
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

Facultad de Ciencias Químicas

~IuuhIflrnLutu!‘53095573
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

PCA-4248: UN ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DEL PAF

CON ACTIVIDAD TERAPEUTICA POTENCIAL EN EL

SHOCK SEPTICO

TESIS DOCTORAL

M’ del Mar Gómez Rodríguez

1993



Universidad Complutense de Madrid

Facultad de Ciencias Químicas

Departamento de Bioquímica y Biología Molecular

PCA-4248: UN ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DEL PAF

CON ACTIVIDAD TERAPEUTICA POTENCIAL EN EL

SHOCK SEPTICO

Directores:

Dr. Mariano Sánchez-Crespo

Prof. Investigación C.S.I.C.

Dr. Carlos Sunkel Letelier

Dtor. Dpto. Investigación ALTER

SA.

TESIS DOCTORAL

M~ del Mar Gómez Rodríguez

1993



5. A. DE PRODUCTOS OUIMICO-FARMACÉUTICOS

LosdoctoresD.Mar¡anaSánchez-Crespo,DoctorenMed¡cinayProfesordelnvestigacián

del Conseja Superior de Investigaciones Científicas, y D. carlos Sunkel Letelier, Doctor en

Ciencias Químicas y Director del Departamento de Investigación de Laboratorios ALTER S.A.

CERTIFICAN: Que Doña M~ del MarGómez Rodríguez, Licenciadaen ciencias Químicas

par la Universidad Complutense de Madrid, ha llevado a cabo bajo su dirección los trabajos

necesarios para la realización de la presente tesis doctoral.

Y para que conste, firman la presente en Madrid, a lO de Noviembre de 1993.

Directores de la tesis doctoral.

¿f&’tt>

Pdo. Dr. M. Sánchez-crespo

7.

Tutor: Pdo. Dra. T. Portolés Pérez

¾‘

¡SN -—tU
( Dr. c. Sunkel

ti
xl;

Doctorando: Pdo. U.U. Gómez Rodríguez

MATEO NURRIA, 30- 28036 MADRO - APARTADO 594- TEL.. 3592000 TELEX? 22946 ALTX-E - ¡EL EFAX 3591821

9. M. MADRID - ¡.320- E. 60-VI 8.105-- INSCRP. 1.’



ABREVIATURAS

AA: Acido araquidónico.

ADP: Difosfato de adenosina.

AMPc: 3,5 Fosfato cíclico de adenosina.

ATP: Tritosfato de adenosina.

Bmax: Unión máxima.

eSA: Albúmina bovina sérica.

Cafl: Concentración de calcio citosólico

CMC: Carboximetilcelulosa.

DAG: Diacilglicerol.

1 ,4-DHPS: 1 ,4.Dihidropiridiflas.

DM50: Dimetilsulfóxido.

ED50: Dosis efectiva 50%.

ED80: Dosis efectiva 800/o.

EDTA: Acido etilendiamino tetraacético.

EGTA: Acido etilenglicol-bis-03-amiflOmetiléter) N,N,N,N-tetraacét¡co.

EPF: Factor temprano del embarazo.

E.S: Error standard.

IML.P: N.formil-metionhl-leUCil-feflhlalaflina.

GMPc: Monofosfato cíclico de guanidina.

GP: sn-Glicero-3-fosfato.

GPC: sn-Gticero-3-fosfocOlifla.

GTP: Guanosina 5-trifosfato.

HMTC: Valor hematocrito.



HEPES: Acido N-2-hidroxietilpiperacina-N -2-etanosulfónico.

1C50: Concentración que provoca una inhibición 50%.

IgE: Inmunoglobulina E.

IL-1: Interleuquina 1.

IL-6: Interleuquina 6.

IP3: Inositol trifosfato.

lCD: Constante de disociación.

K<: Constante de inhibición.

Liso-PAF: 1 -O-hexadecil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina

LPS: Lipopotisacárido de E. Cdi.

LTB4: Leucotrieno B4.

LTC4: Leucotrieno 04.

LTD4: Leucotrieno 04.

LTE4: Leucotrieno E4.

~ Anión superóxido.

PAF: Factor activador

PC: Fosfatidilcolina

PEG: Polietilenglicol.

PGE2: Prostaglandina E2.

POs: Prostaglandinas.

PHA: Fitohemaglutinina.

Pís: Fosfoinosítidos.

PKC: Proteína kinasa 0.

PLA2: Fosfolipasa A2.

PLC: Fosfolipasa 0.

PMNs: Leucocitos polimorfonucleares.

P.P.P.: Plasma pobre en plaquetas.

de plaquetas. 1 -Q-hexadecil-2-acetil-sn-glicero-3-tosfocolina



P.R.P.: Plasma rico en plaquetas.

TNF: Factor de necrosis tumoral a.

TXA2: Tromboxano A2.
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RESUMEN

El factor activador de plaquetas (PAF) es un mediador fosfolipídico implicado en muchos

procesos fisiológicos y patológicos, entre los que se pueden mencionar el asma, la anafilaxia,

alteraciones cardiovasculares y el shock séptico. El PAF actúa sobre las células a través de

receptores específicos en la membrana celular.

Desde hace varios años la síntesis y el desarrollo de compuestos antagonistas del

receptor del PAF ha supuesto para la investigación farmacobiológica un interesante tema de

estudio. El objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar la actividad de una molécula de nueva

síntesis con estructura 1,4 dihidropiridínica. El PCA-4248 es un derivado del núcleo de 1,4-

DHPs, carente de la actividad sobre el sistema cardiovascular que generalmente se asocia

a este tipo de moléculas, pero que posee actividad antagonista del receptor del PAF.

Los resultados presentados en esta tesis demostraron que el PCA-4248 es capaz de

antagonizar los efectos del PAF en células aisladas y en modelos animales que trataban de

reproducir algunas de las situaciones patológicas en que parece estar implicado este mediador.

Se demostró que la actividad del PCA-4248 era debida a la capacidad del compuesto para

unirse de manera específica, competitiva y reversible al receptor del PAF de distintos tipos

de células procedentes de especies animales diferentes.

Por último, la relación que existe entre el PAF y otros mediadores, fundamentalmente

citoquinas y metabolitos de ácido araquidónico, en distintas situaciones patológicas, nos llevó

a profundizar en el estudio de la actividad del compuesto sobre estas interacciones “in vitro’

e ‘in vivo”. Los resultados obtenidos mostraron que el PCA-4248 resultó activo en los modelos

dependientes de la cooperación de PAF-citoquinas, presentando además de su actividad

antagonista del receptor del PAF, capacidad para antagonizar algunos efectos del factor de

necrosis tumoral.
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1 EL FACTOR ACTIVADOR DE LAS PLAQUETAS ES UN AUTACOIDE

DE NATURALEZA FOSFOLIPIDICA.

La existencia de un factor activador de plaquetas como mediador de fase fluida de las

reacciones anafilácticas, se propuso por primera vez en la segunda mitad de los años 60,

cuando se observó que la adición de antígeno a células sensibilizadas de conejo provocaba

la activación de los leucocitos”2’3, y la liberación posterior de histamina de las plaquetas.

En 1972 se descubrió que el leucocito implicado era el basófilo, la clase de anticuerpo

responsable de la sensibilización la IgE, y se propuso el nombre de factor activador de las

plaquetas para el mediador soluble4, cuyo acrónimo sobre las iniciales en inglés es PAF. En

1979, tres grupos independientes de investigadores propusieron la estructura del PAF como:

1-O-alquil-2-acetil-sn-gliceril-3-fosfocolina5’6’7, y en 1980 se confirmó esta estructura por

espectrometría de masas del PAF obtenido de basófilos de conejo8 <Figí>.

En la actualidad, existe aún controversia sobre la composición de la cadena unida al

carbono en posición 1 del glicerol. Así, mientras algunos autores describieron la existencia

exclusiva de 1 -O-hexadecil-PAF, otros describen también la existencia de especies moleculares

16:0, 17:0,18:0,18:1, 15:0y22:29.

El PAF no es un autacoide que se acumule en las células, sino que se produce en

respuesta a la estimulación. Entre las células capaces de producirlo se deben mencionar:

macrófagos, células endoteliales, polimorfonucleares, monocitos y plaquetas.
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CH § (CH 2> nGH

CH3000

o CH3
CH~iP(CH2> [CH

1H~

Donde n=16,17,18.

FIGURA 1. Eslrucf ura del PAF.

A partir de la definición de la estructura del PAF se propusieron vías de síntesis y

catabolismo. Una clave importante para el estudio del metabolismo del PAF fue la identificación

de liso-PAF en los tejidos, compuesto con propiedades estructurales únicas para ser

considerado precursor y producto del catabolismo, y carente de actividad biológica.

La diversidadde efectos ejercidos por el PAF sobre una gran variedad de células diana,

sugirieron la existencia de vías metabólicas de cuya regulación depende la concentración de

PAF en los tejidos. Estas vías son:

1 El denominado ciclo de activación - inactivación.

2 Biosíntesis de novo.

3 Otras rutas metabólicas.
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1.1 PRODUCCION DEL FACTOR ACTIVADOR DE LAS PLAQUETAS: CICLO

DE ACTIVACION - INACTIVACION.

La idea que el liso-PAF es precursor y producto del catabolismo del PAF se basa en

dos hechos experimentales:

- La demostración en un gran número de tipos celulares de una acetiltransferasa

específica para PAF, cuya activación coincide con la estimulación celular y la

producción de PAF.

- La observación de que la inhibición de la actividad PLA2 reduce la formación

de liso-PAF y de PAF
10.

La actividad de la PLA
2 se modula por varios factores: los niveles de Ca

2t una proteína

de la familia de las lipocortinas11, la cantidad de ácidos grasos disponibles y la presencia

de metabolitos de cicloxigenasa y lipoxigenasa. Por otro lado, la actividad de la acetiltransfe-

rasa es controlada por los niveles de iones calcio en el citosol12. Por último, reacciones de

fosforilación/defosforilación modulan la actividad de las lipocortinas y de la acetiltransferasa

Paralelamente a la formación de PAF, se produce la inactivación por una actividad

acetilbidrolasa citosólica y extracelular, especialmente abundante en el plasma43. La actividad

acetilhidrolasa se diferencia de la PLA
2 en varios aspectos: es independiente de calcio, es

específica para cadenas cortas de ácido graso en la posición sn-2 y se localiza fundamental-

mente en el citosol
14. Esta reacción da lugar a la formación de liso-PAF. El liso-PAF formado

se metaboliza por la transferencia de un radical de ácido graso de cadena larga en posición

sn-2 por la acción de una aciltransferasa. Los 1 -O-aIquil-2-O-acil-GPC resultantes se reincor-

poran a la membrana completando el ciclo15(Fig.2).
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INACTIVACION

Acil - S - CoA

Alquilacil -GPC

(R=Ac. graso)

SEOLIPASA AP

Acido graso

Acetato

ACETILHIDROL.ASA

CHji (CH 2> nCH ~

RO -CH CH3

¿:HjiÑCH2> [—CH3

LISO - PAF

(R=H>

PAF

(R=CH 300>

CETIL2XANSFERASA

Acetil - GoA

ACTIVAClON

FIGURA 2. CIclo de activacién - inactlvaelón del PAF

En estudios realizados en distintos tipos de células, se observó que el AA es uno de

los ácidos grasos que se incorpora mayoritariamente en el ciclo. Esto hecho implica que 1-O-

alquil-2-O-araquidonit-GPC sería el precursor de PAF y AA
16. Esto representaría un importante

punto de contacto entre dos familiasde mediadores lipídicos. Sin embargo, publicaciones más

recientes17 indican la existencia de una transacilasa CoA independiente con actividad de

fosfolipasa y acetiítransferasa. Esta enzima intercambiaría araquidonato entre los fosfoglicéridos

de etanolamina y colina y éste sería el mecanismo que iniciaría la producción de PAF. Estos

experimentos indicarían que la generación de ambos tipos de mediadores no estarían

regulados por un paso limitante común que es la activación de la PLA
2

16, al menos en

ACILTRANSEERASA
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polimorfonucleares humanos.

1.2 BIOSíNTESIS DE NOVO.

Además de el ciclo de activación-inactivación anteriormente descrito, se ha demostrado

una vía de biosíntesis de PAF por la transferencia de fosfocolina a los 1 -O-alquil-2(R)-

cetilgliceroles19(Fig.3). Esta vía empezó a recibiratención cuando se produjeron las siguientes

observaciones:

- El hexadecanol marcado puede incorporarse a la vía biosintética del alquilgli-

cero120

- La transformación de alquií-liso-GP en alquilacetil-GP por la acción de una

acetilCoA acetiltransferasa.

- El alquilacetil-GP se defosforila para generar un alquilacetil-G21.

En el caso en que fa acilación ocurriera por una aciltransferasa específica de

araquidonato se obtendría 1-O-alquil-2-araquidonil-GPC. Este mecanismo puede constituir una

fuente alternativa de lípidos de membrana y sería el nexou entre ambas vías de biosíntesis.

1.3 OTRAS RUTAS METABOLICAS.

Aparte de la acetilhidrolasa descrita en el ciclo de activación-inactivación, el PAF no

se degrada directamente por ninguna de las rutas catabólicas comunes a los éteres lipídicos.

El liso-PAF, sin embargo, es substrato de una monoxigenasa tetrahidropterina alquil-GPC

dependiente, responsable de la rotura de las uniones éter de los O-aíquil-éteres. El resultado

de esta reacción enzimática seria la eliminación del liso-PAF del medio y la obtención de al-

dehídos grasos de cadena larga y GPC.
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ALQUTL- LISO-GP

Acetil -S- CoA ALQUIL-LISO-GP

ACETILTRANSFERASA

ALQUTL-ACETIL-GF

ALQUTL-ACETIL-GP Po ‘~
4

POSPOHIDROLASA

ALQUIL-ACETIL-G

CD?- Colina COLINFOSFOTRANSFERASA

PAF

FIGURA 3. Bioslntesis de novo.
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2 ACTIVIDADES FISIOLOGIGAS Y FARMACOLOGICAS DEL PAF.

En la actualidad, se considera aeste autacoide como un mediador en la comunicación

celular, que exhibe un amplio rango de actividades biológicas en distintos tipos de células y

órganos (Fig.4>, y parece estar implicado en una serie de situaciones fisiopatológicas.

MONOCITOS, MA~ROWAQOS EOSfl#OFILOS

bdOVTLIZACION DE CALCIO QUIhIIOTAXIS

QUIMIOTAXIS FRODUCCION DE SUPEROXIDO

AC,REGACIO=J
PRODUCCION DE SUPEROXIDO

PRODUCCION DE PGs Y TXs

CELtILAS b~SANGIALES

PRODUCCIOtJ DE SUPEROXIDO

SíNTESIS DE POs PAF

PRODUCCION DE Lis

1EUTROFILOS

QUIMIOTAXIS

OUIMIOOTJINESIS

ACRECACION

SíNTESIS DE Lis Y JIETEs

PRODUCCION DE SUPEROXIDO

MOVILIZACION DE CALCIOPLAQUETAS

SECRECION

AGREGAd 014

MOVILIZACTON DE CALCIO

CELTJLAS ENDOTELIALES

MOVILIZACION DE CALCIO

SíNTESIS DE TXs ADHERENCIA DE NEDTROFILOS

ACTIVACION DEL METABOLISMODE FIs

FIGURA 4. Etano. d.I PAF .obre d¡.tinta célula diana.
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La definición del perfil de acciones biológicas de este mediador ha precisado estudios

en distintas preparaciones:

1 Células aisladas.

2 Organos en perfusión.

3 Modelos experimentales de distintas patologías.

2.1 CELULAS DIANA.

Entre las distintas células diana destacan: plaquetas, leucocitos, macrófagos, etc.

2.1.1 PLAQUETAS.

La observación de que el PAF se liberaba de las plaquetas cuando se estimulaban

con onóforo A231 87, trombina, colágeno o con el propio PAF, sugirió que éste mediador podía

participar en lo que se ha denominado la tercera vía de activación plaquetaria22. Pero en

condiciones fisiológicas lo usual es que las plaquetas reaccionen frente al PAF procedente

de otras células de su entorno, especialmente leucocitos.

El PAF induce sobre las plaquetas agregación, cambio de forma, degranulación,

desensibilización, aumento de la concentración de Ca2~ intracelular, fosforilación de proteínas,

estimulación del metabolismo de Pís y AA, formación de metabolitos de ácido araquidónico

y aumento de los niveles de AMPc.

La capacidad de respuesta de las plaquetas frente al PAF varía entre las diferentes

especies animales. Induce agregación de plaquetas de humanos, conejos, perros, gatos,

caballos y cobayas a unas concentraciones en el rango nanomolar. Sin embargo, las plaquetas

de ratón o rata no responden al PAF23. Esta incapacidad de las plaquetas de rata y ratón

para responder a PAF, se debe a la ausencia de receptores de alta afinidad para PAF en estas
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especies

El grado de estimulación de las plaquetas por PAF es dependiente de la dosis. A bajas

concentraciones (0.2-10 nM) provoca una agregación monofásica y reversible de las plaquetas

humanas. Mientras que a concentraciones mayores <10-100 nM) induce una primera fase de

agregación, que va seguida de una segunda onda que se acompaña de la liberación del

contenido de sus gránulos.

El primer fenómeno fisiológico que se puede apreciar en respuesta al PAF esel cambio

de forma y éste parece ser independiente de la presencia de cationes divalentes y del

metabolismo de AA25. En plaquetas de conejo, el PAF aumenta la entrada de Ca2 extracelular

en forma dependiente del tiempo, la temperatura y la concentración. Esta actividad es indepen-

diente de ADP y de la producción de metabolitos de la cicloxigenasa26. Sin embargo, aunque

no se conocen bien los mecanismos que regulan la agregación y la secreción, ambos

mecanismos son dependientes del flujo de Ca2~ 27

El papel del Ca2~ en la transducción de la señal iniciada por PAF, esta íntimamente

relacionado con las primeras fases de la activación plaquetaria. El PAF provoca una desapari-

ción rápida de Pís causada por la activación de la PLC en plaquetas humanas, de conejo y

de caballo. Ello da lugara la aparición simultánea de DAG y ácido fosfatídico, que se comporta

como un onóforo del Ca2~. El aumento de la concentración de ácido fosfatídico es la causa

de la movilización de Ca2 unido a membrana. Por otro lado, el incremento en los niveles de

DAG permite la activación de la PKC, que se encarga de la fosforilación de proteínas y

especialmente de la cadena ligera de miosina plaquetaria que, como resultado final, causa

26la liberación de serotonina en las plaquetas activadas

Aunque el mecanismo subyacente entre la estimulación inicial y la respuesta final no

se conoce bien, se sabe que hay dos vías de activación en plaquetas claramente identificadas:

- Formación de endoperóxidos de PGs y TXA
2, ambos metabolitos de AA por

la vía de la cicloxigenasa.
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Secreción de ADP, acumulado en los gránulos densos, que se regula mediante

un mecanismo de “feed-back”.O

Se ha comprobado que el PAF es capaz de activar las plaquetas y en presencia de

inhibidores de la cicloxigenasa (aspirina o indometacina) y también de enzimas que secuestran

el ADP (apirasa). Por esta razón, se ha propuesto que el PAF puede ser el mediador de la

llamada tercera vía de activación29. Esta teoría ha sido ampliamente discutida por la existencia

de resultados contradictorios, que indicaban que la activación por PAF parecía estar mediada

por la cicloxigenasa y ADP. Sin embargo, se comprobó que sólo a concentraciones bajas de

PAF existe un sinergismo positivo con otros agonistas.

La interacción de PAF con su receptor plaquetario lleva a la activación de distintas

rutas metabólicas. Estas rutas incluyen la activación de una GTPasa que inhibe la adenilato

ciclasa produciendo una disminución de AMPc y por tanto un aumento del Ca2 intracelular.

En segundo lugar, activa las fosfolipasas de membrana, dando como resultados la formación

de metabolitos de ácido araquidónico y un aumento de DAG e IP
3. El aumento de IP3 dará

lugaral aumento de Ca
2~ intracelular y el DAG activará la PKC. En último caso, la PKC a través

de la fosforilación de distintas proteínas, será la causante de la activación plaquetaria. El PAF

induce, además, la apertura de un canal de Ca2~ no dependiente de voltaje. Es importante

destacar, que al parecer, la respuesta del PAF requiere la activación de las diversas rutas

mencionadas y que una sola de ellas no llevaría a la activación de las plaquetas30.

2.1.2 LEUCOCITOS.

Se sabe que los PMNs humanos y de diversas especies animales pueden liberar PAF

o liso-PAF cuando se estimulan adecuadamente3132. Monocitos33, macrófagos10 y eosinófi-

los~ también lo liberan cuando se activan con ionóforo de Ca2~ <A 23187), partículas de

zimosan o IgE.
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Polimorfonucleares

.

El PAF produce en los polimorfonucleares varias respuestas como degranulación,

agregación, quimiotaxis, quimioquinesis, aumento de la explosión oxidativa, aumento de la

adherencia celular y estimulación del metabolismo de AA35.

El proceso de degranulación de los neutráfilos por PAF depende de la temperatura,

de la generación de energía por glicolisis y de la disponibilidad de grupos sulfhidrilo. La

presencia de Ca2~ extracelular y citocalasina B aumenta el proceso de degranulación, mientras

que antagonistas de calmodulina inhiben el proceso de forma dosis dependientt. Esta agrega-

ción requiere la presencia de Ca2 y Mg2 extracelular, y es independiente de los metabolitos

de la cicloxigenas; sin embargo, metabolitos de la lipoxigenasa como LTB
4 podrían aumentar

la respuesta
37.

La quimioquinesis inducida por PAF se produce con bajas concentraciones, mientras

la quimiotaxis requiere concentraciones más altas, los metabolitos de cicloxigenasa no influyen

en el proceso, mientras que los productos de la lipoxigenasa son inhibidores38.

