.2 g para el grupc solvente;
1.38+0.2 g para el grupo tratado con PCA-4248 y 1.32 £ 0.3 g para el grupo tratado con Nitrendipino,
no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre dichos valores basales para cada uno de los

grupas de tratamiento.

lLa perfusidn del corazén aislado de rata con PCA-4248 produjo una disminucion de la fuerza
contracti! dependiente de la concentracidn y del tiempo (Figura 7). A 10°8M, el PCA-4248 no produjo
cambios significativos sobre la fuerza contréctil (Figura 7); sin embargo, a concentraciones de 107M y
10°%M, produjo un efecto inotrépico negativo que ya fue estadisticamente significativo tras 15 minutos de

perfusion (p<0.05) y que alcanzd su efecto maximo al cabo de 30 minutos {(p<0.01).

Nitrendipino, 10°®*M-10°M, produjo una mayor reduccién de la fuerza contracti! ventricular, gue
alcanzé valores estadisticamente significativos a partir de 10°M (p<0.08)}, siendo este compuesto més
activo que el PCA-4248 a todas las concentraciones ensayadas (Figura 7). Al igual que el PCA-4248, el

efecto méximo del Nitrendipino se registrd tras 30 minutos de perfusién (Figura 7},
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La perfusién del corazdn aislado con DMSO {solvente) a concentraciones de 100 u/l produjo un
ligero efecto inotrépico negativo a los 30 minutos de perfusién, que no fue estadisticamente significativo

(Figura 7).

Las curvas concentracidn-respuesta del PCA-4248 y Nitrendipino, después de 30 minutos de
perfusién {efecto maximo), se muestran en la Figura 8. El efecto inotrépico negativo de Nitrendipino fue
mucho méds acusado que el obtenido con el PCA-4248, obteniendose diferencias estadlsticamente

significativas, entre ambas curvas, a partir de 107M [p<0.01) {Figura 8}.

La Tabla |X muestra el efecto maximo observado después de 30 minutos de perfusidn con PCA-
4248 y Nitrendipino sobre la conduccién intraauricular {intervalo St-A), intraventricular {intervalos H-Q y
Q-V) y a través del nodo aurfculo-ventricular {intervalo A-H) en corazones aislados y perfundidos de rata.
PCA-4248, a concentraciones de 10°*M, 10°M y 10°M, y DMSO (100 /1) no produjeron ningdn cambio
significativo de la conduccién intracardiaca. El Nitrendipino no modificé los intervalos St-A, H-Q y Q-V,
pero produjo un alargamiento del intervalo A-H, concentracidn-dependiente y estadisticamenta significativo

a las concentraciones de 107M y 10°M (p <0.01).
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Figura 7.- Efectos de DMSO, PCA-4248 [panel superior] vy Nitrendipino (panel inferior] sobre fa
fuerza contréctil en corazones aislados y perfundidos da rata. En ordenadas se representan los
cambios de la fuerza contractil expresados como porcentafe de cambio con respecto al valor
control (100%). En abcisas, el tiempo (minutos).

Cada punto representa la media = EEM n= 0.

-78 -



Resultados

traciiid
[ J
HEH

75
=
5] E
(13_* Slils w PCA-4240
. ¢ NiLrandiping
2 o5t
¢
0 : ' '
C '8 } l]
Log [M]

Figura 8.- Relacién concentracidn-respuesta de PCA-4248 y Nitrendipino sobre la fuerza comtrdctil
cardlaca tras 30 minutos de perfusién (efecto méximo). En ordenadas se representa el porcentaje
de contraccién referida al valor control (100%).. En abcisas, el logaritmo negativo de la
concentracion molar def farmaco.

Cada punto representa la media. + E.E.M. n= 6,
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[FARMACO] St-A A-H H-O Q-v
(ms) {ms) {ms) {ms}
SOLVENTE 5.7+0.5 27.8+0.4 11.4+0.7 6.2+0.8
NITRENDIPINO
108 M 5.6+1.2 28.4+0.3 11.6+0.2 5.7+0.2
NITRENDIPINO
107 M 5.5+0.2 31.7+£0,3* 11.7 +0.2 5.4+0.1
NITRENDIPING
10°% M 5.8+0.1 35.5+0.6% 12.7 0.2 6.6+0.2
PCA-4248
10% M 5.8+0.1 28.1+0.2 11.8+0.2 6.1 0.1
PCA-4248
107 M 6.14:0.2 27.8+0.2 11.9+0.2 6.3+0.2
PCA-4248
105 M 6.0+£0.2 28.0+0.2 11.6+0.2 5.8+0.2

Tabla IX.- Efectos del Solventa, PCA-4248 y Nitrendinino sobre la conduccion intracardfaca en

corazones aislados y perfundidos de rata después de 30 minutos de perfusion (efecto mdximol.

Media + E.EM. n= 6.

* n<0.01 en relacién al valor obtenido con el Solvente y PCA 4248,

- 80 -



Resultados

1.2.4. EFECTOS ELECTROFISIOLOGICOS DEL PCA-4248 EN MUSCULOS AURICULARES Y VENTRICU-
LARES DE COBAYA,

1.2.4.1, Potenciales de accién auriculargs,

Los efectos de PCA-4248 sobre los potenciales de accion registrados en fibras musculares

auriculares de cobaya, estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz se representan en las Tablas X y XI.

El PCA-4248, a concentraciones entre 108M-10°M, no modifict las caracteristicas de la fase O
del potencial de accién auricular {amplitud-APA, V) ni el potencial de reposo (PR}, lo que indica que el
PCA-4248 no inhibia, respectivamente, ni la corriente répida de entrada de Na (l,,) ni la corrignte tiempo-
independiente de salida de K {l,,}. Asi mismo, et PCA-4248 tampoco modifico la duracion del potencial de
accion medida tanto al 50% {DPAg,) como al 90% de repolarizacién, (DPAg){Tabla X). Tampoce se

observaron diferencias en la duracién del perioda refractario efectivo (PRE) o en el cociente PRE/DPA {Tabla

X

[PCAA248] PR{mMV) APAImMV) Vet V/8) DPA,(ms) DPA goims) _
0 78.4+1.3 | 115.421.3 | 240513 | 46,6+3.2 | 102.5+4.8
10° M 80.3+1.0 | 115.8+1.2 | 238772 | 48.7=1.6 | 105.6:7.2
107 M 81.2+0.6 | 116.2x1.3 | 233.6=9.5 | 48.0:3.3 99.5+7.5
10° M 78.8+2,0 | 116.4+1.3 | 233.6=9.7 | 48.5+:3.5 | 101.6=6.8
10% M 77.0+1.8 | 116.6+1.56 | 231.5:9.5 | 48.0+2.1 | 104.0+4.7

Tabla X.- Efectos electrofisiolégicos del PCA-4248 en fibras musculares aurfculares de cobaya

estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz,
Media - EEM n= T2
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[PCA-4248] PRE {ms) PRE/DPA
0 106.6+3.9 1.02+0.02

10 M 108.1 +4.2 1.02+0.02
107 M 102.4+4.3 1.030.01
10% M 107.9 4.1 1.03+0.02
10 M 109.7 +3.9 1.04 +£0.03

Tabla XI.- Efectos del PCA-4248 sobre ef perfodo refractario efectivo (PRE] v el cociente PRE/DPA

en fibras musculares auriculares de cobaya estimuladas a la frecuencia basal de T Hz.