Por último, el PAF provoca la producción de anión superóxido en neutrófilos pretratados

con citocalasina B. La respuesta no depende de la concentración36. No se ha observado que

exista sinergismo con el LTB
4, ni desensibilización de las células para responder a LTB4 o

fMLP, después de una primera exposición a PAF. Por tanto, este mediador parece ser un

estímulo especifico para la producción de anión superóxido
39.

Los sosinófilos son células sensibles a la estimulación por PAF. El PAF produce el

movimiento al azar y dirigido, y la respuesta es dependiente de la dosis y de mayor intensidad

que la observada con otros factores, como LTB
4, fMLP, histamina o factores quimiotácticos

de eosinófilos
40. Se ha demostrado que el PAF está relacionado con la acumulación de

eosinófilos en los lugares de inflamación. Así, inyecciones peritoneales de PAF al cobaya
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producen la acumulación de eosinófilos en las vías respiratorias41.

Los eosinófilos pulmonares de los casos de neumonía eosinofílica poseen núcleos

hipersegmentados y son de baja densidad. Tradicionalmente, se había aceptado que el factor

quimiotáctico de eosinófilos y ciertas linfoquinas, eran las que daban lugar a características

de este tipo, pero recientemente se ha comprobado que los quimioatrayentes, histamina y PAF

inducen también hipersegmentación y baja densidad nuclear42.

Macrófacios y monocitos

.

El PAF desencadena la combustión oxidativa en macrófagos, con la consiguiente sín-

tesis de prostanoides <PGE y TXB
2), aumento de consumo de glucosa y agregación en

monocitos.

El PAF desencadena la agregación de monocitos circulantes en forma dosis-

dependiente. En humanos, este proceso requiere cationes divalentes y gíicolisis
43. A pesar

de que la explosión oxidativa se inicia directamente por el PAF, la respuesta está modulada

por los metabolitos del AA, siendo los metabolitos de la lipoxigenasa activadores y los de la

cicloxigenasa inhibidores”. Al igual que en las plaquetas, el PAF induce la entrada de Ca2

extracelular y la movilización del intracelular5.

Linfocitos

Hasta hace poco tiempo, se pensaba que los linfocitos no eran capaces de sintetizar

PAF, pero hallazgos recientes indican que esto podría no ser cierto. En primer lugar, los

linfocitos son capaces de producir liso-PAF cuando se estimulan con onóforo de calcio

A2318746. En segundo lugar, secretan grandes cantidades de PAF cuando se estimula el

receptor Fo47, y por último, células leucémicas de tipo T y B liberan PAF cuando se estimulan
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con PHA, A23187 y acetil CoA48.

Sobre el papel funcional del PAF en los linfocitos, se supone que controla la

proliferación de las células T, ya que en células estimuladas inicialmente con LPS y,

posteriormente con una concentración baja de PAF se induce un aumento en la síntesis de

IL-149. Además, se ha observado que el PAF causa un incremento en la [Ca2i
1,que podría

influir en la proliferación dependiente de calcio.

2.1.3 EFECTO SOBRE OTROS TIPOS CELULARES.

Las células endoteliales son también capaces de sintetizar PAF, pero en este caso

no se (ibera, sino que permanece asociado a las células y sólo un pequeña parte sale al

exterior. El PAF asociado a las células sirve como señal para que otras células, sobre todo

PMNs, se unan al endotelio. Porotro lado, el PAF es capaz de producir en células endoteliales

un aumento transitorio de la concentración del calcio citosólico ~ El PAF sirve también como

señal celular en la comunicación entre células hepáticas sinusoidales y del parénquima. En

cultivos primarios de células mesanglales, el PAF induce la liberación de tromboxanos y

prostaglandinas. Este efecto está asociado con el cambio de forma y la producción de especies

reactivas de oxígeno.

2.2 EFECTOS SOBRE ORGANOS AISLADOS.

2.2.1 APARATO RESPIRATORIO

Se ha observado que inyecciones de PAF a conejos a la dosis de ng/kg causan una

alteración aguda de los sistemas cardiovascular y pulmonar. Así, se desarrolla hipertensión

pulmonar, aumento de la resistencia y disminución de la complianzabl. Además estas
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alteraciones ocurren con aparición de broncoconstricción, que se desarrolla asociada a la

liberación de histamina, TXA2 y prostaglandinas. Otra característica común en todos estos

procesos es la acumulación de macrófagos en los espacios alveolares, cambiosdegenerativos

en el epitelio alveolar y en las células endoteliales, y acumulación de plaquetas y PMNs en

52

la luz de los capilares alveolares
Por otro lado, los pulmones aislados de cobayas sensibilizadas liberan PAF cuando

se perfunden con antígeno por las vías repiratorias
53. De los hechos descritos se deduce

que el pulmón es un órgano diana del PAF. Puesto que este mediador se libera también por

las células que infiltran el pulmón, se puede inferir que juega un papel importante en los

procesos inflamatorios pulmonares.

2.2.2 SISTEMA CARDIOVASCULAR.

El PAF induce alteraciones cardiacas similares a las observadas en la anafilaxia

cardiaca. Los efectos sobre el corazón aislado son depresivos y dependientes de la dosis,

pero con características bifásicas. En algún caso los metabolitos de la cicloxigenasa juegan

un papel en la mediación de estas respuestas54.

Por otro lado, el PAF induce vasodilatación arterial en el sistema circulatorio periférico,

“55

que es la responsable del efecto hipotensor observado “in vivo

2.2.3 APARATO DIGESTIVO.

El PAF es uno de los agentes ulcerogénicos más potentes en la rata. Este efecto no

está mediado por plaquetas o productos de la vía de la cicloxigenasa, ni tampoco por los

receptores de histamina o adrenérgicos56. Sin embargo, va acompañado de una reducción

del número de PMNs circulantes y un aumento de la adherencia de éstos al endotelio57.
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Por otra parte, el PAF a concentraciones nanomolares, induce una contracción lenta

y persistente del íleo de cobaya, mientras que a concentraciones mayores provoca una

contracción rápida que va seguida de una relajación. También en otras regiones del intestino,

como duodeno, yeyuno y colon produce contracciones en forma dosis-dependiente. El hecho

de que exista una desensibilización en todas las regiones del intestino para una segunda

estimulación por PAF, pero no por otros agentes, parece indicar que la contracción muscular

inducida por el PAF es a través de un receptor propioS8.

Resultados similares se han obtenido utilizando el PAF para reproducir los procesos

de enterocolitis necrosante causados por la administración de LPS o TNF59. Esta respuesta

parece estar mediada por metabolitos de la lipoxigenasa, puesto que inhibidores de esta

actividad enzimática, alivian la situación, mientras que inhibidores de la cicloxigenasa la

agravan. En este modelo, el PAF también podría contribuir al desarrollo de las lesiones por

sus acciones sobre el metabolismo de lípidos y carbohidratos.

2.2.4 OTROS TEJIDOS.

El PAF estimula el metabolismo de fosfoinosítidos y la disminución de los niveles de

AMPc en el higado. También altera la glicogenolisis ~puesto que estos efectos no

se inhiben por la acción de antagonistas a o 13 adrenérgicos. La acción del PAF sobre estos

procesos parece ser distinta a la de agentes como la angiotensina o vasopresina61. Sin

embargo, podría estar relacionada con productos de la cicloxigenasa, ya que los inhibidores

son capaces de suprimir los efectos inducidos por este mediador62.

La estimulación de tejido renal con ¡onóforo de calcio produce la liberación de PAF,

el cual ejerce acciones directas sobre las funciones renales, como son la reducción del flujo

sanguíneo renal, de la filtración glomerular y de la excreción urinaria de sodio63. También

se ha podido determinar en este tejido que la administración de PAF da lugar a la producción
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de prostaglandinas.
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FIGURA 5. Efectos del PA~ “in vivo”.

2.3 EFECTOS FARMACOLOGICOS DEL PAF SOBRE EL ANIMAL DE EXPERI-

MENTACION: ANALOGíAS CON MODELOS PATOLOGICOS EXPERIMENTA-

LES.

2.3.1 PAPEL DEL PAF EN REACCIONES INFLAMATORIAS.

Son numerosas las razones que inducen a considerar al PAF como un importante

mediador de las reacciones inflamatorias:



introducción 28

- En primer lugar, distintos tipos de células inflamatorias producen PAF.

- En segundo lugar, la administración de este mediador reproduce muchos de

los efectos observados en las reacciones inflamatorias, especialmente, de las

reacciones inflamatorias agudas, porque induce la agregación de plaquetas,

aumenta la permeabilidad vasculart induce la formación de edema y juega

un papel importante en la acumulación de células inflamatorias en el sitio de

la mfla mación64

Por el contrario, existen pocas evidencias que lo impliquen en las reacciones

inflamatorias crónicas, puesto que éstas se caracterizan por la infiltración de células mononu-

cleares y por la proliferación de fibroblastos, células del músculo liso y células de la pared

vascular.

2.3.2 ASMA Y ANAFILAXIA SISTEMICA.

La implicación del PAF en el asma se basa en su capacidad para inducir: broncocons-

tricción, inflamación pulmonar e hipersensibilidad y en las analogías existentes entre sus

efectos y los inducidos por el antígeno. Otros posibles mediadores de la inflamación como

son la histamina o los metabolitos del ácido araquidónico, son capaces de inducir broncocons-

tricción e inflamación pulmonar, pero no hiperreactividad bronquialt~.

No existe un modelo perfecto para estudiar el asma; sin embargo, el modelo de shock

anafiláctico en cobayas ha sido usado ampliamente. La inyección del antígeno a cobayas

activamente sensibilizados, reproduce algunas de las características cl inicas del asma. En

estos modelos, tiene lugar un aumento de la resistencia pulmonar y un descenso del umbral

para la respuesta, que van acompañadas por alteraciones hematológicas, como descenso del

recuento de plaquetas y leucocitos circulantes. Las semejanzas que existen entre estas

alteraciones inducidas por PAF y las que ocurren durante el shock anafiláctico sistémico,
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sugieren que este mediador puede participar en la patogenia del asma.

La inyección intravenosa de ng de PAF desencadena una marcada broncoconstricción

asociada a hipotensión sistémica. A pesar de que esta broncoconstricción depende de la

presencia de plaquetas circulantes, no parece que en ella estén implicados los productos de

la cicloxigenasa ya que ni la aspirina, ni la indometacina, modifican el procesot Por el

contrario, la administración de PAF en aerosol provoca una broncoconstricción independiente

de plaquetas y de la liberación de histamina que requiere la producción de derivados de la

cicloxigenasa, ya que es inhibida por aspirintk Esto indica que dependiendo de la ruta de

administración utilizada, el fosfolípido estimula diferentes tipos celulares y la producción de

segundos mensajeros para dar lugar a los efectos broncopulmonares ya mencionados.

Otra posible implicación del PAF en el asma, se relaciona con su capacidad de

potenciar la broncoconstricción inducida por otros agentes. En el asma se produce hiperreactivi-

dad bronquial no específica relacionada con la inflamación del pulmón. Cuando el PAF se

administra bien por vía sistémica o por inhalación, se produce un aumento de la reactividad

respiratoria que suele durar hasta siete días66. La magnitud y la duración del fenómeno son

muy parecidas a los que presentan los pacientes asmáticos frente al antígeno69. El

mecanismo de acción no está muy claro, pues compuestos de muy diferentes características

como ketotifén, hidrocortisona o teofilina son capaces de anular los efectos. Se ha postulado

que el mecanismo podría ser el resultado de un efecto no espasmogénico del PAF que

implique la formación de edema, la infiltración de plaquetas, eosinófilos y el daño del epitelio.

2.3.3 EL PAF EN LAS ALTERACIONES CARDIOVASCULARES.

El PAF produce diversos efectos farmacológicos sobre distintos componentes de

sistema cardiovascular, lo que exige hacer una descripción diferenciada sobre corazon,

circulación sistémica, circulación pulmonar y microcirculación.
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En corazón es destacable la vasoconstricción coronaria y el efecto inotrópico negativo

producido por PAF. Además, a concentraciones mayores de 1pM, produce una disminución

del flujo coronario, arritmias ventriculares y un bloqueo aurículo-ventricular. En experimentos

llevados a cabo en corazón aislado, se analizó el líquido de perfusión y se midieron en él

cantidades significativas de LTC4, LTD4 y LTE4. Estos hechos sugieren que al menos parte

de los efectos observados son consecuencia de la capacidad del PAF para dar lugar a la for-

mación de peptidoleucotrienos. Por otro lado, el PAF que se sintetiza rápidamente por los

granulocitos frente a un estímulo hipóxico, parece ser también un importante mediador de

algunos fenómenos que se producen en la isquemia miocárdica70.

Sobre la circulación sistémica, el PAF es el causante de la hipotensión arterial y de

una disminución de tas resistencias periféricas. Este efecto es dependiente de la dosis y es

irreversible con dosis altas. Estos hechos han sido observados en ratas, conejos y cerdos,

pero existen discrepancias para explicar su mecanismo. El PAF no es capaz de producir la

relajación de arterias aisladas, por esto se piensa que en este fenómeno, están implicados

factores de relajación del endotelio. Algunos estudios han explicado el estado de shock como

una consecuencia de la hipertensión pulmonar y de un fallo en el ventrículo derecho del

corazón, lo que provoca que el ventrículo izquierdo no pueda llenarse bien y, en consecuencia,

71la aparición de una disminución del rendimiento cardíaco y el colapso circulatorio

Los etectos más importantes a nivel de la circulación pulmonar son: el aumento de la

presión pulmonar, la acumulación de proteínas plasmáticas y la hemoconcentración. Estos

efectos no son bloqueados por inhibidores de cicloxigenasa, por bloqueantes de canales de

calcio, ni por antihistamínicos, lo que hace pensar que son efectos directos del PAF’2. El

efecto del PAF sobre la microcirculación, está íntimamente relacionado con su papel en los

procesos de inflamación aguda, a la que anteriormente nos hemos referido.

Recientemente se ha implicado al PAF en la aterogénesis y se ha descrito aumento

de la actividad PAF-acetifhidro(asa en el plasma de pacientes con hipertensión73.
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2.3.4 EL PAF EN EL SHOCK ENDOTOXICO.

El shock séptico es la respuesta del organismo frente a bacterias Gram-negativas. Se

caracteriza por la aparición de: hipotensión sistémica, hipertensión pulmonar, aumento de la

permeabilidad vascular, broncoconstricción y ulceración gastrointestinal. Todos estos síntomas

se reproducen por la inyección intravenosa de lipopolisacárido bacteriano <LPS). El tiempo

de retraso observado entre la administración de LPS y la aparición de los síntomas sugirió

la posibilidad de que el LPS produjera la liberación de mediadores endógenos. En un principio

se pensó en los metabolitos del ácido araquidónico, pero estudios realizados con inhibidores

de 5-lipoxigenasa demostraron que éstos influyen ligeramente en la evolución del proceso74,

y en consecuencia se pensó en otros mediadores.

En la actualidad, el se considera el shock endotóxico como un proceso complejo en

el que participan diversos mediadores humorales y celulares con efectos sinérgicos o aditivos

entre los que se incluyen: aminas vasoactivas, péptidos generados durante la activación del

complemento, eicosanoides, citoquinas como la IL-1 y el TNF, y lípidos bioactivos como el

PAF.

La posible participación del PAF en el shock se basa en varios hechos:

- La administración de PAF a los animales de experimentación mimetiza el estado

de shock63.

- Se han detectado niveles elevados de PAF en el plasma y en tejidos de

animales tratados con LP575.

- La utilización de antagonistas de PAF parece mostrarun efecto protector sobre

los animales en estado de shock76.

También el TNF mimetiza algunos de los efectos que producen las inyecciones de LPS,

y se ha observado aumento de su concentración en plasma77 en el shock endotóxico.
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Aparentemente, y como hipótesis de trabajo se puede aceptar que los efectos biológicos del

LPS dependen de la producción de TNF y de PAF; y además son notables las relaciones entre

ambos mediadores. Resultados obtenidos recientemente78, indican que la estimulación de

diversos tipos celulares bien por PAF o TNF puede inducir la liberación del otro mediador de

forma reciproca.

Al igual que el TNF y el PAF, la IL-1 se libera por los macrótagos estimulados por LPS

y, a su vez, la producción de eicosanoides también es modulada por IL-1, TNF y PAF.

Esta liberación recíproca de PAF y citoquinas ha llevado a proponer la existencia de

ciclos positivos de ‘feed-back”, en los que el el PAF y el TNF tendrían un papel esencial en

las fases iniciales que van a desencadenar la liberación de otras citoquinas y factores de

crecimiento que, a su vez, entrarán a formar parte en otras fases del ciclo79. Sobre estas

bases, la estrategia de tratamiento del shock séptico debe ser multifactorial e incluir la

utilización de anticuerpos monoclonales anti-TNF e IL-1, inhibidores de 5-lipoxigenasa y an-

tagonistas del PAF80.

2.3.5 EL PAF EN OTROS ESTADOS PATOLOGICOS.

Otras situaciones patológicas en las que el PAF podría estar implicado son las

siguientes:

- Rechazo de órganos transplantados.

- Alteraciones del sistema nervioso central.

- Las primeras etapas del embarazo.
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Rechazo de orcianos transplantados

.

La primera indicación de que el PAF podía estar implicado en el rechazo de órganos

es su implicación en las reacciones hiperagudas de rechazo. Estas son reacciones causadas

por anticuemos preformados, en las que están implicadas la activación del complemento y

la agregación intravascular de plaquetas. Sin embargo, este tipo de reacción no es la que

ocurre en los pacientes que presentan rechazo. La mayoría de estos pacientes presentan un

proceso que no es de tipo humoral sino mediado por células. En este caso, se observa

infiltración de linfocitos y monocitos, siendo poco conocido el papel que juegan las plaquetas,

que se acumulan en la zona del transplante. El rechazo implica acumulación de linfocitos y

proliferación de linfocitos. Para que ocurra la proliferación, los linfocitos deben recibir dos

señales de los macrófagos: la presentación del antígeno y la producción de IL-1. Por esta

razón, se pensó que el PAF podría estar implicado en la proliferación de linfocitos, pues los

macrófagos son sensibles al PAF yen su presencia aumenta la producción de IL-1 50• Por tanto,

IL-1 y PAF podrían estar relacionados con la amplificación de la respuesta. Además, se sabe

que los macrófagos liberan PAF y éste aumenta la concentración de Ct intracelular en

distintos tipos de células, por lo tanto podría activar la proliferación de linfocitos por una via

dependiente de los niveles de Ca2~. Experimentalmente, se ha observado que la utilización

de antagonistas del PAF en combinación con ciclosporina produce un aumento en la supervi-

vencia de los transplantes.

Alteraciones del sistema nervioso central

.

Algunos estudios han demostrado que el PAF induce diferenciación neuronal en líneas

celulares como la NG 108-15. Este efecto depende del tiempo de incubación y de la

concentración. Cuando la concentración utilizada era menor que la que causaba la diferencia-
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ción máxima el autacoide era citotóxico. Este hallazgo hizo pensar que el PAF podría ser uno

de los factores que participan en los procesosde degeneración neuronal irreversible asociada

con daños de la médula espinal. Los mecanismos bioquímicos responsables de este efecto

no se conocen, pero se piensa que quizás esten relacionadoscon el aumento de la concentra-

ción de Ca2~ intracelular81, pues se ha demostrado en hipocampo de rata que el PAF es capaz

de movilizar el Ca2~ intracelular82, Estos estudios han alcanzado recientemente un nuevo

impulso tras el aislamiento del mRNA del receptor del PAF en el encéfalo, cuya localización

preferente incluye hipotálamo, corteza cerebral y bulbo raquídeo83.

El PAF en las etapas tempranas del embarazo

.

Se ha visto que el PAF y las enzimas implicadas en su metabolismoB4 estan presentes

en el líquido amniótico humano. De hecho, el embrión de mamíferos sintetiza PAF en las seis

primeras horas de fertilización, y ello que provoca la activación intravascular de las plaquetas.

En ratones, algunos primates y en humanos este hecho da lugar a trombocitopenia85.

Además, en embriones en cultivo, su capacidad para producir PAF disminuye con el paso del

tiempo, y se piensa que este hecho está relacionado con la incapacidad para el desarrollo

de los embriones en cultivo. En mamíferos, el éxito de una implantación requiere la activación

rápida de blastocitos, y de esta forma es posible que el PAF liberado cause la activación de

las plaquetas que a su vez liberan factores capaces de activar de los blastocitos y favorecer

la implantación.

Se ha relacionado el PAF con el EPF (factor temprano de embarazo). El PAF sintético

es capaz de inducir en una hora, aproximadamente, la expresión del EPF en ratones hembra

en cualquier estado de su ciclo del extro, excepto en el metaextro. Se ha identificado el PAF

con lo que en un principio se llamo’”factor de óvulo”, que está considerado como la primera

sustancia que se libera por el óvulo fertilizado.
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3 RECEPTORES DEL PAF

La existencia de receptores para el PAF ha sido demostrada por varios hechos:

- En primer lugar, sólo el estereoisómero (R) del PAF es activo y estimula la

agregación y la degranulación de plaquetas y neutrófilos86.

En segundo lugar, el PAF es capaz de desencadenar sus efectos biológicos

a concentraciones muy bajas <del orden de 0.1 nM). Además, se ha observado

que ocurre una desensibilización en los tejidos cuando se exponen por segunda

vez al PAF.

- Por último, compuestos considerados como antagonistas del PAF son capaces

de inhibir sus efectos.

La presencia de receptores para el PAF se mostró por primera vez con experimentos

de unión de [3H]PAF67.Se encontraron receptores de alta afinidad en plaquetas de conejo,

caninas y humanas, en monocitos, en PMNs de humanos y en membranas plasmáticas de

células de distintos tejidos. La afinidad y el número de receptores varia con el tejido y es

específico para las distintas especies animales. El perfil de receptores se correlaciona bastante

bien con los efectos que ejerce el PAF sobre distintos tejidos y distintas especies. Así, se

observa que las plaquetas de conejo son mucho más sensibles al PAF que las plaquetas

humanas y se ha observado que estas últimas tienen un número menor de sitios de unión

por célula. También se ha observado que las plaquetas de rata son totalmente refractarias

a la acción del PAF y esto coincide con su ausencia de receptores88.