Media + EEM. n= 12.

1.2.4.2, Potenciales de accidn ventriculares,

Los efectos del PCA-4248 sobre los potenciales de accién registrados en los musculos papilares

de cobaya estimuladaos a la frecuencia basal de 1 Hz se representan en las Tablas Xil y XII

Aligual que en los potenciales de accién auriculares el PCA-4248, a concentraciones entre 108M

y 10°M, no modificé ninguno de los pardmetros que definen las caracteristicas del potencial de accion

ventricular, aunque produjo un ligero aumento, no significativo, en la DPA medida al 50% v 90% de

repolarizacion {Tabla Xl1}. Los cambios en la DPA fueron acompafiados de cambios similares en la duracién

del periodo refractario efectivo ventricular (PRE)}, por lo que el PCA-4248 no modificd tampoco el cociente

PRE/DPA (Tabla XIll}. Tampoco se observaron cambios significativos en la duracién del tiempo de

recuperacion (TR) de la velocidad méxima de despolarizacion (V).
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[PCA4248] 1 PR(MV) APA{MV) V. (\V/s) DPAgIms) | DPAgims)

0 81.8x1.1 120.8+0.9 | 211.2+5.6 | 149.6+4.8 | 173.6+6.2

10° M 81.4+1.0 | 119.5+0.3 | 213.0x4.9 | 168.0+8.2 | 188.0+9.4

107 M 82.1+1.2 | 120607 | 211.6+5.2 [ 166.0£9.0 | 194.1+9.8

10° M 82.2+1.2 | 120.3:0.8 | 214.2x4.1 165.4£9.2 | 195.4=9.1

10° M 83.6+1.0 | 121.1x1.1 216.6 4.6 | 152.6x7.7 | 1856.4«6.4

Tabla XII.- Efectas electrofisioldgicos del PCA-4248 en fibras musculares ventriculares de cobaya

estimuladas a la frecuencia basal de ¥ Hz. Media = EEM. n= 12,

[PCA-4248) | PRE (ms) | PRE/DPA TR (ms)
0 186.4 +8.2 1.02+0.02 237.6+14.2
108 M 194.5 6.9 | 1.03x0.02 247.7£12.1
107 M 198.7+10.9 1.03x0.03 263.2+10.3
10° M 203.2+10.6 1.04+0.02 268.0+13.6
10% M 194,5+6.7 1.06+ 0,01 260.8+12.3

Tabla Xlil.- Efectos del PCA-4248 sabre el pericdo refractario efectivo (PRE) ventricular, ef cociente
PRE/DPA v el tiempo de recuperacién (TR) en fibras musculares ventriculares de cobhaya

astimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz. Media + EEM. n= T2,

-83-



Resultados

1.2.4.3. Efectos del PAF sobre los potenciales de accién ventriculares: Interaccidn con PCA-4248,

En fibras musculares ventriculares de cobaya, el PAF produce un marcado acortamiento de la DPA
{Tamargo y cols, 1985}, Con el fin de compraobar si el PCA-4248 era capaz de antagonizar el acortamiento
de la DPA ventricular producida por el PAF, se realizaron una serie de experimentos en musculos papilares
de cobaya estimulados a la frecuencia basal de 1 Hz e incubados con PAF {10°'°M), en ausencia y en

presencia de PCA-4248 (10%M, 107M y 10°M).

El PAF, a la concentracion ensayada, no modificd las caracteristicas de la fase O del potencial de
accion ventricular {amplitud-APA, V) ni el potencial de reposo {PR), pero acortd de forma significativa
(p<0.05} la duracién del potencial de accién medido tanto al 50% como al 80% de repolarizacion {Tabla
XIV). En estas condiciones, el PCA-4248 no modificd, de forma significativa, la amplitud o la V,, del

potencial de accidn ni el potencial de reposo; sin embargo, bloqued el acortamiento de la DPA producido

por el PAF.

[FARMACO] PR(mMV) APA{mMV} V ot V/8) DPAgy{ms) DPAgoims)
0 80.7+1.2 | 119.6+0.9 | 204.7+9.6 | 162.8+9.4 | 185.0£9.0

PAF
10°"°M 81.4=1.1 | 119.2+0.8 | 203.2+9.4 | 1256.0+9.5* | 147.5+9.7*

PAF + PCA-4248

10°°M 82.3+1.7 | 119.6=1.1 | 209.56+9.3 | 151.829.6 182.1+£9.7
107M 82.0+1.7 | 118.7x1.1 | 214.0+8,0 | 141.8x9.7 | 174.7x9.0
10°M 81.7+1.9 | 120.2+0.8 | 208.0+9.3 | 145.8+x9.0 | 177.5+9.8

Tabla XIV.- Efectos electrofisiolégicos del PAF en ausencia y en prasencia de PCA-4248 en fibras

muscufares ventriculares de cobaya estimuladas a la frecuencia basal de 1 Hz.

Media =+ F.ELM. n= 12, * p<0.06 en relacidn al valor basal.
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1.2.4.4. Potenciales de acgi : i ) i

Para comprobar el efecto del PCA-4248 sobre |a corriente lenta de entrada de Ca®* (I.,) a través
de los canales de tipo L de la membrana de células cardiacas, analizamos sus efectos en musculos
papilares perfundidos con Tyrode con 27 mM de KCl y estimulados a la frecuencia basal de 0.12 Hz en
los que se indujo la aparicién de potenciales de accién lentos, Ca®*-dependientes, adicionando al liquida

de perfusidn lsoproterenal {10°%M).

Los resultados obtenidos en la Tabla XV muestran que el PCA-4248, a concentraciones entre 10%M
y 10°° M, no fue capaz de inducir la aparicién de potenciales de accién lentos v, ademds, no modificd a
ninguna de las concentraciones ensayadas los parametros que definen las caracteristicas de los potenciales
de accién lentos cardfacos, lo que indica que este compuesto carece de propiedades bloqueantes de los

canales de Ca*".

[PCA4248} | PR{mV) APA{mMV) YV asl V/S) DPAglms) | DPAgy(ms)
0 43.8+1.7 | 83.8x1.7 16607 | 232.6+9.9 | 262.0x9.1
10°M 45.0:3.1 | 83.0+1.7 | 16.3x1.4 | 246,2+9.1 | 264.3:9.8
107M 42.0:0.8 | 83.2:1.6 16.6%1.3 | 242,0+9.3 | 266.5+9.3
10°%M 43.0+1.9 | 82.2+1.3 | 164+1.6 | 241.52+9.8 | 261.0+9.8
10M 43.0+1.6 | 83.4+23 | 16.4x1.9 | 226.6+9.1 | 2465694

Tabla XV.- Efectos electrofisiologicos del PCA-4248 sobre los potenciales de accién lentos

inducidos por ef Isoproterenol (1 O M) en fibras musculares ventriculares de cobaya perfundidas

con Tyrode con 27 mM de KCI estimuladas a la frecuencia basal de 0.12 Hz.

Media + EEEM. n= 12,
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1.3. ACTIVIDAD SOBRE OTROS RECEPTORES.
1.3.1. ACTIVIDAD SOBRE EL RECEPTOR o-ADRENERGICO.

Los valores basales de la contraccion de la aorta, inducida por NA, fueron: 4.36:0.6 g vy
4:48:0.3 g para el grupo del PCA-4248 vy Fentolamina, respectivamente. No existieron diferencias

estadisticamente significativas entre los valores basales de los diferentes grupos de tratamiento.

PCA-4248, a concentraciones comprendidas entre 10®M y 10°°M, no modifict las contracciones
inducidas por la Noradrenalina {107M) en la aorta de conejo, pera a la concentracién de 10°M inhibié la

contraccidon aortica en un 15.1% (Figura 9). Ello indica gue el PCA-4248 no exhibe propiedadas

I>loqueantes g-adrenérgicas.

Fentolamina, a concentraciones entre 10°®M y 10°M, produjo una inhibicién de la contraccién
aortica que alcanzd valores estadisticamente significativos a concentraciones superiores a 3x10*M

{p < 0.01){Figura 9).
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Figura 9.- Efecto relajante de PCA-4248 y Fentolamina sobre las contracciones inducidas por la
Noradrenalina en la aorta aislada de coneo. En ordenadas se representa el porcentajfe de
contraccion referido al valor basal (100%). En abcisas, el logaritmo negative de la concentracién
molfar del farmaco.

Cadla punto representa la media + E.EM. n= 6.

- 87-



Resultados

1.3.2. ACTIVIDAD SOBRE EL RECEPTOR R-ADRENERGICO,.

Con el fin de comprobar si el efecto inotrépico negativo del PCA-4248 es debido a su capacidad
antagonista del receptor R-adrenérgico cardfaco, se realizaron curvas concentracién-respuesta al
Isoproterenol {107"M-10"M) en ausencia y en presencia de PCA-4248 {107"M y 10°°*M) y Propranolol
{10°M, 107M y 10°°M) {Figura 10}.

Como se observa en la Figura 10, el Propranolol produjo un desplazamiento concentracidn-
dependiente a la derecha de la curva del Isoproterencl, como es de esperar para un antagonista competitivo
del receptor B-adrendrgico. Por el contrario, el PCA-4248 no modificé la curva del lsoproterenc! a ninguna
de las concentraciones ensayadas, por o que este compuesto carece de efectos antagonistas del receptor

R-adrenérgico cardfaco.

En la Tabla XVI se muestran los valores basalas de la contracciéon auricular para cada grupo de

tratamiento.

AURICULA 1ZQUIERDA
Contraccion (g}

SOLVENTE 1.27 = 0.2
PCA-4248

107M 1.30 + 0.3

10°M 1.29 + 0.2

PROPRANOLOL

10®M 1,20 + 0.4

107M 1.26 + 0.3

10°M 1.28 + 0.2

Tabla XVI.- Valores basales de contraccion auricular y frecuencia sinusal para cada grupo de

tratamiento Media +« E.EM. n= 10-712.
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Figura 10.- Curvas concentracion-respuesta al Isoproterenol en presencia de Propranolol (panel
superior) y PCA-4248 (panel inferior) en aurfcutas izquierdas de cobaya estimuladas a la frecuencia
hasal de 3 Hz. En ordenadas se representa el porcentaje de contraccion refericlo al vafor basal

(100%). En abcisas, el logaritmo negativo de la concentracion molar de Isoproterenal,

Cada punto representa la media = E.EM. n= 6.
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1.3.3. ACTIVIDAD SOBRE CANALES DE Ca®*.

Los resultados obtenidos con el PCA-4248 en preparaciones vasculares y cardiacas aisladas
sugieren que podria exhibir propiedades antagonistas def Ca’* a concentraciones elevadas (1 0"M-10"°M).
Con el fin de confirmarlo, se realizaron estudios de desplazamiento de la fijacion de [*H1-Nitrendipine en

musculo liso {fleon de cobaya) y cardlaco (corazén aislado de cobaya).

En ileon aislado, el Nitrendipino desplazé la union de [*HI-Nitrendipino a su receptor de forma
concentracidn-dependiente y estadisticamente significativo a partir de 10"°M {p<0.0b) (Figura 11). Por
el contrario, PCA-4248 sélo modificé de forma significativa la unién de {*H]-Nitrendipino a su receptor a

la concentracion de 10% M {Figura 11).

En los estudios de desptazamiento realizados en corazdn aistado, el Nitrendipino desplazé la unién
de [*HI-Nitrendipino a su receptor de forma concentracion-dependiente y estad(sticamente significativo a
partir de 3x10"M (p < 0.05) {Figura 12}, Por el contrario, el PCA-4248 tampoco modificé la union de [*H]-

Nitrendipinc a su receptor hasta alcanzar la concentracién de 10°M {Figura 12).

Si se comparan los efectos de Nitrendipino en fleon vy corazon aislado se observa que gste
compuesto desplazd de una manera algo méds acusada la fijacion de [*H]-Nitrendipino en misculo liso gue
en el musculo cardiace, aunque no existieron diferencias significativas en el desplazamiento de {®H]-
Nitrendipino enire ambos tejidos. El PCA-4248 desplazd de forma similar la fijacién de [*Hl-Nitrendipino

en musculo liso y cardiaco.
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Figura 11.- Curva concentracién-respuesta de PCA-4248 v Nitrendipino sobre el desplazamiento
de la fijacién de [PHi-Nitrendipino en fleon aislado de cobaya. £n ordenadas se representa &l
porcentsje de fijacién referido al valor basal (T 00%). En abcisas, el logaritmo negativo de la
concentracidnn molar del farmacao.