Los primeros intentos de aislar el receptor del PAF en membranas de plaquetas

revelaron que era una proteína de aproximadamente 160 KDa y con un punto isoeléctrico de
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8.0. Estudios más recientes han permitido la donación del receptor del PAF y el análisis de

la secuencia de nucleátidos y aminoácidos ha mostrado que pertenece a la superfamilia de

receptores acoplados a proteínas G, aunque su estructura tridimensional aún no ha sido

determinada89. La obtención del cONA del receptor del PAF de leucocitos humanos ha

mostrado un 83% de homología de secuencia con el receptor de pulmón de cobaya90. Estos

abordajes moleculares han permitido la realización de estudios funcionales en células COS-7

transfectadas que expresan el receptor deIPAF, que han mostrado la formación de IP
3 al añadir

el ligando y la implicación de una proteína ~91~

La unión de rH]PAF a membranas de plaquetas de conejo está regulada por cationes

monovalentes, divalentes y GTP. La unión [
3H]PAFse inhibe de manera específica por la

presencia de iones Na~ y también en menor extensión por Li~, sin embargo, se potencia por

la presencia de It Cs y AV y de cationes divalentes como Mg2~, Ca2~ y Mn2~. Por otro lado,

la presencia de GTP causa también inhibición de la unión del PAF a su recepto&. Estas

observaciones sugieren que el receptor está asociado al sistema de la adenilato ciclasa a

través de una proteína inhibitoria que regula los nucleótidos de guanina.

3.1 AGONISTAS DEL PAF-ACETER.

Después de la determinación de la estructura del PAF se empezaron a sintetizar

análogos de este fosfolípido con varios objetivos:

- Saber cuáles eran los requerimientos estructurales que daban cuenta de la

actividad biológica del PAF.

- Comprobar si se podían obteneragonistas del PAF que mantuvieran los efectos

favorables, pero no los potencialmente nocivos.

- Descubrir antagonistas específicos del receptor del PAF para el tratamiento de

los procesos patológicos en los que estaba implicado.
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Modificaciones en Cl
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FIGURA & ModifIcaciones en el esqueleto glIcérido.

Se llevó a cabo la síntesis de distintos agonistas variando los sustituyentes del

esqueleto glicérido (Fig.6).

3.1.1 MODIFICACIONES EN LOS SUSTITUYENTES.

Modificaciones en el C-i: Se observó que la unión éter que une la cadena

alifática a la estructura glicérida del PAF es un requerimiento absoluto, ya que la

sustitución de éste por un grupo éster o un átomo de azufre hace desaparecer casi

totalmente la actividad. Modificaciones en la longitud de la cadena alifática (y por tanto

en la lipofilia), su grado de saturación e inclusión de sustituyentes mostraron los

siguientes resultados:

- Sólo las cadenas con 16 y 18 carbonos tienen una actividad parecida a la del

PAF
93.
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La existencia de uno o dos dobles enlaces refuerza la actividad del agonista94.

La inserción de sustituyentes como grupos fenilos o derivados dorados o fluo-

rados se traduce en una disminución de la actividad del agonista95.

Estos resultados sugieren que el papel principal de la cadena en posición sn-1

era aportar la hidrofobicidad necesaria para la actividad de los agonistas.

* Modificaciones en el C2: El interés de realizar cambios en C2 partió del hecho

de que la enzima que hidroliza el grupo acetilo transforma el PAF en liso-PAF que es

un metabolito inactivo96. Por otro lado, es un hecho comprobado que la quiralidad

de este carbono es fundamental, pues los isómeros <5) carecen de actividad. Por

último, estudios realizados sobre la longitud de la cadena y su volumen demuestran

que ambos factores son definitivos y que sólo presentan actividad máxima cuando los

sustituyentes poseen un radio de Van der Waals de unos 6-7 M798.

* Modificaciones en C3: Han llevado a la conclusión que es crítica la distancia

entre el grupo fosforilo y la cabeza polar positiva, pues al aumentar la distancia entre

ambos desaparece la actividad. Además, la presencia del grupo fosfato es fundamental,

por su capacidad para soportar una carga negativa99.

3.1.2 ISOMEROS DE POSICION.

Se ha investigado la actividad de los distintos isómeros de posición <C1/C2 y C2/C3)

y sus enantiómeros. Cabría esperar que la posición o distribución de los tres sustituyentes

en el PAF fuera fundamental para su actividad. Sin embargo, existe muy poca diferencia en

actividad entre los distintos isómeros de posición, y parece que sólo la quiralidad del carbono

dos es fundamental para la actividad del PAF.
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3.1.3 CAMBIOS EN EL ESQUELETO DE GLICERINA.

Los cambios realizados sobre el propio esqueleto glicérido demostraron que la longitud

del esqueleto era también fundamental para la actividad1~.

3.2 ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL PAF.

Existen muchos compuestos que son antagonistas de alguna de las acciones biológicas

del PAF, pero no lo hacen de un manera específica. Entre ellos podríamos citar algunos como:

cromoglicato, MK-771, naxolona, ticlopidina o atropina. También muchos inhibidores de la

fosfolipasa A
2, de tromboxano y de los leucotrienos. Pero nos vamos a referir sólo a aquellos

antagonistas específicos del receptor del PAF. Para hacer un breve resumen de los

compuestos existentes en la actualidad, los clasificaremos inicialmente en: naturales y

sintéticos.

3.2.1 ANTAGONISTAS DE ORIGEN NATURAL.

Lignanos o terpenos obtenidos de plantas y algunos compuestos procedentes de

hongos o bacterias son los que componen este grupo (Fig.7).

Los ginkólidos BN-52020, BN-52021, BN-52023 y BN-52024 son una familia de terpenos

hexacíclicos obtenidos del extracto de las hojas del árbol G¡nko biaba que demostraron una

actividad significativa como antagonistas de PAF
101. Estudios realizados en pacientes (fase

102

III) han demostrado que BN-52021 es efectivo en el tratamiento del shock séptico
La kadsurenona, un neolignano aislado de la planta Piper futokasura parece ser un

inhibidor específico del PAF103. Estructuras derivadas de éste como las kadsurinas han
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demostrado tener una actividad menor.
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FIGURA 7. AntagonIstas de oríge,, naturaL

El último grupo de derivados naturales lo constituyen el FR-491 75, aislado del Pen¡c¡Iium

terlikowskii, y FR-900452 aislado del Streptomyces phaeofaciens~.

3.2.2 ANTAGONISTAS SINTETICOS.

Inicialmente, la mayoría de estos compuestos eran de estructura semejante a la del

PAF pero existen en la actualidad muchos antagonistas sintéticos cuya estructura no está

relacionada con la del autacoide.
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Análogos de PAF

.

El primero que se describió fue el compuesto CV-3988 de Takeda105. Es un producto

capaz de inhibir la agregación plaquetaria inducida por PAF a concentraciones micromolares,

9CONHC 1~-13Y

o

9PO(CH

CV-3988 (1)

2>2

CH9CONHC í~37

O

CH9~O(CH
2) ~

o-

831-63 072 (2)

Nx2~I3

H3C CH3

O

CH~O (CH 2>2
¡ -7-

0- 3

931-63 073

FIGURA & Antagonistas r.laclonados esflctnwhnente con el PAF.

mientras que no presenta efecto alguno sobre la agrgación inducida por AA y ADP. También

se ha mostrado su actividad ‘in vivo” en la hipotensión inducida por PAF. Por lo general, estos

compuestos son activos “in vitro” e “in vivo” cuando se administran por vía intravenosa, pero

no por vía oral. El CV-3988 sirvió de base para la síntesis de análogos del PAF, como la serie

de Sandoz que incluye al SRl 63-119 y al SRI 63~O721O6 <Figa).

CH

CH9—CH

CH
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La ciclación de partes de la estructura del PAF condujo a la segunda familia de

compuestos. Entre ellos se pueden citar SRI 63-073 <Sandoz) o algunos de los compuestos

de Hoffmann-La Roche. Estos compuestos presentan menor actividad que los lineales107

<Fig.8).

CO-N O
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CI

WEB 2170

CONH 2

£
N

N

HP 48740 (6)

FIGURA Y. Antgonlstas no ,Maclonado. e.tmctomlmnte con el PAF.

Antagonistas no relacionados estructuralmente

.

El primero de los desarrollados por Rhone-Poulenc Santé fue el RP-48740 (Fig.9).

Pertenece a una serie de pirrolo[1 ,2-c]tiazol-7-carboxamidas entre las que cabría destacar

CH CH CO-
2 2CH ~

N 1

cl

WEB 2086
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también al RP-59227 y al RP-66681106

Otro grupo de antagonistas lo constituyen los derivados de benzodiazepina desarrolla-

dos después de observarse que algunas triazolobenzodiazepinas psicotrópicas eran ligera-

mente inhibidoras del PAF. La posibilidad de separar la actividad sobre el sistema nervioso

central de su capacidad antagonista frente a PAF dio lugar a un importante grupo de an-

tagonistas del PAF. Los compuestos más importantes de esta clase son: WEB-2086 Y WEB-

2170109 (Fig.9). Ambos han demostrado una potente actividad antagonista “in vitro” e “in vivo”.

3.3 MODELO DEL RECEPTOR DEL PAF.

De los datos obtenidos de los experimentos realizados con agonistas y antagonistas

se han propuestos diversos modelos de la posible conformación de los sitios de unión para

109

el PAF en membranas
Se ha comprobado que la actividad disminuye cuando disminuye la longitud de la

cadena de ácido graso, mientras que la introducción de un grupo polar en la estructura de

los antagonistas disminuye su actividad. Por tanto, la existencia de un grupo apolar lipofílico

parece esencial para la actividad agonista y antagonista. Esto significa que la cadena de ácido

graso del PAF entra en la membrana en una zona hidrofóbica. La entrada de la cadena y

la posición relativa que pasa a ocupar la función etóxido en comparación con el entorno

hidrofóbico donde se encuentra va a suponer un cambio de fluidez en la membrana y en su

metabolismo. Por tanto, la activación de la membrana puede ocurrir a raíz de una transferencia

electrónica entre los dobletes del oxígeno de la función éter y un lugar desconocido en la

membrana que llamaremos “diana” y que será una región deficiente en electrones. Por esta

razón, la sustitución de la función éter por un tioéter u otras, aunque mantengan la longitud

de la cadena, impiden la transferencia electrónica e imposibilita la activación de la membrana.

La longitud y el volumen del sustituyente en posición sn-2 son los factores más
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importantes. La eficacia obtenida para agonistas con cadenas cortas podría deberse a que

esta cadena participa en el anclaje del PAF a la membrana. La disposición de la cadena polar

con respecto a los fosfolipidos de la membrana mejoraría. Esta interpretación se confirmaría

porque sólo el isómero <R) del PAF posee actividad.

La influencia de la presencia de grupos cuaternarios y la longitud de la cadena del C3

demuestran la importancia de la cabeza polar en la unión del PAF.

A partir de estas informaciones se ha propuesto el siguiente modelo de interacción en

el receptor del PAF (Fig. 10). La unión del PAF influiría sobre la conformación del lugar “diana”

de la membrana bien por una transferencia de carga, bien por una modificación de la fluidez

en la vecindad o destruyendo las interacciones externas entre proteínas y la cabeza polar de

los fosfolípidos110.

La activación del lugar “diana” desencadenaría dos sucesos:

- Hidrólisis de GTP y activación de la PLC, activando por tanto el metabolismo

de fosfoinositidos. El 1P3 y DAG actuarían como segundos mensajeros: PS

provocaría la movilización de calcio y el DAG la activación de la PKC.

La internalización del complejo PAF-receptor por un mecanismo desconocido

que podría ser activo o pasivo. El PAF entonces seria desactivado por la

acetilhidrolasa citosólica, tranformándose en liso-PAF. La eliminación del liso-

PAF de la célula se realizaría a través de la aciltransferasa que llevara a cabo

la acilación del grupo hidroxilo de la posición 2-R para dar lugar a alquil-acil-

gliceril-fosfocolina que entraría de nuevo a formar parte de la membrana como

un fosfolípido estructural.

Estudios posteriores realizados en función de los mapas electrostáticos tridimensionales

de varios potentes antagonistas de PAF demostraron en todos ellos la existencia de dos nubes

electrostáticas de potencial negativo llamadas por los autores “cache-oreilles”111. Estas dos

paredes de potencial negativo están situadas a 1 8O~ una de otra y localizadas a una distancia
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máxima entre 10-12 A. Las moléculas presentan también un fragmento hidrofóbico. El modelo

propone que estas nubes electrónicas podrían ser el factor mas importante en la interacción

de estas moléculas con el receptor del PAF y que el fragmento hidrofóbico seria el tercer punto

Exterior hidrofflico de la membrana

E=16 kcal mal1 Me

Me
Mc Respuesta

celular

FIGURA lO. Modelo dei ‘saptor del PAF.

de anclaje de las moléculas a la membrana. En contra de lo postulado anteriormente, el par

de electrones del oxígeno no parecían tener un efecto significativo en el sitio de unión. El

receptor sería, por tanto, un cilindro polarizado con un diámetro de 10-12 A. Pero este modelo

o o-
‘<1

P
1’o o H

sitio deanclaje
de C-2 estéricamente
limitado

E.~2-5 kcal mol1

‘bolsillo hidrofóbico
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choca con la estructura del propio PAF y con la característica heterogeneidad mostrada por

el receptor en distintos tipos de células.

Investigaciones recientes de relación estructura-actividad han modificado algo el modelo

anterior. Las modificaciones consisten en la existencia de dos bolsillos hidrofóbicos situados

en lugares opuestos. Sólo una de estas regiones es la responsable del efecto agonista. Por

otro lado las zonas de potencial negativo constituirían una región única flexible a lo largo de

todo el cilindro. Este modelo no estaría en conflicto con la idea de heterogeneidad del receptor

ni con el concepto de flexibilidad de un receptor de membrana112.
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4 ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El grupo de investigación de laboratorios ALTER SA. ha estado interesado en la

modulación del anillo de las dihidropiridinas y en el estudio de la actividad asociada a este

núcleo a lo largo de los últimos años. Las 1,4 dihidropiridinas han sido consideradas tradicional-

mente como drogas activas en el sistema cardiovascular. Sin embargo, a partir de la síntesis

de diversos derivados de esta estructura, se ha observado que algunos poseen actividad como

antitrombóticos y que carecen de efecto cardiovascular113. Estos compuestos no presentan

ninguna de las propiedades farmacológicas tradicionalmente asociadas a su estructura como

son:

- Propiedades antagonistas frente a canales de calcio operados por voltaje.

- Inhibición no selectiva de la activación plaquetaria.

- Efectos vasodilatadores.

- Actividad cardiaca.

Sin embargo, inhibían la activación plaquetaria inducida por PAF y otros agonistas ‘in

vitro’, bloqueaban la unión del PAF a su receptor en plaquetas y eran activas frente a algunas

de las acciones del PAF “in vivo”, aunque a dosis relativamente altas.

Durante el “screening’ de una nueva serie de moléculas se observó que las 4-alquil-1 ,4-

dihidropiridinas con una función tioéter unida a través de un puente alquilénico al grupo

carboxilato de la posición C3 del anillo, presentaban actividad como antagonistas específicos

del PAF. Entre ellas las más activas parecían ser las que tenían un resto alquilico pequeno

(cadena con uno o dos carbonos) unido al carboxilato de la posición C5 y un sustituyente

aromático unido al átomo de 5 del tioéter.
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El objetivo de este trabajo es el estudio de una nueva estructura de 1,4 dihidropiridina,

seleccionada entre las anteriores, que muestra una actividad antagonista selectiva frente a

PAF, carece de actividad sobre canales de calcio, y de los efectos cardiovasculares característi-

cos de los antagonistas de calcio.

Aunque existen otrasmoléculas activas, el estudio se centraráen la molécula de clave

PCA-4248. que es uno de los compuestos de la serie que muestra con actividad potencialmen-

te más favorable para su desarrollo farmacológico. Se estudiará la capacidad del PCA-4248

[5-metoxicarbonil-2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridina-3-carboxilato de 2-(feniltio)etilofl para bloquear

las acciones tanto de PAF exógeno como de PAF endógeno en modelos “in vitro” e “in vivo”.

1. En los experimentos in vitro”, estudiaremos la capacidad del PCA-4248 para

inhibir:

La respuesta de diversas células estimuladas por PAF.

- La unión del PAF a su receptor en los mismos tipos celulares mencionados

anteriormente.

2. En modelos “in vivo” comprobaremos:

- El efecto del antagonista para suprimir o aliviar ciertos efectos producidos por

PAF en diversos modelos animales.

3. Se centrará también el estudio en la efectividad de este antagonista en modelos

dependientes de la generación de PAF endógeno por LPS y TNF.

4. Por último, se intentará definir el mecanismo de acción del PCA-4248 como

antagonista del PAF.

Tal vez sea aún temprano para predecir con seguridad el futuro impacto de los

antagonistas de PAF en medicina, ya que su utilidad terapéutica deberá ser evaluada en

numerosas situaciones clínicas. Sin embargo, la evidencia obtenida de estudios en animales
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de experimentación y de un limitado número de ensayos clínicos, apoya la hipótesis de que

el PAF desempeña un papel importante en la mediación de algunas reacciones inflamatorias

agúdas, en el asma, en el shock séptico y en reacciones anafilácticas.

Por tanto, el desarrollo de antagonistas cada vez más específicos, potentes y con mayor

duración de acción representan un atractivo e interesante temade investigación de la farmaco-

logía y la biología celular para la industria farmacéutica.
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1TAMPONES Y SOLUCIONES

SOLUCION ANTICOAGULANTE (ACD)

Citrato trisódico 8OmM

Acido cítrico 65mM

Glucosa 111 mM

SOLUCION SALINA TAMPONADA CON FOSFATO (PBS)

CINa 121 mM

Na2HPO4 SmM

KH2PO4 1.5 mM

CIK 2.7 mM

pH = 7.4, ajustada con Na2HPO4 ó KH2PO4

TAMPON FOSFATO SALINO 1 LIDOCAINA

CINa 113 mM

Na2HPO4 BmM

KH2PO4 1.5 mM

CIK 2.7 mM

Lidocaina clorhidrato 10 mM

pH = 7.4, ajustado con NaOH.
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TAMPON HEPES 1 BICARBONATO

HEPES 5mM

pH = 7.4, ajustado con NaHCO3 al 7.5%

TAMPON HEPES/CINH4

MERES lOmM

CINH4 lSOmM

pH = 7.4

MEDIO TAMPONADO CON 1-tEPES PARA PMNs

CINa 150 mM

CIK 2.7 mM

HEPES 2mM

Glucosa 0.10/o

BSA 0.25%

pH = 7.4, ajustado con NaOH.

MEDIO PARA EL LAVADO DE PLAQUETAS

Acido cítrico 18 mM

CIK 5mM

CINa 103 mM

CI2Mg lmM

CI2Ca 2mM

pH = 6.5, ajustado con NaOH.
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TAMPON NOMINAL LIBRE DE Ca2

HEPES 10 mM

CINa 145 mM

CIK SrnM

C(
2Mg lmM

Glucosa 10 mM

pH = 7.4, ajustado con KOH

SOLUCION DE TYRODE SIN Ca
2~

CINa 139.7 mM

CIK 2.7 mM

NaHCO
3 12 mM

CI2Mg 0.5 mM

NaH2PO4 1.8 mM

pH = 7.25, ajustada con NaHCO3.

SOLUCION DE TYRODE CON Ca
2

CINa 137 mM

CIK 2.7 mM

NaHCO
3 l2mM

CI2Mg 0.5 mM

Cl2Ca 2.7 mM

NaH2PO4 1.8 mM

pH = 6.8.
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SOLUCION DE TVRODE TAMPONADA CON HEPES (con Ca2i

CINa 137 mM

01K 2.7 mM

NaHCO
3 12 mM

CI2Mg lmM

CI2Ca 2mM

NaH2PO4 0.4 mM

HEPES 0.5 mM

pH = 7.4, ajustada con NaOH.
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2 REACTIVOS

SIGMA CHEMICAL CORPORATION, St. Louis, U.S.A.

Albúmina de suero bovino, fracción V (ESA).

Acido araquidónico.

Apirasa.

ATP.

Azida sódica.

Azul de Trypan.

Colorante de Wright.

N - formil - MET - LEU - PHE (fMLP).

HEPES.

lndo-1 -AM

Lipopolisacárido de E. coli 0111 B4 <LPS).

Sistema Luciferasa-luciferina.

Luminol.

L - a - O - Hexadecil - - acetil - y - fosfatidilcolina (L-PAF).

Peroxidasa (de rábano picante, tipo VI).

PGEV

Triton X-100.
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CALBIOCHEM CORPORATION, La Jolla, U.S.A.

- Factor de necrosis tumoral -a <TNFJ.

- lonomicina de Streptomices conglobatus.

PHARMACIA-LKB BIOTECNOLOGY AB, Uppsala, Sweden.

- Dextrano T-500.

- Ficolí - Paque.

- Sepharosa 2B

DUPONT, N.E.N., Boston, U.S.A.

- Hexadecil-2-acetil-sn-gliceril-3-fosforilcolina, 1-O-[ Hexadecil-1 ,2-3H(Nfl <[3H]

PAF).

KYOTO DAIICHI KAGAKU CO. LTD., Kyoto, Japan.

- ADP.

Colágeno <de tendón bovino).

Epinefrina.
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CULTEK S.L., Madrid, Spain.

- Medio de cultivo RPMI 1640, con 2g/l de NaHCO3 y sin glutamina.

E. MERCK, Darmstadt, Germany.

Todos los reactivos utilizados para los tampones y soluciones descritas en el

apartado anterior.
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3 DESCRIPCION QUIMICA DEL PCA-4248.

3.1 ESTRUCTURA QUíMICA.

H CH
3

14 3COOC £00 <CH 2> 2£

H,C 143

PGA-4248

3.2 FORMULA ESTRUCTURAL.

C19H23N045

3.3 PESO MOLECULAR.

361.46

3.4 NOMBRE QUíMICO.

5-metoxicarbonil-2,4,6-Trimetil-1 ,4-dihidropiridina-3-carboxilato de 2-<feniltio)etilo.