Cada punto representa la media = E.EM. n= 6.
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Figura 12.- Curva cancentracion-respuesta de PCA-4248 y Nitrendipino sobre el desplazamiento
de la fijacion de [PH]-Nitrendipino en corazones de cobaya. En ordenadas se representa el
porcentaje de fijacion referido al valor hasal (100%). En abcisas, el logaritmo negative de s
cancentracian molar del farmaco,

Cada punto representa la media = E.EM. n= G,
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2. ESTUDIOS REALIZADOS IN VIVO.

2.1. EFECTOS HEMODINAMICOS EN RATAS.

2.1.1. RATAS NORMOTENSAS.

Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC correspondientes a los grupos tratados con solvente

{PEG-400), PCA-4248 y Nitrendipino se muestran en la Tabla XVIl. Puede observarse que no existen

diferencias estadisticamente significativas en !

os valores basales entre los distintos grupos de tratamiento.

P.A.S. P.AD. POAM. F.C.
{mmHg) {mmHg) (mmHg} {l.p.m.)
SOLVENTE 152 £1.0 128+ 1.0 136+1.0 385 +7.3
PCA-4248
0.3 mg/Kg 148+ 1.0 126+0.8 133+0.7 351 8.1
1 mg/Kg 146+ 2.6 126+1.8 132+1.9 393115
NITRENDIPING
0.3 mg/Kg 162+1.0 128+1.6 136 1.4 368+ 11.1
1 mg/Kg 149+ 2.4 124+ 2.4 132 2.3 368+ 10.4

Tabla XVIi.- Valores basales de P.A.S., PA.D, PA.M. vy F.C. en ratas normotensas.

Media +~ E.E.M. n= 6. Lp.m. = latidos por minuto.

Como se puede observar en las Figuras 13 v 14, la administracién intravenosa de PCA-4248 a la
dosis de 0.3 mg/Kg no produjo ningtin cambio significativo sobre la PAS v PAD, mientras que a la dosis
de 1 mg/Kg produjo una pequefia disminugcién no significativa de la PAS {-5.6 2.6%)y PAD (-4.9:2.7%)
en el primer minuto postadministracion, pero se alcanzaron los valores Eontrol a los 3 minutos de su
administracion {Figuras 13 y 14}. Por el contraric, a las mismas dosis, el Nitrendipino produja una
disminucién de la PAS y PAD estadfsticamente significativa con respecto al control y a los cambios
producidos por el PCA-4248 {p<0.01) {Figuras 13 y 14}, El solvente, a dosis de 0.1 ml/Kg, no madificd
fa presion arterial {Figuras 13y 14).
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Con el Nitrendipino ta maxima caida de PAS {-41.5+1.9% a la dosisde 0.3 mg/Kgy-41.1x3.6%
ala dosis de 1 mg/Kg) y PAD (-569.0+ 1.6% a la dosis de 0.3 mg/Kg y-53.5+2.6% ala dosis de 1 mg/Kg)
se obtuvo en el primer minuto postadministracién, no existiendo diferencias significativas entre ambas
dosis. Este efecto hipotensor se mantuvo con ambas dosis durante los 30 minutos que durd el
experimento, aunque al cabo de este tiempo parecla ser mas marcado y de mayor duracion a la dosis de

1 mg/Kg (Figuras 13 y 14},

PCA-4248, ala dosis de 0.3 mg/Kg, no modificé la FC, mientras que a la dosis de 1 mg/Kg produjo
una ligera disminucion no significativa de la FC en el primer minuto postadministracién {-4.9 +:0.9%),
recuperédndose sl valor contro! a los 5 minutos postadministracién. Sin embargo, el Nitrendipino, a las
mismas dosis, produjo una reduccién de la FC dosis-dependiente y estadisticamente significativa con

respecto al control y al PCA-4248 {p<0.01) {Figura 15). El vehfculo no modificé este pardmetro.

{a maxima disminucion de EC se obtuvo en el primer minuto tras la administracion de Nitrendipino
ala dosis de 1 mg/Kg (-17.8 + 1.9%); a esta dosis la disminucién de la FC persistié después de 30 minutos
postadministracion, mientras que a dosis de 0.3 mg/Kg se alcanzé el valor control de la FC a los 20-26

minutos de la administracidn del farmaco (Figura 18),
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Figura 13.- Ffectos del Solvente, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la P.A.S. En ordenadas se

representa el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abcisas, el tiempo (minutos).

Cada punto representa la media = E.EM. n= 6.
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Figura 14.- Efectos del Solvente, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la PAD. En ordenadas se
representa el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abcfsas, ef tlempo (minutos).

Cada punto representa la media + E.E.M. n= 6.
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Figura 15.- Efectos def Solvente, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la FC. En ordenadas se representa

al porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abcisas, el tiempe ‘minutos).

Catla punto representa la media + F.EM. n= 6.

2.1.2. RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS {SHR).

Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC correspondientes al grupo det solvente {PEG-400),

de PCA-4248 y de Nitrendipino se muestran en la Tabla XVIil. Puede verse que no existen diferencias

significativas entre los valores basales de cada uno de los grupos gxperimentales.
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P.A.S. P.A.D. PLAM, F.C.
{mmHg) {mmHa) {mmHg) {lLp.m.)
SOLVENTE 224+5.9 166+7.2 183+:5.3 395+ 10.8
PCA-4248
0.3 mg/Kg 212+10.3 147 £ 6.1 169 +7.4 447 +11.2
1 mg/Kg 215 +5.6 156 5.6 178 +4.8 430+11.2
NITRENDIPING
0.1 mg/Kg 207+ 7.6 146 5,8 166+6.3 401 7.9
0.3 mg/Kg 199+ 11.1 138 +8.4 1569+9.3 395 +5.8

Rasultados

Tabla XVII.- Valores basales de P.A.S., P.A.D., PAM. y F.C. en ratas SHR.
Media + E.EM. n= 6. Lp.m. = latidos por minuto.

Los sfectos de la administracion i.v. de PCA-4248 (0.3 y 1 mg/Kg) y Nitrendipino (0.1 ¥ 0.3
mg/Kg) en ratas espontdneamente hipertensas se muestran en jas Figuras 16, 17 y 18. En esta serie de
experimentos, las dosis utilizadas de Nitrendipino fueron mencres que las utilizadas en ratas normotensas,
va que Nitrendipino, a la dosis de 1 mg/Kg (dosis maxima en ratas normotensas), produjo en SHR una

importante caida de la presién arterial acompafiada de bloqueos sincauriculares.