3.5 CLAVE DE LABORATORIO.

PCA-4248

3.6 ASPECTO.

Polvo amarillo claro.

3.7 PUNTO DE FUSION.

72-74
9C <medido en un aparato Búchi 510, con un incremento de temperatura

de 12C/minuto).
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3.8 SOLUBILIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE.

En etanol >

En CHCI3 > 5%

En DMSO > 5%

EnH2O < 0.05%

3.9 ESTABILIDAD.

El PCA-4248 ha demostrado ser estable sin sufrir ningún cambio en estado

solido durante tres meses a una temperatura ambiente de 31
0C, y con una

humedad relativa del 70%114

3.10 SíNTESIS.

El PCA-4248 se preparó usando una modificación de la síntesis de Hantzsch,

según la descripción de Fax y coltt5, según el esquema (Fig.11). En primer

lugar, el aducto de dicetena-acetona <1) se rompe a 1000C para dar acetilace-

tona (II). Este compuesto es inestable y reacciona inmediatamente con el

alcohol <III) para dar lugar a un p-cetoéster <IV). La reacción de este último con

el 3-aminocrotonato correspondiente <V) en presencia de formaldehído da lugar

finalmente a la ciclación de la molécula, con lo que resulta la 1 ,4-dihidropiri-

dina(VI).
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CH ~
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FIGURA 11. Esquema gene,.1 de sIntesís de 1,4. díhldroplndlnas.
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4 ESTUDIOS EN CELULAS AISLADAS

4.1 ENSAYOS SOBRE PLAQUETAS.

4.1.1 OBTENCION DE LAS CELULAS.

Se realizaron experimentos en diversos tipos de preparaciones de plaquetas obtenidas

como se describe a continuación.

Preparación de plasma rico en plaquetas (PRP)

.

El plasma rico en plaquetas se obtuvo de sangre de conejos y en algunos casos de

voluntarios sanos. La sangre se anticoaguló con solución de ACO (concentración final 1/10,

y/y) y se centrifugó dos veces a 1 72g durante 10 minutos a temperatura ambiente, para separar

el plasma rico en plaquetas <PRP). El PRP se centrifugó de nuevo a 2000g, 40C y 20 minutos

para la obtención del plasma pobre en plaquetas <PPP). El número de plaquetas en el PRP

secontó en un contador de células Coulter modelo ZM, y se ajustó, con PPP, a 300.000 plaq/p]

para humanos y 350.000 plaq/gl para conejos.

Preparación de plaquetas filtradas

.

Se preparó PRP para aislar las plaquetas según el método de Kloprogge y col.116.

El PRP aplicó en una columna de sepharosa 26 mantenida en tampón fosfato salino (PBS),
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y equilibrada previamente a su utilización en tampón Tyrode/Hepes (sin calcio) desgasificado,

con glucosa <5mM) y BSA <0.035%>. Las plaquetas se eluyeron en este tampón y su número

se ajustó a 200.000 plaq/~l. Después, la columna se lavó varias veces con tampón fosfato

salino (PBS).

Obtención de plaquetas lavadas de coneio

.

Se prepararon las suspensiones de plaquetas de conejo de acuerdo con el método

de Vargas y col.117 ligeramente modificado. La sangre anticoagulada con ACD <1/6 final,

y/y) se centrifugó para la obtención del PRP. Las plaquetas se sedimentaron por centrifugación

a 2000g, 49C durante 20 minutos. Se lavaron tres veces en tampón de lavado de plaquetas

con glucosa (1 mg/mí), BSA (3.5mg/ml), apirasa (2Egg/ml) y PGE
1 <long/mí). Por último, se

sedimentaron y se diluyeron en tampón Tyrode/Hepes <con calcio) suplementado con glucosa

(1 mg/mí) y BSA <3.Smg/ml). La solución de plaquetas se ajustó a la concentración de 350.000

plaq/frl.

4.1.2. AGREGOMETRIA Y LIBERACION DE ATP.

La agregación plaquetaria se midió en un lumiagregómetro Cronolog modelo 400,

termostatizado a 37
9C y con agitación constante de 1000 rpm, acoplado a un registrador de

doble canal. Se utilizó la técnica de Born y col.116 modilicada por Caen y Legrand119.

Los parámetros elegidos para medir el efecto inhibidor del fármaco fueron:

- Tiempo de latencia.

- Transmitancia <densidad óptica de la preparación).

- Reversibilidad e irreversibilidad de la agregación.

- Velocidad de agregación.
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El tiempo de latencia se define como el intervalo transcurrido entre la adición del

agonista y el comienzo de la de liberación de ATP.

El cambio máximo en la densidad óptica del plasma control se consideró como 100%

de agregación.

La velocidad de agregación se calcula en unidades arbitrarias y es la pendiente máxima

de la curva de agregación

Paralelamente, se midió la liberación de ATP como respuesta a la activación por los

agonistas. La determinación se realizó en la misma muestra que la agregación según el método

de Feinman y col.’20. La secreción se cuantificó mediante el registro de luminiscencia

resultante de la reacción del ATP liberado, simultáneamente con otros componentes de los

gránulos densos, con luciferasa de Photon¡us pyralis y luciferina sintética [ácido4,5-dihidro-2-

<6-hidroxi-2-benzotiazol)-4-tiazol-carboxílico].

Para la medida de luminiscencia se añadió a cada muestra 2Smg/ml de una solución

de luciferina/luciferasa en agua destilada. La calibración de la repuesta se realizó por adición

de una cantidad conocida de ATP <228 nM) a cada una de las muestras.

AQreqación por distintos acjonistas en PRP humano

.

La suspensión de plaquetas se preincubó con una solución de PCA-4248 (en DMSO

al 0<2%) durante 15 minutos a 370C antes de añadir el agonista. El PAF se añadió disuelto

en tampón Hepes/bicarbonato con BSA al 0.25%. Las muestras control se incubaron en

idénticas condiciones con 2~il/ml de DMSO. Se midió la actividad de dosis del PCA-4248 desde

10kM a 0.lnM, frente a PAF 0.1, 0.5 y lgM. También se estudió el efecto del fármaco sobre

la agregación inducida por otros agentes agregantes. Estos agonistas fueron los siguientes:

ADP <2.5¡.1M), ácido araquidónico (lmM), colágeno (1¡xg/ml) y epinefrina <Sgg/ml).
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Agregación inducida por PAF en plaquetas lavadas de coneio

.

La suspensión de plaquetas lavadas se preincubó duranteS minutos a 379C con PCA-

4248 en DMSO al 0.2%. Las muestras control se preincubaron con la misma concentración

de DMSO. La agregación se inició por la adición de PAF en tampón Hepes/bicarbonato con

BSA al 0.25%. Las concentraciones de PAF utilizadas fueron 0.2, 0.4 y 2nM, y las de PCA-

4248 desde lOuM a O.lnM.

4.1.3. ESTUDIOS DE UNION AL RECEPTOR.

Los estudios de unión al receptor del PAF en plaquetas, se llevaron a cabo en plaquetas

lavadas de conejo y en plaquetas filtradas humanas.

Estudios sobre plaquetas lavadas de coneio

.

Las plaquetas se resuspendieron en solución de Tyrode sin calcio, con glucosa 5mM

y BSA al 0.2%, se añadieron a tubos de plástico y se incubaron con distintas concentraciones

de [3H]PAF y PCA-4248 durante 30 minutos a temperatura ambiente, según el método descrito

por Valone y col.87. En los experimentos de desplazamiento del ligando, las células se

incubaron con [3H]PAF 0.2nM y distintas concentraciones de PCA-4248 (de lOgM a OmM).

Las plaquetas se aislaron por filtración a vacio con filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C)

humedecidos previamente en solución de Tyrode con calcio. El procedimiento de filtración,

incluyendo tres lavados con tampón a 4~C, se completó en 15-30 segundos. Los valores de

radiactividadasociados a los filtros se cuantificaron porespectrofotometría de centelleo líquido.

La unión inespecífica del compuesto marcado se valoró por la radioactividad incorporada en
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presencia de PAF no marcado 2kM. Los resultados obtenidos se expresaron como % de unión

específica al receptor. Tanto para los experimentos de saturación como para los estudios

cinéticos, los datos se analizaron de acuerdo con el método de Munson y Rodbard121 modific-

ado por McPherson1~. Los valores de K, se calcularon utilizando la ecuación de Cheng y

Prusoff123.

= 1C
50 / {1+[

3H] PAF]} x l/KD

donde 1C
50 es la concentración de antagonista capaz de desplazar al 50% del PAF marcado,

{[
3H] PAF} es la concentración de PAF marcado añadido al experimento <en nuestro caso el

valor igual al de K
0) y K0 es la constante de disociación del PAF con su receptor.

Estudios sobre plaquetas filtradas humanas

.

Para completar los experimentos llevados a cabo sobre el receptor de plaquetas de

conejo, se realizaron experimentos de unión al receptor de plaquetas humanas. Se utilizaron

plaquetas filtradas en solución de Tyrode suplementado con glucosa <0.1%) y albúmina de

suero bovina (0.25%> y ajustadas a 200.000 plaq/gl. Para los estudios de desplazamiento, las

plaquetas se incubaron con [
3H]PAF 0.23nM, y distintas concentraciones de PCA-4248 <1 OOgM

a 0.lnM) durante 45 minutos a temperatura ambiente. La unión inespecífica se determinó

realizando las incubaciones en presencia de PAF no marcado 2kM. Las células se incubaron

en tubos Ependorf a los que se añadió una solución 1 mM de CI
2Ca/CI2Mg. La reacción se paró

por adición de tampón a 4
0C. Las plaquetas se lavaron tres veces por centrifugación a 8000g

durante 30 segundos. Por último, se añadió una solución de Triton X-100 al 1%, en ácido
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nítrico al 5%, para inducir la lisis de las células. El contenido de los tubos se traspasó a viales

con líquido de centelleo y la radioactividad se valoró por espectrofotometría de centelleo líquido.

El porcentaje de inhibición presentado por el PCA-4248 para la unión de ~H] PAF a

las plaquetas se calculó según la ecuación:

Unión Total - Unión Total comp. x 100%
% Inhibición = ____________________________

Unión específica

Donde la unión específica era igual al valor de unión total menos la unión no específica.

4.1.4. MEDIDA DE LA MOVILIZACION DE Ca2~.

Las variaciones de la concentración de Ca2 intracelular se midieron en células en

suspensión. Se utilizó el método de Grynkiewiz’24, basado en la medición de la fluorescencia

emitida por un quelante fluorescente de calcio, el lndo-1. El quelante entra en la célula en

forma de acetoximetil ester, sustancia no polar que difunde al interior de la célula donde es

hidrolizado por las esterasas intracelulares para dar lugar al ácido libre, de carácter polar, que

queda atrapado en el interior.

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un fluorímetro de doble emisión

Cairn termostatizado y con agitación. Los experimentos se realizaron a 370C en cubetas de

2m1. La longitud de onda de excitación fue 360 nm, cuantificándose la fluorescencia emitida

a 410 y 490 nm. La fluorescencia emitida por lndo-1 a 490 nm disminuye al unirse a calcio

mientras que la señal a 410 nm aumenta al formarse el complejo Indo-Ca.
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Los experimentos se realizaron en plaquetas de conejo filtradas. Las plaquetas se

incubaron con lndo-1/AM 8kM durante una hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo,

las plaquetas se sedimentaron por centrifugación a 1400g a 40C durante 15 minutos. Tras dos

lavados con medio nominal libre de Ca2~ se resuspendieron en el mismo medio y se ajustaron

a 200.000 plaq/~l. Según el tipo de experimento se añadió a este medio una solución de calcio

lmM o de EGTA 200kM.

El PCA-4248, a concentraciones entre 0.1 y 1¡xM, y el correspondiente vehículo, se

incubaron con cada muestra durante 1 a 5 minutos antes de la adición de 0.lnM de PAF, y

se registraron las variaciones de la fluorescencia emitida a las dos longitudes de onda.

La concentración de calcio intracelular se calculó según el método de Grynkiewicz

y col.12:

pCa2~ = pK
0 + log(R-Rmin/Rmax-R)

[Ca
2~]= K

0 <R-Rmin/Rmax-R)

donde R es la relación de fluorescencia a las dos longitudes de onda para un punto dado,

Rmax es la señal de fluorescencia cuando todo el Indo esta unido a calcio, Rmin la obtenida

cuando todo el fluoróforo está libre y KD es la constante de unión del complejo Indo-Ca

(240nM). Por tanto, si se conocen los valores de KQ, Rmax y Rmin podemos calcular la

concentración de calcio.

Para la cuantificación de la concentración de calcio se hicieron calibraciones <medidas

de Fmax, Fmín y AutoF) en las siguientes condiciones: medidas de Fmax en presencia de
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lmM de calcio y con onomicina 1kM, Fmin en ausencia de calcio y en presencia de EGTA

lmM y medidas de autofluorescencia en células sin cargar con Indo. Todas las señales

obtenidas en los experimentos se calibraron en presencia de la concentración adecuada de

PCA-4248 dado que este compuesto altera el espectro de fluorescencia del Indo.

4.2 ESTUDIOS EN LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES.

4.2.1 OBIENCION DE LAS CELULAS.

Preparación de PMNs de coneio

.

Los PMNs de conejo se obtuvieron siguiendo el método de Stewart125. La sangre

extraída con ACD <1/6, y/y, final) se centrifugó en las condiciones descritas para la obtención

de PRP. La porción rica en hematíes y leucocitos se añadió sobre dextrano al 60/o <en solución

salina) y se dejó sedimentar durante una hora. La fase superior se separó y se centrifugó a

750g, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células sedimentadas se resuspendie-

ron en una solución de suero fisiológico/PPP (4/1, y/y). La suspensión de células se añadió

sobre la mitad de volumen de Ficoll-Paque y se centrifugó a iOOOg durante 30 minutos. Los

PMNs se obtuvieron de la capa inferior y se lavaron dos veces con tampón Tyrode/Hepes sin

calcio por centrifugación a lOOOg, 10 minutos a temperatura ambiente. En caso necesario,

se sometieron a una lisis hipotónica con tampón Hepes/CINH
4.

Los PMNs se contaron microscopicamente con una cámara Neubauer y se resuspendie-

ron en tampón Tyrode/Hepes en el que se utilizaron ajustados a 5.000 cél/kl. La viabilidad

de las células valorada mediante la exclusión de Azul de Trypan fue del 85-90%. La población

celular se examinó al microscopio con colorante de Wright, para valorarel porcentaje de PMNs,

el cual fue siempre superior al 95%.
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Obtención de PMNs humanos

.

Los PMNs humanos se aislaron de sangre obtenidade voluntarios sanos por sedimenta-

ción con dextrano T-500 seguida de centrifugación sobre Ficoll-Paque, según el método

modificado de Boyum y col.1~. La sangre extraída con EDTA (0.2M pH=7.4> se deja

sedimentar con dextrano T-500 al 6%, a la proporción 1.3 volúmenes de dextrano por 4.7

volúmenes de sangre, durante 30-45 minutos a temperatura ambiente. El sedimento se elimina

y el sobrenadante se centrifuga a 400g durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Las células se resuspendieron en tampón Tyrode/Hepes (con calcio) y se aplicaron

sobre dos volúmenes de Ficoll-Paque. Tras centrifugar a 1 OOOg durante 30 minutos, los PMNs

se obtuvieron de la capa inferior y en caso necesario se sometieron a un proceso de lisis

hipotónico, para eliminar los glóbulos rojos. Finalmente, las células se resuspendieron en

solución de Tyrode con glucosa y BSA y se ajustaron a 3.000 cél/kl.

4.2.2 ENSAYOS DE UNION AL RECEPTOR.

Estudios de unión al receptor en PMNs de coneio

.

El desplazamiento de la unión de PAF a los receptores de PMNs de conejo se realizó

a temperatura ambiente. Los PMNs (5000/pi) se incubaron con 0.5nM de [3H]PAF en

Hepes/bicarbonato con BSA al 0.25% y con concentraciones variables de PCA-4248 <de 1 OvM

a OmM) durante una hora. La unión no específica se valoró por la adición de ligando no

marcado a la concentración 2kM.

La reacción se paró por enfriamiento de los tubos a 400, y las células se filtraron a

vacío con filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C. Los filtros se introdujeron en viales que
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contenían líquido de centelleo y se contó la radioactividad incorporada en ellos. El método

de cálculo fue idéntico al utilizado para los estudios de unión al receptor de plaquetas de

conejo.

Estudios de unión al receptor de PMNs humanos

.

Los ensayos de unión al receptor en PMNs humanos, se hicieron según el método de

Sánchez-Crespo y col.31. Los PMNs en solución de Tyrode suplementada con glucosa y BSA

en presencia de CI
2Ca/CI2Mg 1 mM, se ajustaron a 3.000 cél/kl. Los PMNs se incubaron

durante 30 minutos a 37
0C con 0.Q6nM de [3H]PAFy distintas concentraciones de PCA-4248

<de 10kM a OmM).

La unión no específica se determinó realizando las incubaciones en presencia de PAF

no marcado 2gM. La reacción se detuvo por dilución con medio a 400, seguida de tres lavados

por centrifugación a lOOOg durante 1 minuto. Por último, se añadió una solución de Triton X-

100 <1%) en ácido nítrico al 5% a la suspensión celular y el lisado celular se añadió a viales

que contenían líquido de centelleo para el recuento de radioactividad.

El porcentaje de inhibición de unión de PAF a PMNs producido por el antagonista se

calculó de acuerdo con la ecuación descrita paralos estudios de unión al receptor de plaquetas

humanas.

4.3 ENSAYOS EN MACROFAGOS ALVEOLARES DE COBAYA.

4.3.1 OSTENCION DE LAS CELULAS.

Los macrófagos alveolares de cobaya se prepararon según el método descrito por

Maridonneau-Parini y col.127. Los macrófagos se obtuvieron por lavados repetidos en pulmón
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de cobayas anestesiados con pentobarbital sódico <6Omg/Kg) por vía intraperitoneal). Se

hicieron cinco lavados con lOmí de tampón fosfato salino (PBS)/lidocaína, a través de una

cánula introducida en la tráquea del animal.

El líquido obtenido se centrifugó a 470g durante 10 minutos a temperatura ambiente,

y las células se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con Hepes

2OmM, a la cocentración de 3000cel/kl y se dejaron estabilizar en un baño a 370C durante

dos horas. La viabilidad celular por ensayo de exclusión de Azul de Trypan, fue superior al

95% y la proporción de macrófagos del 85-90% de las células totales.

4.3.2. ESTUDIOS DE UNION AL RECEPTOR.

* Pre-incubación con LPS.

Las células se incubaron durante cuatro horas a 370C en presencia de lOOng/ml de

endotoxina bacteriana de E.coli 0111 B4 en suero fisiológico <LPS) o el vehículo apropiado.

* Pre-incubación con TNF.

Las células se mantuvieron a 379C durante cuatro horas y la citoquina, a la concentra-

ción de bU/ml en PBS con BSA al 0.1%, se añadió a la suspensión celular 15 minutos antes

de finalizar este período. Posteriormente, las células se incubaron durante una hora más a

temperatura ambiente con las concentraciones de [3H]PAF adecuadas a cada caso:

- 0.5nM PAF + vehículo.

- 1.2nM PAF + LPS.

- 1.2nMPAF+TNF.

junto con concentraciones variables de PCA-4248 10kM a 0.lnM, en DMSO al 0.2%.

Para el cálculo de unión no específica se añadió PAF no marcado 2gM.

Al igual que en PMNs y plaquetas de conejo la reacción se detuvo por inmersión de

los tubos en baño de hielo y filtración en vacío. Los resultados obtenidos se valoraron de la
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misma manera que en los estudios de unión de PAF al receptor de plaquetas de conejo.

4.3.3. ESTUDIOS DE PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO.

La producción de anión 02 se determinó en alícuotas de 0.5m1 de suspensión de

macrófagos. La medida de la luminiscencia se valoró en un lumiagregómetro Cronolog modelo

400 termostatizado a 370C. La producción de anión superóxido se determinó por quimiolumi-

niscencia, utilizando el método dependiente de luminol de Descamps-Latscha y col.’28. La

suspensión de células se incubó a 3700 con agitación constante con una solución de luminol

lOgM, en presencia de azida sódica lOOuM y de bU/ml de peroxidasa de rábano picante.

La luminiscencia emitida en cada muestra se valoró frente a un standard interno de 294 pmol

de H
202. Previamente a la realización del ensayo, las células se dejaron estabilizar durante

dos horas a 37
0C. En algunos casos se hizo una pre-estimulación con LPS <2ug/ml), TNF

(bU/mí) o PAF(2nM) durante el tiempo de estabilización a 370C. Posteriormente las células

se pasaron a la cubeta del lumiagregómetro y se estimularon con el agonista correspondiente:

TNF, PAF, LPS y fMLP. Las células se preincubaron durante 1 minuto con bOOng/ml de PCA-

4248, o vehículo, antes de la adición del agonista. Las concentraciones utilizadas de los distin-

tos agonistas fueron las siguientes:

- TNF bU/ml en PBS con BSA al 0.1%.

- LPS 2kg/ml en suero fisiológico.

- fMLP mM en PBS.

- PAF 2nM en Hepes/bicarbonato con BSA al 0.25%.
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5 ESTUDIOS ‘IN VIVO’,,

Se desarrollaron dos tipos de experimentos:

* Modelos dependientes directamente de PAF:

- Muerte e hipotensión inducida por PAF.

* Modelos en los que estimula la producción de PAF endógeno por estimulación

de diversos tipos de células:

- Shock endotóxico.

- Hipotensión inducida por LPS

5.1 AGREGACION “EX VIVO” EN PRP DE CONEJO.

Se utilizaron conejos albinos Nueva Zelanda, machos de 3 -3.5 Kg de peso. Los

animales recibieron por vía oral una dosis única de lOmg/Kg de PCA-4248 en lOml/Kg de

carboxirnetilcelulosa (CMC) al 0.5%. Los animales control recibieron un volumen igual del

mismo vehículo. Inmediatamente antes de la administración del compuesto, se implantó un

catéter en la arteria media de la oreja para proceder a la extracción de muestras de sangre.

El catéter se llenó con solución salina isotónica heparinizada y se mantuvo a lo largo de todo

el experimento. Las muestras de sangre se obtuvieron inmediatamente antes y 15, 30, 60 y

120 minutos después de la administración del compuesto en jeringas de plástico conteniendo

0.1 volúmenes de citrato al 3.8%. A partir de esta sangre se preparó el PRP en la forma

habitual, ajustándose el número de plaquetas a 3500001k1 con PPP autólogo. La agregación

se indujo en cada muestra con PAF 3,10 y 30 nM, calculándose el porcentaje de inhibición

con respecto a la respuesta de la muestra predosis.
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La significación estadística de la diferencia de respuesta entre las plaquetas de animales

tratados y no tratados se calculó aplicando el test de t de Student para datos no apareados.

52 MODELOS DE HIPOTENSION EN RATA ANESTESIADA.

5.2.1 HIPOTENSION INDUCIDA POR PAF.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley, machos de 250 gramos de peso. El protocolo de

hipotensión inducida por PAF fue básicamente el descrito por Terashita129, con ligeras

modificaciones. Las ratas se anestesiaron por vía intraperitoneal con pentobarbital sódico

<6Omg/Kg), y se cateterizó la vena femoral izquierda para la administración de PAF <1 ml/kg

en tampón Hepes/Bicarbonato con BSA al 0.25%) y PCA-4248 (0.2m1/Kg en PEG 400/suero

fisiológico 1/1). El valor de la media integrada de la presión arterial se determinó con un

polígrafo Letica modelo 2000, conectado a un transductor de presión mediante un catéter de

polietileno que se introdujo en la arteria carótida derecha del animal. Se realizaron cuatro series

diferentes de experimentos:

1 0.3 ng/Kg de PAF se inyectaron 5 minutos después de la administración

intravenosa de PCA-4248 <0.3mg/Kg). Los animales se observaron durante 15

minutos para ver el efecto protector del PCA-4248 frente a la hipotensión

inducida por PAF.

2 0.3 gg/Kg de PAF se inyectaron por vía intravenosa y cuando la caída de

presión del animal alcanzó su máximo <a los 2 minutos), se administraron

O.3mg/kg de PCA-4248 por vía intravenosa, procediéndose a registrar los

cambios de la presión arterial durante los siguientes 15 minutos. En esta serie

de experimentos se trató de caracterizar el efecto del PCA-4248 sobre la
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reversibilidad de la hipotensión inducida por el PAF.

3 0.66 gg/Kg de PAF y PCA-4248 (1 mg/kg) inyectados simultáneamente. Pasados

cinco minutos se extrajo sangre del animal a través de un catéter insertado en

la arteria femoral derecha del animal. La sangre obtenida se centrifugó para

la obtención del valor hematocrito lo que nos permitió valorar el efecto del

fármaco sobre la extravasación de plasma.

4 PCA-4248, 3Omg/Kg, administrado como una suspensión estable en carboxime-

tilcelulosa (CMC) al 0.5%, por vía oral (bOml/Kg), una hora antes de inyectar

PAF <0.aig/Kg). Se registraron las variaciones de presión arterial durante treinta

minutos tras la inyección de PAF. En estos experimentos caracterizamos la

biodisponibilidad y el efecto del PCA-4248 sobre la hipotensión inducida por

PAF cuando el fármaco se administra por vía oral.

La significación estadística de las diferencias de respuesta entre animales control y

tratados se evaluaron utilizando el test de t de Student, para datos no apareados.

5.2.2 HIPOTENSION INDUCIDA POR ENDOTOXINA BACTERIANA EN

RATA.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 200-250 gramos de peso que se anestesiaron

por vía intraperitoneal con pentobarbital sódico <6Omg/Kg). En estos experimentos se trató

de definir la capacidad del antagonista para suprimir los efectos producidos por la liberación

endógena de PAF. Se siguió el método modificado de Terashita y col18, tratando de reproducir

en los animales parte de las alteraciones que ocurren durante el shock endotóxico. Se
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midieron:

- Hipotensión inducida por endotoxina bacteriana.

- Leucopenia.

- Trombocitopenia.

Se realizaron tres tipos de experimentos:

1 PCA-4248 <2mg/Kg) en PGE400/suero fisiológico 1/1, y/y <0.2m1/Kg), inyectado

cinco minutos antes de la administración intravenosa de 7.Smg/Kg de LPS

<endotoxina bacteriana de E. coli 0111 B4) en suero fisiológico 0.2m1/Kg. Se

registraron los cambios en la presión arterial y las variaciones del número de

plaquetas y leucocitos circulantes durante un hora. El recuento de leucocitos

y plaquetas se realizó en muestras de sangre obtenidas a través de un catéter

insertado en la arteria femoral derecha. Las muestras se extrajeron inmediata-

mente antes y 15, 30, 45 y 60 minutos después de la inyección de LPS.

2 En otra serie de experimentos, se inyectó lmg/Kg de PCA-4248 20 minutos

después de LPS (7.Smg/Kg), es decir, cuando la caída de presión arterial

inducida por la inyección de endotoxina se había estabilizado. Después de la

administración se observó la respuesta de los animales durante una hora.

3 PCA-4248 <2Omg/Kg) se administró porvía oral una hora antes de la endotoxina

bacteriana endovenosa (7.5mg/Kg). Los cambios en la presión arterial se

registraron durante una hora a partir de la inyección de LPS.

La significación estadística de las diferencias obtenidas entre los animales tratados

y no tratados se calculó a por medio del test de t de Student, para datos apareados.
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5.3 MODELOS DE SMOCK EN RATON.

5.3.1 MORTALIDAD INDUCIDA POR PAF.

Se valoró la duración del efecto del compuesto administrado por vía oral y la relación

dosis-respuesta, en ratones RMNI, machos de 30 grs de peso. El PCA-4248 <10 y 30 mg/Kg)

se administró por vía oral como suspensión en CMC al 0.5%, <bOml/Kg) a diversos tiempos

comprendidos entre los 5 minutos y las 5 horas antes de la inyección intravenosa de 8Ojxg/Kg

de PAF <lml/Kg). Se determinó la supervivencia de los ratones tratados con el PCA-4248 o

vehículo durante una hora después de la inyección de PAF.

La significación estadística de las diferencias entre el grupo control y el grupo de

animales administrados con el PCA-4248, se calculó aplicando el test de X2, con la corrección

de Yates.

5.3.2 MORTALIDAD INDUCIDA POR ENDOTOXINA BACTERIANA.

Ratones RMNI de idénticas características a los utilizados anteriormente recibieron por

vía oral distintas dosis del PCA-4248 en suspensión en CMC al 0.5%. Cada raton recibió dos

dosis de vehículo o PCA-4248 <3,10 o 30 mg/Kg) cinco horas antes y una hora después de

la inyección intravenosa de 7.Bmg/Kg de endotoxina ( E.coli 011184 lmllkg). La mortalidad

se contabilizó durante 24, 48, 72 y 96 horas de acuerdo con el método descrito por

Handley’~& La significación estadística de las diferencias en la mortalidad entre los animales

tratados y no tratados se calculó de la misma manera que en el apanado anterior.
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5.4 ANALISIS ESTADíSTICO.

Los resultados se expresaron como valores medios ±E.S. Para la comparación entre

los grupos se utilizó el análisis de la varianza (ANOVA). Se aplicó, para varianzas homogéneas,

el test de t de Student para datos apareados y no apareados, de acuerdo con el número de

experimentos. En todos los casos, seconsideró que las diferencias eran significativas cuando

un valor de P < 0.05. Para los estudios de supervivencia se aplicó el test de X2 con la

corrección de Yates.
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1 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA ACTIVIDAD DE PAF EXOGENO

IN VITRO.

En este apartado se valoró la actividad del PCA-4248 sobre distintas respuestas

celulares:

- Agregación y liberación de ATP inducida por PAF sobre plaquetas de conejo

y sobre plasma rico en plaquetas <P.R.P.) de voluntarios sanos.

Agregación inducida por otros agentes agregantes: ADP, AA, colágeno y

epinefrina, en plasma rico en plaquetas <P.R.P.) de voluntarios sanos.

- Movilización de Ca2~ inducida por PAF en plaquetas de conejo.

- Producción de anión superóxido inducida por PAF en macrófagos alveolares

de cobaya.

1.1 AGREGACION Y SECRECION DE ATP EN PLAQUETAS DE CONEJO

INDUCIDA POR PAF.

Los experimentos iniciales se realizaron en plaquetas de conejo lavadas con el fin de

analizar el efecto de distintas concentraciones del PCA-4248 sobre la activación plaquetaria

inducida por PAF. En la figura 1 se puede observar como la agregación inducida por PAF es

dependiente de la concentración del agonista hasta la dosis de 1 .9nM, por lo que se escogió

esta concentración para estudiar el efecto del PCA-4248. Como se puede apreciar en la Figí,

la dosis efectiva de PAF que provoca el 500/o de respuesta, ED
50, calculada a partir de 9

experimentos independientes fue de 0.2 ±0.O2nM.
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FIGURA 1. Curva dosi....puesta de PAF frentes la activación de plaquetas lavadas de conejo. La suspensión de plaquetas

(350000pía o/pl) sepre incubédurante5 minutos a 37
tC tras lo quese añadió PAF. Los resaltadosson la media ± ES de 9

experrmentos

El PCA-4248 se preincubó 5 minutos a
37Q0 en la suspensión de plaquetas, 350000

plaq/kl, y el PAF se utilizó a la concentración de 1 .QnM. El PCA-4248 inhibió la agregación

plaquetaria de forma dependiente de la concentración, con un valor de lObo = 0.3 ±0.02kM,

calculado a partir de los valores mostrados en la figura 2. También inhibió la liberación de ATP

de forma dosis-dependiente, con un valor de 1C50 = 0.01 ±0.006kM.Estos datos indican que

= 0.2 f 002 nM

¡ ¡ ¡ ¡
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el PCA-4248 es, aproximadamente, diez veces más activo sobre la liberación de ATP que

sobre la agregación plaquetaria.
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FIGURA 2. Efecto ÓeIPCA-4248 sobre laagre5aciónylallberackin de MP inducíde por PAF. Las plaquetas lavadas de conejo

so preincubarondurante5 minutoscon PCA 4248, pasadosloscuales,seestimularonconPAF l.9nM. Los valoresson la media

E Sae3 experimentospor dupl¡caóov

Con el fin de identificar el tipo de antagonización producida por el PCA-4248 sobre el

efecto del PAF, se representaron los resultados de los experimentos de inhibición de la

respuesta frente a tres concentraciones de PAF. La figura 3 es la representación de dobles

inversas <1/Inhibición de la agregación frente a 1/[PCA-4248]) para las tres concentraciones

de PAF. Los resultados dieron lugar a tres rectas que se cortan, aproximadamente, en el

mismo punto del eje de ordenadas, lo que sugiere que el PCA-4248 se comporta como un

he,
0 = 0.3 t 0.02 = 0.01 0.006 Uki

5 6 7 8 9 10
- LOO EPCA-42481 M
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antagonista competitivo del PAF.

• PAF 2nM

A PAF 0.4nM

• PAF 0.2nM

FIGURAS. Rep,e.entaclón de dobles Inversas paralaagr.gación O. plaquetas lavadas de conejo. Las plaquetas (350.000/pl)

sepreincubaron con PCA-4248durantesminutos.Pasadoestetiempo,seadiclonóelPAF0.2, 0.4 y 2 nM. Cada rectarepresenta

una cuNa-dosisrepuestadel PCA4248para una concentraciónde PAF Losvaloresson la media± ESdetres experimentos

por duplicada

1.2 AGREGACION Y LIBERACION DE ATP INDUCIDAS POR PAF EN PRP

HUMANO.

La concentración de PAF necesaria para obtener una respuesta de las plaquetas en

plasmaes mayor que la requerida en plaquetas lavadas debido, probablemente, a la presencia
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1/EPCA-4248J nM
1

.20

de albúmina que se une al PAF con alta afinidad. La figura 4 representa la curva dosis-
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respuesta de agregación inducida por PAF. El valor de ED50 fue 4.9 ±0.O4nM y la menor

concentración de PAF que induce respuesta máxima 0.1kM.
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FIGURA4. Curva dosis-respuesta de PAFen P.R.P. humanoLos plasmas humanoscontenían300.000plaqlpi? Sepre-incubaron

durante 15 minutosa 37’C y luegoseestimularonpor PAF Los resultadosson la mediat ES.de 9 experimentos.

Para PAF = 0.1kM, el PCA-4248 se incubó durante 15 minutos a 37~C con 300.000

plaq/gl (figura 5). El PCA-4248 fue capaz de inhibir tanto la agregación como la liberación de

ATP de manera dependiente de la dosis, con valores de 1C50 de 2.95 ±0.03kM y 5.65 +

0.01kM, respectivamente.

e ;

E050 = .4.3 t 0.04 flM
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FIGURAS. EfectodePCA-424Bsobre>aagmgaclónylallbnción deATPetI PRP humano.Sip/asmaricoen ptaquetas,300.000

píaq4fl, sepreincubaron durante15 minutosenpresenciadedistintasconcentracionesdelPCA-4248, tras lo queseañadió PAF

0. hM. Los valoresson la media± S.S. de 6 experimentos.

Por último, para caracterizar el efecto del fármaco sobre la agregación inducida por

PAF en plasma rico en plaquetas se realizaron experimentos frente a tres concentraciones

de PAF. La representación de dobles inversas para PAF 0.1, 0.5 y lgM, mostró, al igual que

en plaquetas de conejo, una familia de rectas que se cortan en el mismo punto del eje de

ordenadas <Fig. 6).

3 4 5 6

— LOO EPCA-4248J M
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FIGURA 6. Represent.r.Ión de dobles inversas sobre la agregación .nPflPhumano.tosplasmasflcos enplaqoetas(PRP.l aiustaóosa 300.000plaqlpl,

sepre-incubaronconPCA-4248duranteISminutosa37~C. DespuésseestimularonporPAF0.1. 0.5y luM. Cadarectarepresentaun curva dosis-respuesta

de PCA-4248pare una concentracióndePAF

1.3 AGREGACION INDUCIDA POR OTROS AGENTES AGREGANTES SOBRE

PRP HUMANO.

Con el fin de aclarar si el efecto del PCA-4248 sobre la agregación inducida por PAF

es específico, o si por el contrario, se trata de una acción generalizada sobre la agregación

plaquetaria, se realizaron estudios con otros agonistasplaquetarios a concentraciones capaces

de provocar una respuesta máxima: ADP (2.5kM), AA <lmM), epinefrina 5kg/ml y colágeno
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<1 gg/ml). En la tabla 1 se puede apreciar que a la concentración 1 OgM, el compuesto no mostró

ningún efecto sobre la agregación inducida por otros agonistas.

% Agregación plaguetaria

Colágeno <1kg/mI) 83±5

Epinefrina <5kg/ml) 93 ±5

ADP <2.5gM) 89 ±6

AA (lMm) 96±3

TABLA ¡Efecto del PCA“4248 sobra la agw gacIón plaquetarla Induel da por diversos agentes agregante.. PCA-4248, 10pM,

sepre~ncabdduran/e 15 mñwtosa 37~C con 300.000piaq/p/antesdela actvación con L9s d&ersosagonistas.Los datosson

la media± ES,de 3 experimentos.

1.4 EFECTO DE PCA-4248 SOBRE LA MOVILIZACION DE Ca2~ EN PLAQUETAS

INDUCIDA POR PAF.

Aunque no se conocen por completo los mecanismos que regulan la agregación y la

secreción en plaquetas, se sabe que ambos procesos están regulados por la concentración

citoplasmática del ion Ca2~. Por otra parte el Ca2~ juega un papel importante en la transducción

de la señal iniciada por PAF. Con el fin de aclarar la posible influencia del PCA-4248 sobre

estos mecanismos, se hicieron experimentos en plaquetas filtradas de conejo para:

- Caracterizar si el aumento de la [Ca2flcitosólico inducido por PAF en plaquetas

era debido al aumento de entrada de Ca2 extracelular o a la salida al citosol
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del Ca2 de los depósitos.

Estudiar si el aumento de la concentración de [Ca2i citosólico es dependiente

de la dosis de PAF.

Determinar el efecto de distintas concentraciones de PCA-4248 sobre la entrada

de Ca2~ extracelular.

La curva dosis-respuesta de PAF se llevó a cabo en dos condiciones distintas: en

presencia de Ca2~ extracelular 1 mM y en plaquetas suspendidas en tampón nominalmente

libre de Ca2~ al que se añadió EGTA O.2mM. La figura 7 muestra los resultados obtenidos.

1000-

500

0- • 0a~1mM
O EGTA 0.2mM

FIGURA 7. MovIlización de ct InducIdapat PAP en plaqueta, de conejo. Las plaquetasturradasdeconejo, 200.000/pi,se

incubarona 372C enpresenciadeCt extracelular (circulasnegros)y deESTA0.2mM(circulasblancos),y seestimularoncon

distintasconcentracionesdePAF Losdatossonla media± ES. tÉ 8 experimentos.
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Se observa que el aumento de la concentración de (Ca2~] citosólico es dependiente de la dosis,
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y es máximo con una concentración de PAF mM. También se pudo atribuir un origen

extracelular al Ca2~ acumulado, ya que el incremento del [Ca2icitosólico se produjo cuando

la estimulación de las plaquetas se realizó en un medio con Ca2~ 1 mM, pero cuando el agonista

se añadió en presencia de EGTA 200kM, el incremento en la concentración de [Ca2i,fue casi

inapreciable. El valor ED
50 sobre la entrada de entrada de Ca

2~ extracelular fue de 0.1 +

O.O7nM.
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El PCA-4248 a las concentraciones 1kM y 1 OOnM se incubó durante distintos tiempos

previamente a la estimulación por PAF 0.1 nM en presencia de Ca2’ extracelular 1 mM. La figura

8 muestra que una incubación de un minuto a 37~C, es suficiente para que el PCA-4248 supri-

ma el pico de Ca2’ extracelular casi totalmente (91 ±7%de inhibición, a la concentración 1kM)

o lo reduzca significativamente <71 ±7%,con PCA-4248 lOOnM). La figura 9 nos muestra la

curva dosis-efecto del PCA-4248 frente a la entrada de Ca2’ extracelular inducida por PAF

0.1 nM. El valor de lC
50 para el PCA-4248 en presencia de Ca

2’extracelular era 0.5±0.O6nM.
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1.5 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXI-

DO EN MACROFAGOS ALVEOLARES DE COBAYA ESTIMULADOS POR

PAF.

Cuando se estimulan los macráfagos alveolares de cobaya con diversos agonistas,

entre ellos el PAF, se desencadena la explosión oxidativa con la consiguiente producción de

anión superóxido. La producción de anión superóxido es dependiente de la concentración de

PAF. En estos experimentos se realizaron curvas dosis-respuesta, pero debido a la variabilidad

de los resultados no se pudo hacer un análisis estadístico de los datos. Se observó que con

PAF O.2nM la producción de anión superóxido era máxima, sin que se observara aumento

de la señal con concentraciones superiores. La respuesta frente a PAF fue rápida y transitoria.

Se ensayó la actividad del PCA-4248 lOOnM frente a esta concentración de PAF, tratando

de minimizar las variaciones propias de cada muestra, utilizando una concentración elevada

de PAF. La tabla 2 muestra los resultados obtenidos, pudiéndose observar que el PCA-4248

suprime casi totalmente fa producción de anión superóxido.

Pmol de 001 .5x106 células

Macrófagos + vehículo O ±O

Macrófagos + PAF + vehículo 238 ±75

Macrófagos + PAF + PCA-4248 2 ±0.6

TABLA 2. Efecto del PCA.4248 sobre la p.oduccidt, de O;ind»clda por PAF en macrófago.elvnlams decobaya. Los

mecrótagos(3.OOOcel/pl)sepre-incubarondurante1 minutoa S7Ccon PCA-4248IOOnM, despuésseañadióPAF2nM.Los datos

son la merite±S.Sde 6 expentnentos.
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2 ESTUDIOS DE UNION DEL PCA-4248 AL RECEPTOR DEL PAF EN

DISTINTAS CELULAS.

En los experimentos descritos hasta ahora se ha demostrado que el PCA-4248 es un

inhibidor específico y competitivo de los efectos del PAF sobre distintos tipos de células. En

este apartado pretendemos analizar, además, si el PCA-4248 se comporta como un antagonista

específico y competitivo de la unión del PAF a su receptor en distintos tipos de células, puesto

que los compuestos que inhiben la agregación plaquetaria y la liberación de ATP inducida por

PAF muestran una buena correlación entre su capacidad como agentes antiagregantes y el

valor de K que muestran para desplazar el PAF de su receptor en plaquetas.

2.1 INTERACCION DEL PCA-4248 CON EL RECEPTOR DE PAF EN PLAQUE-

TAS DE CONEJO.

Se llevaron a cabo estudios de:

- Saturación para la unión de [3H]PAF en presencia del PCA-4248.

- Estudios cinéticos de asociación y disociación.

- Experimentos de desplazamiento de [3H]PAF por el PCA-4248 y la Nitrendipina.

Se realizaron experimentos de saturación de la unión de [3HJPAF en presencia del

vehículo y del PCA-4248 0.5nM, 3.7nM y 1kM. Se calcularon los valores de K
0 y de unión

máxima (Bmax) para las distintas condiciones. La figura 10 muestra los resultados obtenidos.

La representación de Scatchard para las concentraciones menores del antagonista 0.5 y 3i7nM

dio lugar a una familia de rectas que se cortan en un solo punto del ele de ordenadas, lo que
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demuestra antagonismo competitivo, mientras que para la concentración 1kM la recta se cortó

en otro punto. Los valores de unión máxima y K0 no variaban apreciablemente K0 = 0.2 +

0.01 nM, 0.3±0.O2nM 03 + 001nM y los valores de Bmax: 156,157 y 154 fmol/10
8 plaq, para

vehículo, PCA-4248 0.5nM y 3.7nM, respectivamente. Sin embargo, a la concentración de

PCA-4248 1 gM, éste se comportó de manera no competitiva, ya que presentaba una

disminución en el valor de unión máxima <Bmax = 120 fmol/108 plaq).