Como se puede observar en las Figuras 16 y 17, la administracion intravenosa de PCA-4248 (0.3
mg/Kg) no produjo ningun cambio significativo sobre la PAS v PAD, mientras que a 1 mg/Kg produjo una
ligera calda en la PAS {-5.9+1.6%) y PAD (-6.8 =1 .B%), estadisticamente significativa con respecto al
control en el primer minuto postadministracidn (p<0.05}, que persistio durante los 30 minutos del
experimento {Figuras 18 y 17). Sin embargo, el Nitrendipino a dosis de 0.1 y 0.3 mg/Kg, produjo una
disrinucion de la presion arterial, dosis-dependiente y estadisticamente significativa con respecto al control
y al PCA-4248 (p<0.01) (Figuras 16 y 17). El vehlculo, PEG-400, a dosis de 0.1 ml/Kg, no modifico

ninguna de las presiaones.

La maxima caida de PAS {-47.9+3.6% para la dosis de 0.1 mg/Kg v -49.6 +2.5% para la dosis
de 0.3 mg/Kg) vy PAD {-60.1+2.9% para la dosis de 0.1 mg/Kg v -80.7 £ 3.4% para la dosis de 0.3

mg/Kg) se obtuvo en el primer minuto tras la administracién de Nitrendipino, no existiendo diferencias
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significativas entre ambas dosis. Este efecto hipotensor fue mantenido con ambas dosis durante los 30
minutos que durd el experimento, siendo mas pronunciade y de mayor duracién a la dosis de 0.3 mg/Kg,
mientras que a la dosis de 0.1 mg/Kg, hubo una paulatina recuperacion de ambas presiones aunque sin

llegar & alcanzar el valor control (Figuras 16y 17).

PCA-4248, a dosis de 0.3 v 1 mg/Kg, produjo Una ligera disminucién no significativa de la FC
mientras que Nitrendipino, a dosis de 0.1 y 0.3 mg/Kg, disminuy6 la FC de forma dosis-dependiente y
estadisticamente significativa con respecto al control vy al PCA-4248 (p<0.01) (Figura 18). La maxima
disminucién de FC se obtuvo con Nitrendipino a dosis de 0.3 mg/Kg (-1 2.8+ 5.9%}) en el primer minuto
postadministracion. Con ambas dosis, este efecto fue revirtiendo a lo largo del tiempo hasta alcanzar el
valor control, siendo mas répida la reversién con la dosis mas baja (0.1 mg/Kg) {Figura 18}. El vehiculo no

modificd este pardmetro.
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Figura 16.- Efectos del Solvente, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la PAS en ratas SHR. En
ordenadas se representa el porcentaje de cambio normalizado af valor 100%. En abcisas, el tiempo
iminutos).

Cada punto representa la medis + E.EM. n= 6.
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Figura 17.- Efectos del Solvente, PCA-4248 y Nitrendipino sobre la PAD en ratas SHR. En

ordenadas se representa el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. En abcisas, el iempo

{minutos).

Cada punto representa la media = EEM n= 6.
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Figura 18.- Efectos del Solvente, PCA-4 248 v Nitrendipino sobre la FC en ratas SHR. En ordenadas
se representa el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%, En abeisas, el tiempo (minutos).

Cada punto representa la media + E.EM. n= 6.

Si se compara el efecto del PCA-4248 sohre la PAS v PAD entre ratas normotensas y SHR se
observa que, a dosis de 1 ma/Kg, este compuesto produce una ligera disminucién de la presion arterial en
ratas SHR, estadisticamente significativa con respecto a los valores obtenidos en ratas normotensas

{p<0.05) (Figura 19).
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Figura 19.- Comparacion del efecto de POA-4248 sobre la PAS y PAD en ratas normolensas y

SHR. En ordenadas se representa el porcentaje de cambio normalizado al valor 100%.

el tiempo (minutos).

Cada punto representa la media = EEM. n= 6.

En aboisas,
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2.2. HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF EN RATAS ANESTESIADAS.
2.2.1. PROTECCION DE LA HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF,

Se estudiaron los efectes de PCA-4248 (0.3 v 1 mg/Kgl y Nitrendipino (10 ug/Kg) sobre la
hipotensién inducida tras la administracion i.v. de PAF-acéther a las dosis de 0.33 y 0.66 yg/Kg en ratas
anestesiadas. Los valores basales de PAS, PAD, PAM vy FC para cada uno de los grupos de tratamiento
se muestran en la Talia XIX. Puede observarse que no hubo diferencias estadisticamente significativas

entre los valores hasales para cada uno de los grupos de tratamiento.

P.A.S. P.AD. P.AM. F.C.
u fmmiHg} {mmig} fmmHg) {lL.p.m.}
e a K CAF 16667 | 108252 | 123x5.1 417 +20.1
Jar R PAF 145+ 3.8 101+ 6.9 1165+3.56 396+ 15.9
PCaA G mgiKg
A o AT 144+ 3.7 98+ 38 113+3.6 385+5.9
NoraArR 146+ 3.4 95+ 3.3 112+3.3 418+6.2
PO on o mg Ky
2 Ko PAF 154 +3.1 104+ 5.1 120 4.2 417 +7.4
U G g Ky PAF 140+6.3 | 101£6.9 | 114=6.7 | 407105
NITRENDIFIHO 10 giKy
{33 ugig PAF 144+5.3 98 4.4 114+4.2 | 399+11.2
(.66 rg/Kg PAF 136+ 3.5 9343 107 + 3.7 411+86.5

Tabla XIX.- Valores basales de P.A.S., PA.D., PAM. y F.C. para cada unc de los grupos de
tratamiento.

Media = E.EM. n= 6. lLp.n. = latidos por minuto.

El posible efecto protector de PCA-4248 y Nitrendipino se estudié administrando ambos fdrmacos
por viai.v. 5 minutos antes de la infusion de PAF-acéther, La administracion previa del vehiculo o de PCA-
4248 no produjo ningtin cambio significativo sobre la presion arterial, mientras que Nitrendipino produjo
una disminucién significativade la PAS{-8.8+1.4 mmHg. p<0.01}yPAD {-10.5+1.6.p ;0.01) {Figuras
20,21, 23 y 24).
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Resultados

La administracidn intravenosa de PAF {0.33 pg/Kg) produjo una cafda maxima de la PAS y PAD
de -77.1+3.2 vy -59.5 +4.2 mmHg, respectivamente, al minuto de su administracion; a partir de este
tiempo, el efecto hipotensor fue revirtiendo lentamente pero sin llegar a aleanzar el valor control después
de 30 minutos de experimento (Tabla XX, Figuras 20 y 21). La administracién del solvente {PEG-400) a

dosis de 0.1 mi/Kg, no produjo ningln efecto sobre la hipotensién inducida por PAF {Tabla XX].

0O min 1 min 5 min 15 min 30 min
PAF 0.33 ugiKg
F.C. 100+ 0.1 101.3+0.4 108,426 104.7£1.79 99.8+1.0
P.A.S. +0.6+0.1 -77.1x3.2 -36.6 +3.8 -7.9+x4.7 -1.6+4.7
P.A.D, +0.5+0.2 -b9.5+4.2 -25.7+2.0 -65.9+4.5 -5.2+1.8
P.A.M, +0.6+0.1 -64.6x4.2 -29.1 2.7 5.1 +4.4 -4.0+4.2
SOLVENTE

F.C. 100.4£1.2 1006 +1.3 1068.7+1.9 104.1 2.1 97.6+3.4
P.A.S, +0.3+0.7 -80.8+6.7 -35.2 £ 5.5 9.4 +56,1 -4.2+5.5
P.A.D. +0.6:£0.8 -61.1+5.6 -25.5+ 3.9 -7.8+5.1 -5.9+5.7
P.A LM, +0.4+0.8 -67.7+5.8 -28.6+4.4 -8.4+5.1 -4,.9+58.56

Tabla XX.- Efectos def Solvente sobrelos cambios inducidos por el PAF 10.33 ug/Kgl sobre la PAS,
PAD, PAM {(mmHg) v FC [expresado como porcentaje de cambio normalizada al valor 100%).

Media + E.EM. n= 6,

L.a administracion del PCA-4248 (0.3 mg/Kg) produjo una leve inhibicién en la respuesta
hipotensora de PAF {-69.9 £5.8 mmHg para la PAS y -48.5+ 3.8 mmHg para la PAD), no siendo este
efecto estadisticamente significative; sin embargo, ala dosis de 1 ma/Kg, el PCA-4248 produjo una mayor
inhibicién en fa respuesta hipotensora de PAF {-52.6 + 4.2 mmHg para la PAS y -43.3 £ 3.9 mmHg para
la PAD), siendo este efecto estadisticamente significativo para la PAS (p<0.01) y PAD (p <0.05} (Figuras
20 y 21). Nitrendipina, a dosis de 10 pg/Kg, también disminuyd la hipotensidn inducida por PAF
(-69.1+£1.8 mmHg para la PAS y -40.0+ 2,9 mmHg para la PAD), siendo este efecto estadisticamente

significativo {p<0.05) {Figuras 20 v 21).

La reversion de la hipotension inducida por PAF fue mas rdpida en los animales tratados
previamente con PCA-4248 (1 mg/Kg) v Nitrendipino que con el vehiculo y con el PCA-4248 (0.3 mg/Kgl,
alcanzando el valor control el grupo tratado con PCA-4248 (1 mg/Kg) alos 10 minutos de la administracién

de PAF vy, a los 15 minutos, el grupo tratado con Nitrendipino, El PCA-4248 {0.3 mg/Kg) alcanzd el valor
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Fesultados

control a los 30 minutos de su administracion.

Sobre la FC, se observd una taquicardia tras la administracion de PAF en todos los grupos tratados,

siendo menos acusada en el grupo tratado con PCA-4248 a la dosis de 0.3 mg/Kg {Figura 22).

el
[t —m=
. !
£ 2
. 25 &
= 3 a PAF 0.33 pqily
- I ® PCA-4248 9.9 maliy
=1 :Jﬁ
= i ¢ NCA-4248 1 mgl¥a
:3—3
- 15 o Nitrendipino 10 go:ig
1"““»; i ] L 1 | L ]
-5 f K 10 15 20 20 b
Tiempo {min}

Figura 20.- Efectas def PCA-4248 y Nitrendipino sobre la reduccitn de la PAS inducida por el PAF
10.33 pg/Kg, i.v.) en ratas anestesiadas. En ardenadas se representa la calda de PAS en mmHg.

En abeisas, el trempo fminutos).

Cada punto representa la media ~ E.EM. n= 6.
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Figura 21.- Efectos del PCA-4248 y Nitrendipino sobre la reduccion de la PAD inducida por el PAF

(0.33 ug/Kg, i.v.) en ratas anestesiaclas, En ordenadas se representa la calda de PAD en mmHg.

£n abeisas, el trempo fminutos).

Cada punto representa la media = E.ELM. n= 6.
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Figura 22.- Ffectos del PCA-4248 y Nitrendipino sobre los cambios de la FC inducidos por el

PAF(0.33 ug/Kg, i.v.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa el porcentaje de cambio

normalizada al valor 100%. En abcisas, el tlempo (minutos).

Cada punto representa fa media + EEEM. n= 6,

Cuando se administraron dosis superiores de PAF {0.66 wg/Kg) se produjo una mayor calda de la

PAS y PAD (-76.9 + 4.8 y -56.6 = 4.3 mmHg, respectivamente) que fue méxima al minuto de su inyeccion;

este efecto hipotensor revirtié més lentamente que con la dosis de 0.33 pg/Kg, sin llegar a alcanzar el valor
control tras 30 minutos de experimento {Tabla XXI, Figuras 23 y 24}, El solvente, PEG-400, administrada

intravenosamente, no produjo ningun efecto sobre la hipdtensién inducida por el PAF {Tabla XXI).
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Resuitados

0 min 1 min 5 min 15 min 30 min
PAF 0.86 1g/Kg

F.C. 100+0.1 99.3:x1.6 106.3+0.9 110.8+1.7 103.4x2.1
P.A.S. +0.5+0.1 -76,9+ 4.8 -566.84:4.7 -18.0+3.0 -4.6+4,7
P.AD. +0.5+0.2 -b6.6+4.3 -38.2+3.2 -7.7+4.1 -4.2+3.8
P.AM. +0.5+0.1 -62.7+£ 3.7 44,2437 -15.6+ 3.5 -1,2+£2.0

SOLVENTE

F.C. 99.8x1.4 97.8+1.4 106.4+1.9 107.1+£2.5 103.2x2.1
P.A.S. -0.3+0.7 -77.5+56.7 -55.9+5,1 -17.2+3.6 -4.7+x4.b
P.AD, +0.6=0.8 -59.5+ 4.6 -38.8+4.4 -12.9+4.2 3 1+4.3
P.A.M. +0.4+0.8 -63.7+4.5 -44.4+4.6 -14.4+3.9 4.2+4.4