• K

0 0.2 1 0.01 ,41

o — 0.3 t 0.02 n%

A K0 0,3 1 0.01 nk~

OK0 — 0.35 0.01 ny

• Vehlculo(DMSO)

o PCA-4248 0.SnM

A PCA-4249 3, InM

O PCA—4246 hM

ROL/RA 10. Rgor.sentsclóndeSCCI,n para disbits. concenttadonn de PCA.4248 en plaquetas Imadas de conejo. tas

plaquetasa)ustadasseincubarona
200.OOO/pldurante30 mInutosa temperaturaambiente)untoconvehículoo PCA-42480.5nM,

3.7nMy 1PM y distintasconcentracionesde rbi] PAF Los valoresrepresentanla medía±S.S.desexperimentospor tóplicado.

La figura 11 muestra los resultados obtenidos en los experimentos de asociación y

disociación de [3H]PAF en presencia de: DMSO <vehículo), PAF no marcado 3nM y PCA-4248
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3OnM y 1kM. La presencia del PCA-4248 en el medio provocó la disociación de [3H]PAF de

su receptor de manera dependiente del tiempo y de la concentración. Además, la curva de

disociación de [3HjPAF en presencia de PCA-4248 fue muy similar en forma a la que se

detectaba en presencia de PAF sin marcar, pero completamente distinta a lo que ocurría en

presencia del vehículo.

• VehTculoCDMSO)

O PCA—424B 3OnM

O PCA-4246 hM

e PAF SnM

PiOL/RA 17. Cun’a* de asodádót, y dlsoelac/dn de (nj PAFt, p’n.ncla de PCA.4248y PAF no »~a-~j en plaquetas

de conejo. Las plaquetas.200.000/pl,seincubarondurante45 minutose temperaturaambientecon distintasconcentraciones

[31-1]PAF. Cuandola saturaciónsehubo alcanzado,lasplaquetasseIncubaronduranteelmismotiempoperoenpresenciadePAF

no marcadovehículo, 3nM y PCA.42483OnM y 1pM. Los datosson la media± ES,de 3 experImentospor triplicado.

Los estudios de unión de [3H]PAF a plaquetas lavadas de conejo se realizaron con

una concentración de [3H]PAF O.2nM, valor próximo a la K
0, y distintas concentraciones de
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PCA-4248. Los resultados obtenidos demostraban que el PCA-4248 era capaz de desplazar

al PAF de su receptor de una manera dependiente de la concentración. La figura 12 muestra

la curva de desplazamiento de [3H]PAF por PCA-4248. El valor de 1C
50 y de K1 eran respecti-

vamente 30 ±4nM y 14 ±O.4nM, lo que hace pensar en un antagonismo sobre el receptor.
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FIGURA 12. Curva de desplnsiento de (ni PAF po,.I PCA.4248 en plaquetasde conejo. 5) PCA-4248 y (Hl PAF se

añadieron simultáneamentea la suspensióndeplaquetas,
200.OOO/pl,yseincubarondurante30 minutose temperaturaambiente.

Los datos representanla media t S.S. de8 experimentos.

Por último, se realizaron experimentos de desplazamiento de [3H]PAF por la

Nitrendipina. Esta dihidropiridina fue incapaz de desplazar al PAF de su receptor a con-
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centraciones menores de lOgM <Figla). Losvaloresde K~yde lC50fueron, respectivamente,

4,2 ±0.9kM y 24 ±S1iM. Los resultados obtenidos muestran el diferente comportamiento de

ambos compuestos, aunque en la estructura de ambas drogas exista un núcleo de 1,4-

dihidropiridina.

100
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0• • PCA—4249
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FIGURA 13. Comparsclón de los efectos de Nitrndlpina y PCA.4248 sobre el receptor del PAF en plaquetas de conejo.

Las condicionesde los experimentostueronidénticasa losde desplazamientopor elPCA.4248 (para nltrendipinan = 6).

2.2 INTERACCION DEL PCA-4248 SOBRE EL RECEPTOR DE PAF EN

PLAQUETAS HUMANAS.

Los estudios en plaquetas humanas incluyeron:

- Experimentos de saturación de la unión de [
3H]PAF, para el cálculo de K

0.

- Curvas de desplazamiento de [
3H]PAF por PCA-4248.
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Para los experimentos de saturación se obtuvo un valor de K0 igual al de plaquetas

de conejo, K0 = O.23nM. La curva de desplazamiento de (
3H] PAF se llevó a cabo a una

concentración próxima a la K
0. La figura 14 muestra la curva de desplazamiento
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FIGURA 14. Curva de desplazamiento de (H) PAF de su receptor en plaquetas human., peral PCA.424& Sí PCA -4248 se

añadió ¡unto a (14) PAFa la suspensióndeplaquetas,200.00044seincubo45 minutosa 37’C. Los valoresso,, la media±S.S.

de6 expeñmentos.

obtenida para [
3H]PAF cuando se incuba en presencia de distintas concentraciones del PCA-

4248. Como era de esperar, el compuesto fue capaz de desplazar al [3H]PAF de su receptor

con un valor de 1C
50 = 24 + mM y de K~ = 12 + mM.
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2.3 INTERACCION DEL PCA-4248 CON EL RECEPTOR DEL PAF EN PMNS DE

CONEJO.

Los estudios de unión al receptor en PMNs de conejo se realizaron en condiciones

parecidas a los de plaquetas de conejo. En primer lugar se hicieron estudios de saturación,

para el cálculo de la K0, y en segundo lugar se realizaron las curvas de desplazamiento
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FIGURA 15. Curva de desplanmt.nto de (H) PAF del receptor en PSIs de conejo por.1 PCA.4248. El PCA.4248 añadido

al tiempoque (H] PAF sobrela suspensión de células500.000/pi,seIncubaron durante30minutos alemperalu,aambiente,Los

valoresrepresentanla medie± ES. de 3 experimentos.

de mi PAF por el PCA-4248. La concentración de [
3H]PAF utilizado en este caso fue 0.5nM,

ya que el valor de K
0 calculado en nuestras condiciones fue 0.6GnM. En estas condiciones

= 59 ± 2 nM0so = 155 ± 1 ny
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se llevaron a cabo las curvas de desplazamiento de [3H]PAF para distintas concentraciones

del PCA-4248. La figura 15, muestra la curva de desplazamiento de [3H]PAF por el PCA-4248.

Los valores de K
1 e 1C50 fueron, respectivamente, 155±mM y 58 ±2nM.

2.4 INTERACCION DEL PCA-4248 SOBRE EL RECEPTOR DE PAF EN PMNs

HUMANOS.

En el caso de PMNs humanos la concentración de (
3H] PAF utilizada fue 0.96nM, valor

de la K
0 en nuestras condiciones experimentales. La concentración de PAF marcado necesaria
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FIGURA IB. Curva de desplazamIento de (Hl PAPe» PMtJs banianos por el PCA-4248. Las células ajustadas a 3.000/pl, se
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para llegar a la saturación fue mucho mayor en PMNs que en las plaquetas, pues los PMNs

necesitan concentraciones mucho mayores de PAF que las plaquetas para responder a la

estimulación. La curva de desplazamiento del [3H]PAF de su receptor por el PCA-4248 se

muestra en la figura 16. Los valores obtenidos de K> e 1050 fueron respectivamente: 61 ±4nM

y 30 ±3nM.
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2.5 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE EL RECEPTOR DE PAF EN MACROFA-

GOS ALVEOLARES DE COBAYA.

Se calculé el valor de la KD para [3H]PAF en el receptor de macrófagos alveolares de

cobaya mediante experimentos de saturación. Los experimentos de desplazamiento de [3H]

PAF por el PCA-4248 se diseñaron de acuerdo con los valores obtenidos. La concentración

de PAF marcado utilizada en este caso fue 0.4nM, valor próximo al de K~ calculada en nuestras

condiciones: K
0 = 0.42±OmM. La figura 17 muestra la curva de desplazamiento obtenida.

Los valores de K, e lC~~ fueron 32 ±lOnM y 100 ±3nM.
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3 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA ACTIVIDAD DE PAF EXOGENO

IN VIVO.

Con el fin de establecer si la capacidad del PCA-4248 para antagonizar los efectos

del PAF “in vitro” se producía también “in vivo”; se estudió el efecto del compuesto sobre la

activación de las plaquetas de animales a los que se había administrado PCA-4248, y se

hicieron experimentos para observar la acción del PCA-4248 sobre los efectos farmacológicos

que provoca el PAF en el sistema cardiovascular. Los modelos que se utilizaron para probar

la actividad del antagonista “in vivo” fueron los siguientes:

- Agregación “ex vivo” de plaquetas de conejo.

- Hipotensión y hemoconcentración inducida por inyecciones intravenosas de PAF

en rata anestesiada.

- Muerte inducida por PAF en ratón.

3.1 AGREGACION “EX VIVO” DE PLAQUETAS DE CONEJOS TRATADOS CON

PCA-4248.

Una manera de valorar la eficacia “in vivo” de un antagonista consiste en medir la

respuesta de plaquetas obtenidas de la sangre de conejos que previamente hayan recibido

una dosis del compuesto en estudio. Este tipo de experimentos se denomina estudio de la

agregación “ex vivo”. El PCA-4248 se administró por vía oral y se extrajeron muestras de

sangre a distintos tiempos para la preparación de las plaquetas filtradas. La figura 18 muestra

los resultados obtenidos con una concentración de PAF 3nM. A los 15 minutos de la
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administración del fármaco, las plaquetas mostraban una pequeña inhibición, con respecto

a la agregación inducida por la misma concentración de PAF antes de la administración. Esta

diferencia no resultó estadísticamente significativa. El efecto del compuesto es más intenso

media hora después, y alcanza el máximo efecto una hora después de la administración. A

partir de este momento, se mantuvo estable hasta 2 horas después y desapareció 4 horas

más tarde, por lo que se puede afirmar que el PCA-4248 muestra una absorción rápida tras

la administración por vía oral y una apreciable duración de efecto.

0.5 1 2

HOPAS TRAS LA ADN4INISTPACION

E Veh culo

~ PCA-4246

FIGURA I& Ag,tpciét’~ ‘ex vivo’ de PR,’ de co,mjo inducida por PAF. FI PCA-4248 lOmgKg, se adminstr¿ por ,4a oral a

los conejos. Se extrajeron Les plaquetas y se agrega ron e distintos tiempos después de la a&ninistracién con PAF SnM. los datos

so,> la media ±ES. de 4 expedmentos. La slgnlficacldn estadística: pgj <0.01 y ~«j <0.001.
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3.2 EFECTO SOBRE LA HIPOTENSION Y LA HEMOCONCENTRACION

INDUCIDA POR PAF EN RATA ANESTESIADA.

Los estudios llevados a cabo fueron:

- Curva dosis-respuesta de PAF frente a la hipotensión sistémica,

- Se valoró el efecto protector del PCA-4248 y su capacidad para revertir la

hipotensión y la hemoconcentración inducida por PAF.

PA~

o 0.2 uq/ICg
o 0.3 uQ/<g

A 0.6 uQ/CQ

0 1 ug/ICg

20

FIGURA Ii Cunta dosis -rempueeta de hIpotensión Inducida por PAF en rata. PAF se adroinsrrd por vía Intravenosa a tas dosis

indicadas en ta gráfica. Los valores representados son la media t ES. de 4 e<peñmentos.

La figura 19 muestra la hipotensión producida por dosis de PAF de 0.2, 0.33, 0.66 y

1~gIKg. A la vista de estos resultados se escogió la dosis de O.33~g/kg para los siguientes
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experimentos, puesto que esta concentración provoca una caída inicial de la tensión arterial

prácticamente idéntica a la obtenida con concentraciones superiores, que además es reversible.

La figura 20 muestra el efecto protector del PCA-4248 sobre la hipotensión inducida

por 0.33ígIKg de PAF. El PCA-4248 O.3mg/Kg se administró por vía intravenosa, cinco minutos

antes de la inyección de PAF. En todos los casos se observó protección por el fármaco, con

una menor caída de tensión y una recuperación de los valores iniciales a los 5 minutos,

mientras que los animales tratados con el vehículo presentaban todavía una reducción del

50% sobre el valor basal.

-J
4

al
u]
1—
al
4

z
o
u,
u]
al
a-

4
-J

u]
o

4
o

4
1~>

o

n

1
E
E —50-
‘-3

- 100

O Control

• PCA-4246

FIGURA 20. Protección del PCA-4248 .ob,w Le hipotensión en rata inducida por PAF. El PCA-4248, 03mg/Kg, se administra

por vía intravenosa 5 minutos antes de la administración Intravenosa de PAF 0S~gXg Los datos representados son la media
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Con objeto de ver si el PCA-4248 era capaz de revenir la hipotensión inducida por el

PAF, el PCA-4248 se administró por vía intravenosa cuando la hipotensión inducida por el

PAF era máxima, lo que ocurre 1-2 minutos después de la inyección. En la figura 21 se aprecia

la diferencia entre los animales control y los que recibieron el compuesto. Se observó que en

los animales tratados con PCA-4248, la caída de la tensión se había reducido al 50% del valor

de partida a los 2 minutos de la inyección, mientras que las ratas que recibieron el vehículo

seguían presentando una reducción del 80%
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FIGURA 21. Efecto de¡PCA-4248 sobra 1.reverMhl¡Id.d de it hipotensión Inducia pwPAFen ,fl. El PCA.4248, o.Snig4<g,

se administró por vía intravenosa 2 minutos después de la Inyección intravenosa de PAF 0.33ugMg. Los datos son la media ±

ES. de 8 experimentos. La siglnlficaci&~ estadística se expresa cÚ,ro: para P«jc aos, -. P(t>c 0.01 y P(t)< 0>001.

En la figura 22 se representan los resultados obtenidos cuando el PCA-4248 se

administró por vía oral a la dosis de 3Omg/kg, una hora antes de la administración intravenosa
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de PAF O.5~tg/Kg. Se observa que el PCA-4248 inhibe parcialmente el efecto hipotensor del

PAF. El máximo de efecto se observó a los 2 minutos de la inyección del agonista, cuando

ocurre la caída máxima de presión, siendo de un 35% del valor basal para PCA-4248 y de

un 80% para el control.
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FIGURA 22. Efecto dl PCA -4248, por vi. oral, sobra it hipotensión inducia por PAF en ‘su. PCA-4248, SOmg/Kg, se

administré por vía oral una hora antes de la administración Intravenosa de PAF(0.Spg3kgj. Los valores son la media i ES. do

5 expatimentos. Paran 5,~ P(tj< 0.05 y~ P(tj< 0.01.

El PAF se administró a la dosis de O.66fxgIKg para estudiar el efecto del PCA-4248

sobre la hemoconcentración inducida por PAF. El PCA-4248 se administró por vía intravenosa

a la dosis de 1 mg/kg. simultáneamente con el PAF. A los 5 minutos, del comienzo de la

infusión de PAF, se recogieron muestras de sangre en las que se midió el valor HMTC. En
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la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos. Los animales tratados con el compuesto

presentaron un valor de HMTC normal, mientras que en los controles, que recibieron solamente

el vehículo, se aprecié un aumento significativo de este valor.

Valores de HMTC

No tratados 48 ±3 %

PAF + Vehículo

PAF + PCA-4248

58±6% <+)

49 ±3 % (*)

TABLA 3. Medida del aumento de los valores de hematocrito Inducido por PAF en tatas. n = 40 para animales no tratados

y tratados con PAF y n 6 para animales tratados con el PCA -4248. La significación estadística de los resultados obtenidos para

los animales tratados con PAF con respecto a tos administrados con veh,tuio se seilata como <*3 st9nhiica P<tJ< 0.05 y • para los

animales tratados con PAF y vehiculo con respecto a animales administrados con PCA-4248. para PQj<O.05.

3.3 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA MORTALIDAD EN RATON INDUCIDA

POR PAF.

Se realizaron los siguientes estudios:

- Curva dosis-respuesta de mortalidad en ratón inducida por PAF.

- Efecto de distintas dosis de PCA-4248 sobre la mortalidad inducida por PAF

en ratón.
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Como se muestra en la Tabla 4, la dosis de 8Ogg/Kg provoca la muerte del 80% de

los animales (ED~).

% Mortalidad <1 hora después)

.

Control O

PAF 50 ug/Kg 43

PAF 60 ug/Kg 68

PAF 80 ug/Kg 77

PAF 90 ug/Kg 85

PAF 100 ug/Kg lOO

TABLA 4. Cnt-va dosis-repueste de mortalIdad en ratón Inducida por PAF PAF a las dosis Indicadas en la tabla se inyecté

por vta intravenosa. La mortalidad se registré una hora después de la administración de PAF (n BOj

Cuando se administró el PCA-4248 a las dosis de 10 y 3Omg/Kg porvía oral, distintos

tiempos antes de la administración intravenosa de PAF, 8Oug/Kg, se observó una protección

de la mortalidad que se representa en la figura 23. Con PCA-4248, lOmgIKg, el efecto era

considerable a los 5 minutos y se mantenía durante una hora. Para la dosis de 3Omg/Kg, el

efecto fue máximo a los 5 minutos de la administración. Sin embargo, una hora después el

efecto había disminuido apreciablemente.
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Control

PCA-4~49

ID mg/Kg

•3O mg/Kg

FIGURA 23. Efecto dei PCA -4248 sobre la mo.rtalid.d InducIda por PAFen ratóttPCA-424B, lOy 30 mgMg se administraré, porvía oral, a los tiempos

indicados previos a la administracién intravenosa de PAF (n= Boj. La signitlcacién estadística esta representada por • para P(X2j< 0.05.
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4 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA ACTIVIDAD DE PAF ENDOGENO

IN VITRO.

El propósito de este apartado es investigar el efecto que ejercen TNF y LPS a través

de la producción de PAF en macrófagos alveolares y la influencia que el PCA-4248 pueda

tener sobre las células pre-estimuladas con estas sustancias. Todos los experimentos se

llevaron a cabo en macrófagos alveolares de cobaya y la medida de la activación consistió

en la cuantificación de la producción de anión superóxido en las distintas condiciones:

- Estimulación por PAF, LPS, TNF y fMLP, en ausencia de cualquier pre-estímulo.

- Producción de PAF tras la estimulación por LPS y TNF.

- Activación de LPS y posterior estimulación con TNF, PAF y fMLP.

- Activación TNF y posterior estimulación por PAF y fMLP.

- Activación por PAF y posterior efecto sobre la estimulación por TNF y fMLP.

- Estudios de unión al receptor de PAF en macrófagos pre-estimulados por TNF

y LPS.

4.1 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO

INDUCIDA POR PAF, TNF, LPS Y fMLP.

Se observó que la producción de anión superóxido en respuesta a PAF y fMLP era

mucho mayor que cuando las células se activan con LPS y TNF. La producción de anión

superóxido inducida por PAF (2nM) fue cinco veces superior a la inducida por fMLP (mM)

y cincuenta veces mayor que la inducida por LPS <2~xg/ml) y TNF (bu/mí>. Como se puede
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observar en la figura 24, la respuesta a PAF y fMLP era inmediata tras la adición del agonista,

mientras que con TNF y LPS el tiempo de respuesta variaba entre 30 y 60 minutos.
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FIGURA 24. ProduccIón de O~ por ma eré fagas alveolares de cobaya estimulado. por PAF, (MLP, LPS y WF? Las células

se estimularon con PAF 2nA4, PMLP mM, LPS 2gg’Kg y mt- IOU/n,t en presancla de PCA-4248 lODosA o el vehículo adecuado

El PCA-4248 mostró diferencias significativas - para Pftj< 1205. Los datos son la media ± ES. de 4 experimentos por duplicado.
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El PCA-4248, bOOnM, suprimió la producción de 02’ inducida por PAF y anuló casi

totalmente la inducida por LPS, mientras que sólo fue capaz de reducir en un 50% la

producción de 0¿ en respuesta a TNF y no modificó la producción inducida por fMLP (Fig.24).

4.2 PRODUCCION DE PAF INDUCIDA POR LPS Y TNF EN MACROFAGOS.

En algunos experimentos se midió la producción de PAF en las células estimuladas

por LPS y TNF. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 5. Se observó que la

producción de PAF en células estimuladas por TNF era pequeña y que éste permanecia

asociado a las células. En el caso de LPS, la producción de PAF era más elevada. La mayor

parte del PAF sintetizado aparecía asociada a células, aunque pudieron medirse concentra-

ciones apreciables en los sobrenadantes.

No tratadas

LPS (2gg/ml)

TNF (bOU/mí)

PAF (pmol/1.5x106 células

)

Células Sobrenadante

<0.02 <0.02

0.53 ± 0.15±0.02

0.05 ± <0.02

0.14

0.02

TABLA 5. SíntesIs de PAF en macrófago. aIv.olaws estimulados por LPS y TNF. Las condiciones del experimento son LPS

2gg/Kgy TNF bU/ml. Se reaiizéen un número n,uy limitado de experimentos porlo que nose encontré diferencia estadisticamente

significativa
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4.3 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXI-

DO INDUCIDA POR PAF,TNF Y IMLP EN MACROFAGOS ACTIVADOS POR

LPS.

Las concentraciones de tos agonistas fueron idénticas a las del experimento anterior.