Tabla XXI.- Efectos del Solvente sobre fos cambios inducidos por el PAF (0,66 nug/Kgl sobre la
PAS, PAD, FAM (mimHgl vy FC (expresado como porcentaje de cambio normalizado al valor 100%).
Media + EEM n= 6

Bl pretratamiento con PCA-4248 (0.3 mg/Kg i.v.) no protegié de! efecto hipotensor (-80.6+2.3
mmHg para la PAS v -56.3+ 5.5 mmHg para la PAD){Figuras 23 y 24); sin embargo, a la dosis de 1
mg/Kg, el PCA-4248 protegis del efecto hipotensor inducido por el PAF {-80.9 +4.3 mmHg para la PAS
y-52.3 4 5.8 mmHg parala PAD. p<0.08). Nitrendipino {10 xg/Kg) tamkiién inhibié ta hipotensién inducida
por PAF sobre la PAS v PAD {-64.6+3.2 mmHg y -40.9 3.2 mmHg, respectivamentg), pero estos

cambios no alcanzaron valores estadisticamente significativos {Figuras 23 y 24).

La reversion del efecto hipotensor inducido por PAF fue mas rapida en el grupo tratado con PCA-
4248 (1 mg/Kg) que en los grupas tratados con el vehiculo, PCA-4248 (0.3 mg/Kg} o Nitrendipino {10
#g/Kq), alcanzando el valor control a los 30 minutos de la administracion de PAF los tres Ultimos grupos

de tratamiento.

Tras la administracion de PAF en los animales tratados con el vehfculo y con ambas dosis de PCA-
4248, se observé a los 3 minutos un aumento de la FC, mientras que en el grupo de Nitrendipino la
taquicardia inducida por PAF no se observd hasta los 15 minutos de la administracion de PAF, sin llegar

a alcanzar valores estadisticamente significativos (Figura 25).
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Figura 23.- Efectos del PCA-4248 y Nitrendipino sobre la reduccién de la PAS inducida por el PAF
(0.66 ug/Kg, i.v.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa la calda de PAS en mmHg.
En abcisas, el tiempo (minutos).

Cada punto representa la media = ELEM. n= 6.
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Figura 24.- Ffectos del PCA-4248 y Nitrendipino sobre la reduccion de la PAD inducida por el PAF

(0.66 ug/Kg, i.v.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa la calda de FAD en mmHg.

En abeisas, el tlempo (minutos).

Cada punto representa la media + E.E.M. n= &,
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Figura 26.- Efectos del PCA-4248 y Nitrendipine sobre los cambios de la FC inducidas por ef PAF
(0.G6 ug/Kg, i.v.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se representa el porcentafe de cambio
normalizacdlo al walor 100%. En abeisas, ef tiempo {minutos).

Cada punto representa la media + E.EM. n= 0.

2.2.2, REVERSION DE LA HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF.

Tras los resuttados obtenidos en los experimentos de hipotensién inducida por PAF, se escogid la
dosis de 0.33 pg/Kg para los experimentos de reversion, puesto que esta dosis de PAF produjo una
disminucion de la presién arterial semejante a la obtenida con la dosis de 0.66 pg/Kg y una reversién mas
répida v la dosis de 1 mg/Kg de PCA-4248 para los experimentos posteriores, ya que fue la dosis mas

activa.

Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC cofrespondientes al grupo del solvenfe (PEG-400) y

PCA-4248 {1 mg/Kg) se muestran en la Tabla XXIl. De nuevo, no hubo diferencias entre los valores
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basales de ambos grupos.

Resuitados

P.A.S. P.A.D. P.A M. F.C.

{mmHg) {mmHg) {mmHg} {t.p.m.}
SOLVENTE 156+56.7 108+ 5.1 123+5.1 417 +20.1
PCA-4248 149+ 4.6 9428 112+2.9 406+ 8.3

Tabla XXII.- Valores basales de P.A.S., P.A.D., PAM. y F.Cenlos grupas experimentales en fos
que se analizb la reversion de la hipotension inducida por al PAF (0.33 ug/Kg. i.v.),
Media = E.EM. n= 6. Lp.m.= latidas por minuto.

Cuando la hipotensién inducida por PAF es maxima, la administracion intravenosa de PCA-4248
revirtio la calda de la PAS de -72.3+ 4.0 mmHga -10.7 £ 5.6 mmHg (p<0.01} y de la PAD de -47.9:2.6
mmHg a -12.6+ 6.9 mmHg {p <0.01), alcanzandase el valor control de presién arterial a los 20 minutos
de la administracién de PAF (Figuras 26 y 27). E! solvente (PEG-400) no modifico los pardmetros antes

mencionados.

Sobre la FC, se observs una taquicardia tras la administracion de PAF en el grupo tratado con PAF

s6lo y con el solvente, mientras que el grupo tratado con PCA-4248 apenas modificé la FC (Figura 28).

- 112 -



Resultados

25
| paF i
0 B T =
e _'__M__,_....—-—-“'—"“"’—'_'—_— L
~ o -0s) _,,//
£ e
) /s
s _50l- / 0 PAF 0.33 pglKg
= = Soivente
a1
" * PCA-4248 1 mgfKyg
Far
T PCA-1343 o Solventa
. .H]D L ] [ i ] 1 1
£ 5 114 15 20 23 30
Tiempo {min)

Figura 26.- Reversion de la reduccion de la PAS inducida por el FAF (0.33 pg/Kg, i.v.) en ratas

anestesiadas tras la administracion del PCA-4248, En ardenadas se representa la calda de PAS en

mmHg. En abeisas, af tiempo (mMinutos).

Cada punto representa fa media = E.EM. n= 6,
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Figura 27.- Reversion de la reduccion de la PAD inducida por el PAF (0.33 pg/Kg, f.v.) en ratas

anestesiadas tras la administracion del PCA-4248. En ordenadas se representa la cafda de PAD en

mm#Hg. En abcisas, ef tiempo fminutos),

Cada punto representa la media + E.EM. n= 6,
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Figura 28.- Reversion de los cambios de la FC inducidos por el PAF {0.33 ug/Kg, i.v.) en ratas
anestesiadas tras la administracién del PCA-4248. En ordenadas se representa el porcentaje de
cambio normafizado al valor 100%. En abceisas, ef tiempo fminufos).

Cada punto representa la media = E.EM. n= 6.

2.3.

2.3.1.

MODELOS DE SHOCK,

PROTECCION DE LA HIPOTENSION INDUCIDA POR INMUNOAGREGADOS SOLUBLES DE 1gG.