En estos experimentos las células se incubaron durante 30-45 minutos en presencia de LPS

300

50 PES

LpS,V.hrcu$o

LPS,PCA—4242

FIGURA 25. EleCtO del PCA-4248 sabre la producción de
0r en macró legos activados porLPS, Las células se pre-incubaron

duranta 30-45 mInutos co’-? ¿fiS2p~Xg ydespués se estimularon con PAFPnM, NF 101//mlo AMIR mM, en presencia deiPCA-

4248 lOOnM o del vehículo adecuado. Los valores representados son la media ± ES. de 4 experimentos por duplicado. La

significación estadística esta representada por P(tj <0.05 para células en presencia de PCA-4248 comparadas con las células

control y * para P(l)c 0.05 para las células control activadas corI respecto a células no activadas.
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a la dosis de 2kg/ml, posteriormente se estimularon con los otros agonistas. La figura 25,

muestra que cuando los macrófagos alveolares se pre-estimularon con LPS, aumentó la

producciónde O; en respuesta a fMLP y TNF. Mientras que la producción de anión superóxido

disminuyó a la mitad cuando la activación se llevó a cabo con PAF. El PCA-4248 suprimió

totalmente la producción de O; por PAF y TNF, aunque en el caso del fMLP sólo fue capaz

de disminuirlo hasta niveles equivalentes a los que presentaban las células sin activar.

+

±2
mM fMLP

2
TNE+V.l, 1 culo

TNF*PCA-4248

FIGURA 28 Efecto del PCA-4248 sobre la producció.’, de 0, en mwdfagn activados por TNF Les células se incubaron

con TifF WU/mi durante Bo minuros y después se estimularon con PAF 2,,l4 o MLP mM, en presencia de PCA-4248 100nA4 o

elvehículo adecuado. Los datos son la media ±ES. de4 experimentos porduplicado. La signIficación estadística esta representada

por - P(tj< 0.05 para células control con respecto a las tratadas con PCA-4248 y + P«%c 0.05 para células activadas con respecto

a células sin activar
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4.4 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXI-

DO POR PAF Y fMLP EN MACROFAGOS ACTIVADOS POR TNF.

Las células se incubaron durante 30-45 minutos con TNF lOUIml, y posteriormente

se añadieron el PAF o el fMLP. Los experimentos se llevaron a cabo en presencia y ausencia

del PCA-4248. La figura 26 muestra los resultados obtenidos. Se observó que existía un

aumento moderado de la producción de ~2. en respuesta a PAF, mientras que con IMLP el

aumento era mucho más prominente.

El PCA-4248 suprimió totalmente la producción de 02. en respuesta al PAF, mientras

que en el caso de fMLP, lo suprimía solamente hasta niveles aproximados a los que correspon-

dían a las células no pre-incubadas con TNF (Fig.26).

4.5 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SUPEROXI-

DO POR LPS, TNF Y fMLP EN MACROFAGOS ACTIVADOS POR PAF.

Los experimentos fueron idénticos a los descritos anteriormente, pero en este caso

la pre-activación de las células se realizó con PAF 2nM durante 30-45 minutos. En la figura

27 se aprecia también, que al pre-estimular las células con PAF existía un aumento moderado

de la producción de 02- por LPS, TNF y IMLP. En los dos primeros casos, el PCA-4248

suprimió totalmente la producción de O;, mientras que cuando se utilizó tMLP sólo fue capaz

de suprimir la respuesta atribuible a la preincubación con PAF.

Una consecuencia de estos experimentos fue que la preincubación de los macrófagos

con PAF acorta de 45 a 5 minutos el tiempo necesario para que se produzca respuesta al TNF.

Los registros de un experimento típico están representados en la figura 28.



Resultados 117

pes

PAF.V&t> CLI> O

PAF*PCA-4246

FíO LIRA 27.Efecfo del PCA -4248 jebreiapw-eMimuiniónporPAFenmacráfepos. PÁF2nMsacre -incabédurante 30,ninijbos

con las células, que luego se estimularon con 195 2pg’Kg, TNF lO U/ml y (MLP mM, en ausencia o presencia del PCA -4248.

Los resultados son la media ±ES. 0e4 experimentos porduplicado. La signiticacién estadística está expresada como • para P(tj<

0.05 de células control frente a PCA-424a + para P(tj< 1205 para células pre-estimnuladas frente a no pre-estimuladas.

La figura 29 muestra el efecto del PCA-4248 sobre el acortamiento del tiempo de

respuesta de las células cuando se activan con PAF y, posteriormente, se estimulan con INE.

El fármaco suprimió la producción de O; en respuesta a PAF y TNF, mientras que un

antagonista típico del receptor del PAF, el compuesto de clave WEB 2086, sólo modificó el
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FIGURA 29. Efecto de PCA-4248 sobre la cinética de p,oduccldn de O, sobre macrófago. pr.-e.timulado. por PAF. tos

macrétagossepre-incubaron porPAF2nM antes de la incubación con TNF(IOU/mlj enpresencie de PCA-4248 loOnM (panel inleriorj

o WEB 2086 IQOnsA (panel superiorj.
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4.6 EFECTO DE TNF Y LPS SOBRE LA UNION DE PAF A SU RECEPTOR EN

MACROFAGOS ALVEOLARES. EFECTO DEL PCA-4248

El papel que el TNF y LPS pueden jugar sobre la regulación de los niveles de PAF

y sobre su liberación por las células, podría estar relacionado con la regulación de su receptor.

Por esta razón se estudió el efecto que ambos juegan sobre la interacción PAF-receptor y la

acción que el PCA-4248 puede ejercer sobre estas interacciones.

K0 (nM) Bmax (fmol/1.5x10
6 cel)

PAF 0.5 100

PAF + LPS 1.2 167

PAF+TNF 1.3 155

TABLAS. Efecto deja actIvacIón por LPS y TNF sobre la unión del PAPa sureceptoren macrófago. alveolares de cobaya.

Se llevaron a cabo estudios de saturación de la unión por [3H]PAF en macrófagos no

estimulados y en células que habían sido activadas con bou/ml de TNF, o lOOng/ml de LPS,

antes de la adición del [3H]PAF. Los valores de KD y Bmax obtenidos para los tres casos se

recogen en la tabla 6.

Los resultados obtenidos de los experimentos de saturación se muestran en la figura

30, donde se muestra que TNF y LPS disminuyen la afinidad del [3H]PAF por su receptor y

aumentan los valores de K
0 y de Bmax.
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Posteriormente, se estudió el efecto del PCA-4248 sobre la unión de [3H]PAF a su

receptor de macrófagos nativos y pre-incubados con TNF y LPS. Los resultados están

reflejados en la figura 3b, donde se muestran las curvas de desplazamiento del PCA-4248.

Los valores de K obtenidos fueron 49 + 5nM para PAF + TNF, 40 + lOnM para PAF

+ LPS y 32 ±bOnM para células nativas.
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FIGURA SíCurva. de dnpIaz.»itnto de rnj PAF por ti PCA-4248 en macrófago. aíio lares de cobaya. Las células se

pre-Incuba ron en presencia de vehídillo, TNF IOU/mloLPS lOOr,g/mi durante 15mInutos para el segundo y2horas para el tercero,

tras lo cual se a/jadié el PCA-4248. Los resultados son la media ±ES. de 3 experimentos por doplicado.
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5 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA ACTIVIDAD DEL PAF ENDOGE-

NO UN VIVO.

El objetivo de los experimentos descritos en este apartado es estudiar la capacidad

del PCA-4248 para atenuar o inhibir los efectos causados por la endotoxina bacteriana “in

vivo”

Se estudió:

El efecto del PCA-4248 sobre la hipotensión, la trombocitopenia y la leucopenia

inducida por endotoxina bacteriana (LPS) en rata.

- El efecto sobre la muerte en ratón inducida por LPS.

5.1 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA HIPOTENSION EN RATA INDUCIDA

POR LPS.

Las inyecciones intravenosas de LPS provocan la caída de la presión arterial en rata,

pero a diferencia de la hipotensión inducida por PAF, estacaída es lenta y se mantiene durante

más de una hora. En este modelo se llevaron a cabo los siguientes estudios:

- Curva dosis-respuesta de hipotensión inducida por LPS en rata.

- Protección ejercida por el PCA-4248 frente a la hipotensión inducida por LPS.

- Capacidad del PCA-4248 para revertir la hipotensión instaurada por LPS.

Los resultados obtenidos al estudiar la hipotensión inducida por endotoxina se represen-

tan en forma de curvas dosis-respuesta en la figura 32. Se probaron tres dosis de endotoxina:

5, 7.5 y 15 mg/Kg. El análisis del perfil temporal de la caída de la presión arterial muestra que
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es lenta, progresa a lo largo de una hora, y es irreversible. La dosis escogida para llevar a

cabo los restantes experimentos fue de 7.Smg/Kg, por ser la dosis que causa una caída

importante de la tensión arterial, sin llegar a ser letal como ocurre con las dosis mayores.
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FIGURA 32. Curva dosia-reapu.ata de hipotensión InducIda por LPS en rata. LPS de E? coll 011184 se administré, por vía

intra venosa, a los animales a tres dosis distintas 5. ??Sy 15mg/Kg. Los resultados representan la media ±ES. de 6 experimentos.

El PCA-4248 administrado por vía intravenosa a la dosis de bmglkg, cinco minutos

antes de la inyección intravenosa de 7.5 mg/Kg de LPS, previene parcialmente el efecto

hipotensor de la endotoxina, aunque las diferencias respecto a los grupos control no fueron

estadísticamente significativas. Sin embargo, cuando se administró a la dosis de 2mgIKg, las

diferencias sí alcanzan significación estadística. El efecto máximo se observó a partir de 30

minutos después de la administración intravenosa de LPS y se mantuvo hasta 60 minutos.
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Los resultados se muestran en la figura 33.
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FIGURA 33.. Efecto protector del PCA-4248 sobre la hipotensión Inducida por LPS en rata- PCA-4 248 2mg’Xg se administré

por vía intravenosa 5 minutos antes de la administración Intravenosa de LPS 7.Sn,g/Kg. Los datos son la media ± ES. de 8

experimentos. La signiticacién estadística se expresa como: • para P(tj< 0.05.

Con objeto de estudiar la capacidad del PCA-4248 para revertir la hipotensión, EL pca-

4248 se inyectó a la dosis de lmg/kg por vía intravenosa en el momento en el que la caída

de tensión fue máxima, es decir entre 15 y 30 minutos de la administración. Se observó que

en los dos primeros minutos había una recuperación casi total de la tensión, aunque posterio-

rmente se producía una ligera caída. Los resultados están representados en la figura 34.

0-

—ID-

.4
4

al
u]
1—
al
4

z
o

o,
u]
al
o.

4
.4

u]
O

4
o,

4
e,

n

JI
E
E

‘-3

e e
‘It

ID
oc-
o

1
u

*
e

-20-

- 30~

-40-

-15



Resultados 126

.4
-e:

a
u]
H
a
4 —1

z
Ort

Lo @ -20--
u] JI
a E
o. E

4 ¡--3 —10-
.4

u]
O

-40-’
4
o

O Control
4
e, _____________________________________________________ • PCA-42~8

-45 60

FIGURA 34. Capacidad delPCA-4248 pararevenir la hipotensión lIdtIClú por LPS — M@. L PS Z5/nQ«g se admk,istró por

víaintravenosa ya los20 minutos, cuandola caída de la tensién era máxima, seadministré porvía Intravenosa cIRCA-4248 ImfrKg.

Los resultados son la media ± ES. de 6 experimentos. La signilloacién estadística esta señalada como: • para P(tj< 0.05 y -•

para P(tjc 0.01

Para estudiar la eficacia del compuesto administrado por vía oral, se administraron

2Omg/Kg del PCA-4248 una hora antes de la inyección intravenosa de 7.Smg/kg de LPS.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 35. Se observó que el PCA-4248 previene

la caída de la tensión inducida por LPS, y que las diferencias son estadísticamente significati-

vas a los 15 y 30 minutos de la administración de LPS.
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FIGURA 35. Eficacia deacción delPCA-4248 sobre la hipotensIón inducidapor LPS en mit PCA .4248 2DmgMg, se admInistré,

por vía oral, una hora antes de ia inyeccidn intravenosa de LPS 7.5mg/Kg Los datosrepresentan la media±ES. deS experimentos.

La signiticacién estadística fue. para P(tj< 0.05.

5.2 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA LEUCOPENIA Y TROMBOCITOPENIA

EN RATA INDUCIDA POR LPS.

Las condiciones fueron idénticas a las de los experimentos de hipotensión. El PCA-

4248, a la dosis de lmg/Kg, se administré por vía intravenosa 5 minutos antes de la

endotoxina. Las muestras de sangre se extrajeron antes de la administración de LPS y 15,

30, 45 y 60 minutos después. Los valores de los recuentos de leucocitos y plaquetas previos

*

2

1
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a la endotoxina se tomaron como 100%. Como se observa en la figura 36, LPS provocó un

disminución del número de leucocitosy plaquetas circulantes que fue máxima a los 15 minutos

después de la administración intravenosa de LPS. El PCA-4248 previno totalmente de la caída

tanto de leucocitos como de plaquetas (Fig.36).

-15 0 15 30 45 60
TIEMPO (MINUTOS)

—15 0 15 20

TiEMPO (MINUTOS)
45 60

FIGURA 35. Efectodel PCA -4248 sobre it trombooftopenlay la leucópenla InducIdapor LPS. PCA -4248 lmg/Kgse administré,

por vta Intravenosa. 5 minutos antes dele administración intravenosa de LPS, 7.Smg’Kg Elpanel superiorrepresenta los resultados

obtenidos para los recuentos de leucocltos y el inferior los obtenidos para plaquetas. Los resultados son la media ± ES. de 9

experimentos. La signiticacién estadística se representa por para P(t.l< 0.05.
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5.3 EFECTO DEL PCA-4248 SOBRE LA MORTALIDAD EN RATON INDUCIDA

POR LPS.

Aunque la inyección intravenosa de LPS, al igual que la infusión de PAF, pueden

provocar la muerte de los animales de experimentación, la mortalidad inducida por endotoxina

se diferencia de la mortalidad inducida por PAF en el patrón temporal. La mortalidad inducida

por PAF se produce en la primera hora tras la inyección del agonista, mientras que LPS

presenta un máximo de mortalidad a las 24-48 horas y va disminuyendo hasta los 5-7 días.

Por esta razón la mortalidad se registró hasta 7 días después de la inyección intravenosa de

LPS.

Se realizaron los siguientes experimentos:

- Cálculo de la dosis letal 80%(LD80) para LPS.

- Efecto del PCA-4248 sobre la mortalidad inducida por LPS.

% Mortalidad <a los 7 días

)

LPS 5mg/Kg b7

LPS 7.Smg/Kg 84

LPS 8.5mg/Kg 95

LPS 12.Smg/Kg 100

TABLA 7. Curva dósls-rnpuesta de mortalidad InducIda por LPS en ,ttón. LPS 5, 75, 8.5 y 12.5 mg4(g se administré, por

vía intravenosa, a los animales. La mortalidad se registré durante 7 días. (n = 30, excepto para la dosis de 7.Smg/Kg, n = 60).
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En primer lugar se hicieron curvas dosis-respuesta de LPS (de E. coli ObblB4). Se

utilizaron 5, 7.5, 8.5 y 12.5 mg/Kg de LPS, administrada por vía intravenosa. Los resultados

reflejados en la tabla 7, muestran la mortalidad a los 7 días de la administración. A la vista

de estos resultados se escogió como dosis efectiva 80% <ED80) 7.5mg/Kg.
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FIGURA 37. Efecto dei PCA-4248 sobre lamoflaildad Inducías por LPS .1> rejón. El PCA-4 248 3,10>’ aOmgiKg Se administré,

por vía oral, 5horas antes de la administración Intravenosa de LPS 7.Smg/Kg y una hora antes. La mortalidad se registré durante

7 días, (n 60, para cada grupo). La signiticacién estadística esta representade por: • para P(3<’k 005 y ‘ para p~<>< 1201.

Con el fin de valorar el efecto del PCA-4248 sobre la mortalidad inducida por LPS,

se administraron 3, 10 y 30 mg/Kg del compuesto por vía oral, cinco horas antes y, por

segunda vez, una hora antes de la administración intravenosa de LPS 7.5 mg/Kg. Como se

2 4 E
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aprecia en la figura 36, el PCA-4248 mostró un efecto protector frente a la mortalidad inducida

por LPS, que fue máximo a las 24 horas. PCA-4248 redujo la mortalidad total a Jos 7 días de)

85% (para el control) a 750/o con la dosis de 3mg/Kg, al 52% con lOmg/Kg y al 450/o con

3Omg/Kg.
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Durante los últimos años se ha demostrado que el PAF, junto con varios otros

mediadores, esta directamente implicado en la etiología de una gran variedad de situaciones

patológicas y se ha anticipado que el desarrollo de antagonistas de su receptor potentes y

específicos pueden contribuir a un nuevoenfoque terapéuticopara enfermedades tales como

el asma o el shock séptico131132. Este tipo de compuestos han demostrado ser, además,

una valiosa herramienta experimental, gracias a la que se ha podido definir la participación

real del PAF en la patofisiología de varias enfermedades.

Entre estos compuestos se encuentra el PCA-4248, un nuevocompuesto con actividad

antagonista del receptor del PAF seleccionado en el desarrollo de un programa de estudio

de compuestos de nueva síntesis con actividad antagonista frente al PAF. Los laboratorios

ALTER se interesaron por la actividad que presentaban una serie de 4-alquil-1 ,4-dihidropiridi-

nas, con una función tioéter unida al carboxilato de la posición 3 del anillo piridínico a través

de un puente alquilénico, que poseían una potente actividad inhibitoria de la agregación de

plaquetas inducida por PAF mientras que no modificaban la respuesta de las plaquetas a otros

agon istas 21

El PCA-4248 ha demostrado ser un potente antagonista del receptor del PAF, específico

y competitivo capaz de inhibir los efectos del PAF en varias situaciones tanto “in vitrohhíM

como “in vivo”1 ~.

Este compuesto compite con el eH] PAF por su sitio de unión a plaquetas humanas

y de conejo con una K
1 en el rango nanomolar, del mismo orden de magnitud que varios otros

136antagonistas del PAF previamente descritos

Aunque la utilización de preparaciones de células intactas parece ser la más adecuada

para la interacción ligando-receptor, en el caso concreto del PAF existen una serie de
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problemas que ha sido necesario tener en cuenta a la hora de plantear los experimentos de

caracterización de la unión del PCA-4248 al receptor del PAF en plaquetas, macrófagos y

leucocitos polimorfonucleares.

Se ha descrito que, el PAF puede activar a estas células sufriendo internalización o

degradación a metabolitos inactivos como el liso-PAF137 o puede ser incorporado a los

fosfoflpidos de la cubierta exterior del plasmalemat37’138. Debido a estos hechos muchas

publicaciones sobre estudios de unión al receptor, realizados con distintos antagonistas, así

como con diversas especies de PAF (C
16, C18) se caracterizan por valores muy altos de unión

inespecífica <del orden de un 50% de la unión total). Nosotros hemos modificado las

condiciones de los ensayos previamente descritos utilizando plaquetas suspendidas en un

medio con baja concentración de Ca
2~ (0.2mM), suficiente para mantener la integridad de la

membrana plasmática y la funcionalidad del receptor, pero insuficiente para provocar la

activación de las células por las concentraciones de PAF utilizadas en nuestros experimentos.

Así mismo, las incubaciones se han realizado a temperatura ambiente, por espacios

de tiempo inferiores a 60 minutos, para impedir la internalización y el metabolismo del PAF139.

En estas condiciones la unión inespecífica se redujo a un 25 ±5%de la unión total y la unión

del [3H]PAF a su receptor en los tres tipos de células estudiados resultó completamente

reversible.

Las determinaciones de la constante de afinidad y del número de receptores varían

grandemente de un investigador a otro incluso cuando se comparan experimentos realizados

en el mismo tejido, la misma especie y bajo condiciones similares. Así la constante de

disociación del equilibrio (K
0) para [

3H]PAF en plaquetas de conejo varía desde Q.5136 a

3.62nM140 con capacidades máximas de unión que oscilan entre 259’~ y b9.38623 sitios de

unión por plaqueta.

En nuestros experimentos obtuvimos un valor de KD de 0.2nM y un número máximo

de 940 sitios de unión por plaqueta. Estos valores se justifican, además de por las condiciones



Discusión 135

del ensayo, por la utilización como ligando marcado el enantiómero L del PAF<1 -O~~), que es

la molécula del PAF con mayor afinidad y especificidad por el receptor, en lugar de formas

racémicas LD o mezclas de distintas especies químicas (PAF-C16 + PAF-O18) que han sido

los más utilizados en los estudios de unión al receptor antes mencionados.

Los experimentos iniciales de la modulación de la respuesta celular frente a PAF por

el PCA-4248 fueron útiles para sugerir su actividad antagonista de PAF. Sin embargo, su

capacidad para inhibir algunas de las actividades de este autacoide, podría no deberse

necesariamente al antagonismo del receptor y estar relacionada con pasos intermedios

implicados en los procesos estudiados. Por tanto, los estudios de unión al receptor, utilizando

[
3H]PAF como radioligando marcado, son imprescindibles para caracterizar la actividad del

fármaco a nivel del receptor. Los datos presentados en esta tesis sugieren una competición

directa del PCA-4248 por el receptor del PAF, ya que las representaciones de Schild para la

unión de [3H]PAF a plaquetas de conejo obtenidos de la realización del análisis de Scatchard

nos mostraron valores de la pendiente muy próximos a la unidad (- 0.92±0.b2 para n = 10).

El compuesto inhibió la unión específica del [3H]PAF a su receptor en plaquetas de conejo

y humanas con unas lC~~ de 30 y 24nM, (K
1 = b4 y b2nM) respectivamente. Esta inhibición

fue completamente reversible en presencia de concentraciones elevadas (lklM) de PAF no

marcado.

La comparación entre los resultados de los experimentos de unión del PAF al receptor

y de agregación de plaquetas inducida por PAF mostraron una buena correlación entre la

potencia exhibida por el PCA-4248 en los estudios de unión al receptor 1050 = 3OnM y los

estudios funcionales, 1050 = 300nM respectivamente, para unas concentraciones de agonista

de 0.2 y 1.QnM.

La correlación no es tan buena en el caso de las agregaciones realizadas en P.R.P.

debido probablemente a la unión tantodel PAF como del PCA-4248 a las proteínas del plasma.

Los estudios en leucocitos polimorfonucleares humanos y de conejo, mostraron un valor
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de K1 muy parecido en ambos casos 61 y 58nM sugiriendo la existencia de un mismo receptor

en los PMNs de ambas especies, tal como sucedía en plaquetas.