Se estudiaron los efectos de PCA-4248 (1 mg/Kg) vy Nitrendipino (10 ug/Kg) sobre la hipoténsién

inducida tras la administracion i.v, de inmunoagregados de IgG a la dosis de 9 mg/Kg en rata anestesiada,
Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC para cada uno de los grupos de tratamiento se muestran en

la Tabla XXIII, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre los valores basales para cada

uno de los grupos de tratamiento.
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Resuftados

P.A.S, P.A.D, P.A M. F.C.
{(mmHg) immHg) {mmHag) {l.p.m.)
SOLVENTE 145 +6.5 109+ 6.1 122 +4.7 445+ 14.5
PCA-4248 138+4.8 103+5.6 114+£5.1 454 +11.8
NITRENDIPINO 144+ 3.3 106+2.8 118:+£2.7 385+7.4

Tabla XXII.- Valores basales de P.A.S., PA.D., PAM. v F.C. para cads uno de fos grupos de

tratarmientao.

Media = E.E.M. n= 6. L.p.m. = latidos por minuto,

El posible efecto protector de PCA-4248 {1 mg/Kg) y Nitrendipino (10 wg/Kg) se estudid

administrando ambos 5 minutos antes de la infusién de los inmunoagregados de 1gG.

La administracion previa del solvente o de PCA-4248 no produjo ningdin cambio significativo sobre

ka presion arterial (Tabla XX1V), mientras que el Nitrendipino produjouna disminucién de la PAS (-9.2+4.2

mmHg) v PAD (-9.1+3.9 mmHg) estadisticamente significativa con respecto al control y PCA-4248

{p < 0.08) {Figuras 29 y 30).

LLa administracién intravenosa de inmunoagregados solubles de 1gG, a dosis de 9 mg/Kg, produjo

wuna calda maxima de la PAS y PAD de -72.5+ 6.6 y -58.7 + 4.2 mmHg, respectivamente a los 1-2 minutos

cle su administracién; a partir de este tiempo, el efecto hipotensor fue revirtiendo paulatinamente pero no

llegdé a alcanzar el valor control después de 30 minutos de experimento (Tabla XXIV, Figuras 29 y 30). La

administracion del solvente {PEG-400) a dosis de 0.1 ml/Kg, no produjo ningdn efecto sobre la hipotension

inducida por inmunoagregados de |gG (Tabla XXIV}.
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Resulftados

0 min 3 min 5 min 15 min 30 min

igG 9 mg/Kg
F.C. 100 £0.1 96.5£ 2.1 93.9+3.5 96.4+ 2.0 1000+0.2
P.AS. +0.5+0.1 -72.5+86.6 -68.7 +5.2 -30.0x6.1 -7.5+4.7
P.AD. +0.6+0.2 -687+4.2 -h3.7+2.3 -26.2+ b1 -5,0+3.6
P.A.M, +0.5x0.1 -63.3+4.9 -58.6+3.2 -27.4x0.2 -5,2x4.0

SOLVENTE
F.C. 99.8+1.4 96.3x2.86 98.0+x3.4 97.7+x2.0 100.8x2.7
P.A.S. +0.3+0.7 -74.24+6.2 -68.3+:5.6 -32.1+56.8 -12.5x6.3
P.A.D. +0.6+0.8 -68.7x4.4 -54.2+3.0 -26.7+ 3.8 -7.56x4.3
P.AM. +0.4+0.8 -62.7x4.4 -57.7x3.4 -28.8x 5.1 -8.3+5.0

Tabla XXIV.- Efectos del Soivente sobre los cambios inducidos por inmuncagregados solubles de
IgG (9 mg/Kg) sobre la PAS, PAD, PAM [mmHg) y FC fexpresado como porcentaje de cambio
normalizado al valor 100%],

Media + E.ELM. n= 6.

El pretratamiento con Nitrendipino por via intravenosa a dosis de 10 pg/Kg, redujo ligeramente la
hipotensién inducida por inmunoagregados de 1gG {-45.4+ 3.8 mmHg para la PAS vy -37.8+ 3.5 mmHMg
para la PAD) {p <0.05) (Figuras 29 y 30). PCA-4248, a la dosis de 1 mg/Kg, produjo una mayor proteccion
frante a la hipotension inducida por inmunoagregados de 1gG {-23.7 £ 4.1 mmHg parala PASy-19.6x4.9
mmHg para la PAD), siendo estadisticamenta significativa con respecto al control y a Nitrendiping (p<0.01
y p<0.05, respectivamente) {Figuras 29 y 30). Ademés, la reversién de la hipotensidn inducida por
inmunaagregados solubles de IgG fue més répida en el grupo tratado con PCA-4248, alcanzéndose el valor

control a los 15 minutos postadministracidn.
Sobre la FC, se observd una taquicardia a los 3 minutos de la administracion de los inmunoagrega-

dos de 1gG en el grupo tratado con el PCA-4248, mientras que en los grupos tratadas con el inmunoagre-

gado y Nitrendipino se observé una disminucién de la FC {Figura 31).
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Figura 29.- Efectos del PCA-4248 y Nitrendipino sobre la reduccion de fa PAS inducida par
inmunoagregados solubles de 1gG (9 mg/Kg. f.v.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se
representa la calda de PAS en mmHg. En abcisas, ef tiempo {minutos),

Cada punto representa la media = E.EM. n= 6.
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Figura 30.- Efectos del PCA-4248 y Nitrendipino sobre la reduccion de la PAD inducida por
inmunoagregados solubles de lgG (9 mg/Kg, iv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se
representa la calda de PAD en mmHy. En abcisas, el tiempo (minutos]),

Cada punto representa la media + E.EM. n= 6,
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Figura 31.- Efectos del PCA-4248 y Nitrendipino sobre los cambios de la FC inducides por

inmunoagregados solubles de IgG (3 mg/Kg, iv.) en ratas anestesiadas. En ordenadas se

representa ef porcentaje de cambio normalizado al valor 100%. £n abelsas, ef tiempo (minutos).

Cada punte representa la media + E.E.M, n= 6.

2.3.2.

REVERSION DE LA HIPOTENSION INDUCIDA POR INMUNOAGREGADOS SOLUBLES DE IgG.

Los valores basales de PAS, PAD, PAM y FC obtenidos en rata anestesiada correspondientes al

grupo del solvente (PEG-400) y PCA-4248 para dosis de 9 mg/Kg de inmunoagregados solubles de I1gG

se muestran en la Tabla X XV. Puede verse que no existen diferencias estadisticamente significativas entre

los valores basales para cada grupo de tratamiento.
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Resuftados

P.AS, P.A.D, P.AM, F.C.

{mmHg) {mmHg) (mmHg) {l.p.m.)
SOLVENTE 149+ 6.5 108561 122 +4.7 445