La diferencia de afinidad por el receptor de plaquetas y de PMNs ha sido descrita

también para otros antagonistas del PAF
125. Lo mismo sucede cuando estudiamos la afinidad

del PCA-4248 en el receptor de macrófagos residentes de pulmón de cobaya (K, = 32nM).

Este hecho apoya las sugerencias de Hwang141 y otros autores142, de que debe haber,

al menos, dos tipos de receptores para el PAF.

Otra posible explicación sería la existencia en ciertos tipos de células, de receptores

intracelulares para el PAF, que actuaría como un mediador intracelular. Apoyan estas hipótesis

la internalización del PAF en algunos tipos de células con la consiguiente imposibilidad de

desplazar totalmente al agonista de estos receptores intracelulares y la disminución de la

potencia aparente de los antagonistas. De hecho, nosotros hemos comprobado que en el caso

de activación de macrófagos alveolares por distintos estímulos, LPS, TNF, etc. existe una

producción de PAF, que en su mayor parte no es liberado al medio extracelular sino que

permanece asociado a las células.

La actividad anti-PAF del PCA-4248 se mantuvo cuando el compuesto se administró

por vía intravenosa u oral, a animales de experimentación. El compuesto bloqueó la mayor

parte de los efectos del PAF en conejo, rata , ratón y protegió a estos últimos de la letalidad

de la inyección intravenosa de endotoxina bacteriana. Además, los experimentos “in vivo” y

“ex vivo” demostraron una rápida absorción y una prolongada duración del efecto del PCA-

4248.

Los efectos hipotensores y la letalidad del PAF han sido descritos en varias espe-

y se cree que son mediados vía receptot’t La capacidad del PCA-4248, así

como de otros antagonistas del PAF1~t para inhibir y revertir la hipotensión inducida por

PAF y para proteger de la letalidad producida por la administración intravenosa de PAF, apoyan

la hipótesis de quela hipotensión y el shock estan mediados por receptores. En varios modelos
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experimentales “in vivo”, el PCA-4248 se comportó como un potente inhibidor de los efectos

del PAF. El mecanismo de acción más probable, en estos casos parece ser el de antagonismo

por el receptor, pero no podemos excluir otras actividades farmacológicas de tipo anti-

inflamatorio.

En la rata, el PCA-4248 se mostró más activo frente a la hipotensión inducida por PAF.

cuando se inyectó por vía intravenosa que cuando se administró por vía oral. Este hecho puede

reflejar, bien una limitada absorción del compuesto o bien la existencia de catabolismo activo

del PCA-4248.

Nuestros resultados demuestran queel PCA-4248 es capaz de antagonizar igualmente

los efectos del PAF generado de forma endógena, es decir, PAF liberado en respuesta a

estímulos tales como inmunoagregados135 o endotoxina bacteriana.

Nuestro trabajo se ha centrado en los efectos producidos por la endotoxina bacteriana

ya que se ha demostrado que parte de sus efectos, característicos del shock séptico, están

mediados, al menos en parte vía generación de PAF1471t

El shock puede producirse por diversas causas, entre las cuales la de mayor incidencia

es la sepsis bacteriana149. En el estado de shock se produce un fallo del sistema circulatorio

en la distribución de las sustancias químicas necesarias para la supervivencia celular y en

la eliminación de productos de desecho. Ello conduce a una disfunción y a la muerte

celulares150.. La complejidad de la patofisiología se explica por la existencia de mecanismos

en los que participan diversidad de mediadores humorales y celulares, entre los que destacan

aminas vasoactivas, citoquinas como Tiff, IL-1 e IL-6 y lípidos bioactivos como el PAF. Todo

ello hace que el estado de shock sea la versión sistémica de la inflamación aguda.

En los últimos años se ha tratado de esclarecer el papel patogénico de lípidos activos,

151 152

como el PAF, o ciertas citoquinas en el shock séptico
La infusión intravenosa de endotoxina produce síntesis de PAF y aparecen síntomas

como hipotensión, hemoconcentración y en algunos casos hasta la muerte’53. Por otra parte,
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la inyección intravenosa de PAF mimetiza gran parte de las características fisiopatológicas

del shock.

El TNF es también un importante mediador en el shock séptico. De hecho esta citoquina

se describió porprimera vez por un grupo de investigadores, que aislaron, de animales tratados

con endotoxina, una proteína que producía la necrosis hemorrágica de tumoresíM.

El papel del TNF en el shock ha adquirido relevancia en los últimos años. Toda una

serie de hechos parecen apoyar la importancia del papel del TNF en el shock séptico:

- Es conocido que la endotoxina bacteriana es el estímulo más potente para provocar

la síntesis de TNF por parte de monocitos y macrófagos23.

- Se han medido concentraciones importantes de TNF en sangre de animales de

experimentación tratados con endotoxina y en los pacientes con sepsis’55

- La inyecciones intravenosa de TNF en animales de experimentación desencadena un

síndrome con características muy parecidas al estado de shock, aunque no reproduce

la totalidad de los efectos producidos por la endotoxina’56.

Las ideas expuestas anteriormente hacen pensar que TNF y PAF cooperan durante

el shock séptico para provocar los efectos observados en esta situación’57. Curiosamente,

la administración de PAF a ratones tratados con endotoxina hace disminuir los niveles de TNF

circulantes. Los mecanismos implicados en el proceso podrían ser dos. El primero de ellos,

dependería de la formación de PSE
2, que sería la causa de una disminución en la síntesis

de mRNA para el TNF. El segundo mecanismo propone que la ocupación del receptor del PAF

por agonistas o antagonistas de este receptor provocaría la disminución de la síntesis de

TNF
1~W

Además del PAF y del TNF, la IL-1 se considera también un importante mediador en

el shock séptico.

Varios puntos apoyan esta afirmación:

- La inlusión de IL-1 provoca en animales de experimentación leucopenia, taquicardia
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e hipotensión.

- Se ha descrito que esta citoquina actúa de manera sinérgica con el TNF para producir

el daño tisular y la muerte en modelos experimentales159.

Nuestros resultados demostraron que el PCA-4248 inhibió la hipotensión arterial

inducida porendotoxina en rata anestesiada, de forma similar a lo observado en la hipotensión

inducida por la infusión de PAF.

Las dosis intravenosas del PCA-4248 necesarias para la recuperación de los animales

tratados con LPS fueron mayores que en el caso de la hipotensión inducida por PAF, sin

embargo, las cantidades necesarias para observar su efecto porvía oral eran aproximadamente

iguales para las dos situaciones. Este hecho se ha descrito también, para otros antagonistas

del PAF, tales como el WEB 2086 y el SDZ 64~412136.

Puesto que la infusión de endotoxina bacteriana produce la liberación de varios

mediadores con distintos patrones cinéticos, este hecho debe tenerse en cuenta a la hora de

analizar los resultados. La liberación máxima de PAF tiene lugar, aproximadamente, a los 20

minutos tras la inyección de endotoxina, mientras que el TNF no es un mediador constitutivo,

sino que se genera entre 90-120 minutos después1~. Esto podría explicar la mayor eficacia

del compuesto frente a LPS en el caso de la vía oral, ya que esta ruta de administración

favorecería su mejor distribución en los tejidos. Mientras que la administración intravenosa

del compuesto sería menos eficaz debido a un mayor catabolismo y/o a su rápida eliminación

del torrente sanguíneo.

El PCA-4248, administrado por vía intravenosa, disminuyó la trombocitopenia y la

leucopenia inducidas por inyección intravenosa de LPS en rata anestesiada. La actividad

desarrolladapor el compuesto no puede relacionarse con un efecto directo sobre los receptores

de plaquetas, puesto que las plaquetas de rata no poseen receptores para el PAF. Sin

embargo, estos resultados podrían estar relacionados con los cambios hemodinámicos

inducidos por la endotoxina, que contribuirían al secuestro intrapulmonarde células sanguíneas,
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o deberse a una propiedad adicional del POA-4248 aún no caracterizada.

Algunos antagonistas del PAF tales como el WEB 2086161, el CV 3988129 o el BN

50739162 también son efectivos frente a la hipotensión inducida por endotoxina, sin embargo,

son incapaces de antagonizar la leucopenia y la trombocitopenia asociadas. El WEB 2086,

probado en nuestras condiciones experimentales, no resultó efectivo para proteger al animal

frente a Ja hipotensión. La discrepancia de este dato con los publicados previamente163

podría deberse a la utilización de una distinta dosis de endotoxina bacteriana o a la mayor

duración del período de observación en nuestro laboratorio. La eficacia del PCA-4248 frente

a la leucopenia y trombocitopenia inducida por endotoxina en rata podría ser debida a una

posible actividad anti-TNF113, ya que el TNF induce trombocitopenia, leucopenia y hemoconcen-

tración, que se deben su capacidad para inducir la adhesión de neutrófilos a las células

endoteliales. Anticuerpos monoclonales anti-TNF inhiben estas respuestas a la endotoxina

en ~t Además, se ha demostrado que dichos anticuerpos son capaces de suprimir

la inducción de la NO sintasa y la producción de óxido nítrico <NO), que sería el efector final

de la vasodilatación, y la hipotensión consecuente.

La medida de los niveles de TNF en plasma tras la administración de endotoxina

bacteriana permite predecir en algunos casos el carácter letal de la situación patológi-

ca1~1~. Por otro lado, se ha observado que algunos antagonistas de PAF son capaces de

disminuir los niveles de TNF en suero de ratones tratados con LPS, sugiriendo que, debido

a este hecho, estos compuestos podrían presentar un efecto beneficioso adicional153.

El PCA-4248, administrado por vía oral, fue capaz de suprimir casi totalmente la mortali-

dad inducida por endotoxina en ratones. El efecto máximo fue dependiente de la dosis y se

observó a las 24 horas de la administración intravenosa de LPS, coincidiendo con la fase de

mayor mortalidad en el grupo control. A la vista de esteefecto, se probó la capacidad del PCA-

4248 para proteger de la muerte inducida en ratones por inyección intravenosa de TNF. Este

estudio, realizadopore> departamento de inmunología de los laboratorios Knoll < Ludwigshafen,
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Alemania)167 demostró la efectividad del compuesto en este modelo donde aumentó en un

40% la supervivencia de ratones a los que se administró TNF por vía intravenosa.

La misma dosis de WEB 2086 no tuvo ningún efecto protector sobre la mortalidad por

TNF sugiriendo que la mortalidad inducida por TNF no es PAF-dependiente yque el PCA-4248

posee actividad anti-TNF además de su actividad PAF-antagonista

Este hecho , que pudiera ser fundamental a la hora de utilizar el PCA-4248 como agente

terapéutico en el shock séptico, nos llevó a intentar caracterizar la actividad anti-TNF del

compuesto.

Existe una estrecha relación entre los mediadores lipidicos y las citoquinas en cuanto

a su papel funcional, demostrándose interrelación entreambos tipos de mediadores. Se conoce

también que la IL-1 induce la acumulación de una PLA
2 de elevado peso molecular y la

liberación de PGE2 168 Así como la acumulación de DAG procedente de fosfatidilcolina
169.

Así mismo, se ha probado la existencia de una PLA
2 de alto peso molecular que juega

un papel crucial en la citotoxicidad y en la transducción de la señal inducida por el TNF
170.

Paralelamente, estudios ‘in vitro” han demostrado la relación entre fosfolípidos y citoquinas

y han observado que productos derivados del ácido araquidónico controlan la producción de

TNF e IL-1.

PAF y LTB
4 son también estímulos muy potentes para la producción de estas citoqui-

nas
171. Mientras que la PGE

2 inhibe la producción de TNF e IL-1 por un mecanismo de “feed-

172back’ negativo

En todo este proceso, los macrófagosalveolares de pulmón juegan un papel importante.

En primer lugar, como células productoras de un elevado número de mediadores y en segundo

lugar como células diana de mediadores inflamatorios. Entre todos los mediadores generados

en la reacción inflamatoria, las especies reactivas de oxígeno representan una familia de

moléculas muy activas y que contribuyen al daño estructural y funcional de las células y tejidos

implicados
6.
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Es bien conocido que, en diversas situaciones “in vivo”173, tanto el TNF como la

endotoxina (LPS) favorecen la activación de los macrófagos alveolares para una posterior

respuesta al PAF o fMLP’I74. También se ha observado que el PAF estimula la producción

de TNF en monocitos de sangre periférica y que, en un rango de concentración nanomolar,

provoca la producción de TNF en respuesta a la endotoxina175.

La estimulación de macrófagos alveolares de cobaya con PAF y LPS conduce a la

producción de ~2~’ que el PCA-4248 suprimió totalmente, sin embargo, el compuesto no

modificó la respuesta a fMLP y redujo en un 500/o la producción de ~2 inducida por TNF.

Estos hechos sugieren que la producción de ~2 en respuesta a fMLP es independiente

del receptor del PAF mientras que la inducida por TNF es sólo parcialmente dependiente de

PAF o bien que el PCA-4248 posee algún tipo de actividad anti-TNF.

La pre-incubación (‘priming’) de las células con LPS hizo que la producción de O;

aumentara cuando los macrófagos se estimulaban posteriormente con TNF y fMLP, sin

embargo, cuando la estimulación era por PAF, la producción de O; estaba disminuida, lo que

sugiere una ocupación parcial de los receptores por el PAF sintetizado en respuesta a LPS.

En células pre-activadas con LPS , el PCA-4248 suprimió el aumento de O; inducido

como respuesta a fMLP y anuló totalmente cualquier tipo de respuesta a TNF y PAF. Sin

embargo, otro antagonista del PAF, el WEB-2086, no fue capaz de suprimir la elevación de

los niveles de ~2 cuando la estimulación era por TNF, mientras que se comportó de manera

análoga al PCA-4248 cuando los macrófagos se estimularon por PAF o fMLP, confirmando

así queel aumento de la actividad debido a la incubación con LPS esdependiente del receptor

del PAF, mientras que la estimulación por fMLP y TNF es independiente de la misma y que

el PCA-4248 posee actividad anti-TNF no relacionada con su efecto antagonista del PAF.

La pre-incubación con TNF, indujo a su vez un aumento en la respuesta de los macrófa-

gos sólo en el caso de estimulación posterior con fMLP. El PCA-4248 suprimió sólo

parcialmente este aumento de la producción de O¿, comportándose también en esta situación
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como un inhibidor de los efectos del TNF sin actividad frente al fMLP.

Cuando las células se pre-incubaron con PAF, éste causó un primerpico de producción

de 0; y la disminución del período de latencia requerido para la producción de 0~ en

respuesta a TNF. El PCA-4248 suprimió tanto la producción de o; debida a PAF como la

inducida porTNE. De nuevo, el comportamiento del fármacofue diferente al de otro antagonista

de PAF utilizado como patrón, ya que el WEB-2086 suprimió la producción de 02’ debida al

PAF sin modificar la respuesta de los macrófagos a TNF. Todos estos datos sugieren que el

PAF tiene un papel importante en la activación de macrófagos por LPS, aumentando la

respuesta de las células a otros mediadores. En el caso del TNF la situación es diferente, ya

que si bien la pre-estimulación con PAF no incrementa la producción de anión superóxido,

en respuesta a TNF, sí hace que esta respuesta sea casi inmediata transformando al

macrófago en una célula capaz de responder rápidamente a la estimulación por TNF.

El PCA-4248 es activo, no sólo en aquellos modelos en los que se produce claramente

la liberación de PAF, sino que además, modifica también la respuesta celular al TNF y los

efectos de la interacción PAF-TNF.

La modificación por LPS y TNF de la respuesta a una posterior estimulación por PAF

pueden ocurrir a través de diversos mecanismos:

- Por un aumento de la afinidad del receptor del PAF por el ligando y/o un

aumento en el número de receptores debido a una restructuración de los

receptores en la superficie de la membrana.

- O bien, por modificaciones a nivel de aquellos procesos de transducción que

ocurren tras la interacción del ligando con el receptor.

Nuestros estudios indican que la activación de los macrófagos alveolares de cobaya

por parte de LPS y TNF parece modificar las características de la unión del PAF a su receptor,

ya que la incubación de las células con LPS o TNF indujo un aumento en el número de

receptores y una disminución de la afinidad del ligando por el receptor.



Discusién 144

Se ha descrito que la activación de macrófagos peritoneales de ratón por LPS induce

un aumento en el número de receptores de membrana celular, pero no altera la afinidad de

éstos por el PAF’~. También se ha descrito un aumento en el número de receptores para

PAF, expresados en una línea celular de monocitos (Mono Mac O) en respuesta a TNF, aunque

en este trabajo no se hace referencia a un posible cambio de afinidad’? Estos datos

indicarían, que tanto LPS como TNF son capaces de modular la respuesta del PAF a través

de un mecanismo en el que esta implicada la expresión de su receptor.

Nuestros resultados indican que, el PCA-4248 fue capaz de desplazar al eH] PAF de

su receptorde manera dependiente de la dosis en macrófagos pre-incubados con LPS oTNF.

Los valores de K1 para los tres casos: células nativas y células activadas por LPS o TNF eran

aproximadamente iguales, sugiriendo que los nuevos receptores de PAF expresados en la

membrana celular serían iguales a los de las células nativas. Por tanto, la capacidad del PCA-

4248 para inhibir los efectos de LPS y TNF podrían estar no sólo relacionados con una

actividad directa anti-TNF, sino también con su capacidad para anularla modulación que estos

mediadores ejercen sobre los receptores del PAF.

Estos resultados sugieren de nuevo la posible actividad anti-TNF descrita en el apartado

anterior. Resultados de experimentos no recogidos en esta tesis y realizados por los

laboratorios KnollíM, demostraron que el PCA-4248 inhibía la síntesis de TNF inducida por

estimulación de monocitos humanos con LPS, mientras que la eficacia del compuesto era

menor cuando la citoquina liberada era IL-1. Los valores de lC~ del compuesto para la

producción de TNF e IL-1 eran de lC~~ = 32gM e
105fl > 4OgM respectivamente, mejores que

los obtenidos por este mismo laboratorio para la pentoxifilina (un inhibidor de fosfodiesterasa

que se utiliza como referencia en modelos inflamatorios, por su capacidad para inhibir la

síntesis de TNF lC~~> 4QtM en ambos casos), o para otro importante antagonista del PAF:

el WEB 2086, también 10~c> 4OgM en ambos casos.

Esta característica del PCA-4248, que no poseen otros antagonistas del PAF, podría
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darle un interés especial desde el punto de vista terapéutico en situaciones patológicas como

el shock séptico, fuertemente dependientes de la interacción PAF-TNF.
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CONCLUSIONES.

1El PCA-4248 antaponiza los efectos del PAF “in vitro’

:

Es capaz de inhibir la agregación plaquetaria y la liberación de ATP de una

manera dependiente de la dosis. Esta inhibición es de tipo competitivo.

- La actividad antiagregante es específica para PAF, y no se observa frente a

otros agonistas como colágeno, epinefrina, ADP y AA.

El PCA-4248 suprime la entrada de Ca2~ extracelular en plaquetas asociada

a la unión del PAF a su receptor.

- El PCA-4248 inhibe la producción de Q inducida por PAF, en macrófagos

alveolares de cobaya. Esta actividad, también es específica para PAF, pues

no se observa cuando el estímulo utilizado es fMLP.

2. El PCA-4248 inhibe, también, alciunos efectos directos del TNF ‘in vitro’

.

- En macrófagos alveolares de cobaya, el compuesto suprime parcialmente la

producción de Q inducida por TNF.

- Suprime parcialmente la respuesta a fMLP de macrófagos alveolares pre-

activados por TNF.

3. El PCA-4248 presenta capacidad para suprimir las acciones debidas a las interacciones

PAF-TNF “in vitro”

.

- En macrófagos alveolares de cobaya suprime totalmente la producción de anión

O~ inducida por LPS.
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Es capaz de suprimir la producción de O; inducida por TNF y PAF en

macrófagos pre-activados por LPS.

- En macrófagos pre-activados por PAF, también suprime la producción de O9~

debida a PAF y TNF.

- En monocitos humanos, inhibe la síntesis de TNF en respuesta a LPS.

4. El compuesto eierce su actividad por su capacidad de unión al receptor del PAF en

plaquetas, leucocitos polimorfonucleares y macrófagos

.

- El PCA-4248 es capaz de desplazar de manera dependiente de la dosis al [3H]

PAF del receptor del PAF en plaquetas de conejo y humanas, en leucocitos

polimorfonucleares de conejo, polimorfonucleares humanos y en macrófagos

alveolares de cobaya.

El antagonismo frente al receptor del PAF es de tipo competitivo y reversible.

- Aunque TNF y LPS modifican las características de unión de ~H] PAF al

receptor de macrófagos alveolares de cobaya, el PCA-4248 es capaz de

desplazar al [3HJPAF del receptor en macrófagos alveolares de cobaya

modificados tras pre-incubación con LPS y TNF.

5. El PCA-4248 es capaz de eiercer su antagonismo frente a PAF “in vivo”

.

- Es capaz de inhibir la agregación plaquetaria inducida por PAF en plaquetas

de conejos tratados con el compuesto.

- Protege y revierte la hipotensión y la hemoconcentración inducida por PAF en

rata.

- Aumenta el grado de supervivencia a la inyección de PAF en ratones.

- Presenta una rápida absorción, por vía parenteral y entérica.

- El efecto es prolongado y reversible.
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6. El PCA-4248 inhibe también algunos efectos del TNF “in vivo’

.

- Aumenta el grado de supervivencia frente a la inyección intravenosa de TNF

a ratones.

7. El PCA-4248 es capaz de aliviar el colapso circulatorio inducido por LPS

.

- El compuesto muestra capacidad de protección y reversibilidad sobre la

hipotensión, trombocitopenia y leucopenia inducida por LPS en rata.

Aumenta la supervivencia en ratones tratados con LPS.

- Presenta mejor efecto cuando la administración es por vía entérica.

8. El coniunto de actividades desarrolladas por PCA-4248 supiere Que se trata de un

compuesto con actividad farmacológica dual: antagonización del PAF y supresión de

los efectos de TNF

.
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