UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

INHIBIDORES DE LAS FOSFODIESTERASAS Y FUNCION MIOCARDICA

Maria Isabel Argel
- 1980 -



El presente trabajo de Tesis para optar
al Doctorado en Ciencias Biogquimicas, -
ha sido desarrollado en la Catedra de -
Fisiologfa con Bioffisica de la Facultad
de Ciencias Mé&dicas de la Universidad -

Nacional de la Plata.

Se realiz6 mientras la autora fue beca-
ria de la Comisién de Investigaciones -
Cientfficas de la Provincia de Buenos -
Aires, bajo la direccién del Dr. Horacio

Eugenio Cingolani.



Agradezco al Dr. Horacio Eugenio
Cingolani y a la Dra. Gladys E.
Chiappe de Cingolani y sus cola-
boradores por la direccién, ayu-
da y estfmulo brindados para la

realizacién de este trabajo.



Mi reconocimiento:

A la Facultad de Ciencias Mé&dicas
de la Universidad Nacional de la
Plata, a la Comisién de Investiga
ciones Cientificas de la Provin-
cia de Buenos Aires y al Consejo
Nacional de Investigaciones Cien-
tfficas y Técnicas por haber brin
dado los medios para la realiza-

cién de este trabajo.

A la Comisién de Investigaciones
Cientfficas de la Provincia de -
Buenos Aires por las becas que -

oportunamente me otorgara.



a mi madre

a mi esposo



IT.-

III.-

IV.-

INDICE

Pagina
I.- INTRODUCCION
1.- Generalidades 1
2.- AMPc y contractilidad 3
Adenilil ciclasa 3
AMPc 4
.- Protefnas gquinasas AMPc-dependientes 5
.~ Fosfodiesterasas de Nucle6tidos Ciclicos 9
.- GMPc y contractilidad 12
Guanil ciclasa 12
GMP ciclico 12
6.- Proteina quinasa GMPc-dependiente 13
OBJETIVOS 14
MATERIAL Y METODOS
l.- Perfusibn de los corazones 15
2.- Determinacién de actividad de Proteina
quinasa AMPc-dependiente 17
3.- Determinacién de niveles de nuclebtidos
cfclicos: AMPc y GMPc 18
RESULTADOS
1.- Grupo control 20
2.- Efectos de la perfusidén con Teofilina
2 x 10 %M 22
3.- Efectos de la perfusibdn con Papaverina 10-5M 24
4 .- Efectos de la perfusién con Pentoxifilina 10—4M 26

V.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

VI.- BIBLIOGRAFIA

30

35



1.- INTRODUCCION

1.- Generalidades

La funcién del coraz6n como bomba, depende de la coor
dinacibn de las actividades mec&nica, elétrica y metabflica -
de las células mioc8rdicas. Dichas actividades estén sujetas
a la regulacién nerviosa y hormonal, principalmente a través
del sistema nervioso autébnomo y sus sustancias transmisoras,-
noradrenalina y acetilcolina, como asf también por las cateco
laminas circulantes como adrenalina. Adem&s, otras hormonas y
ain sustancias capaces de ejercer una accién parecida a la -
hormonal que actfian directamente o por interaccién con las ca
tecolaminas producen efectos similares sobre la funcién y el
metabolismo cardfacos. Toda la actividad reguladora estarfa -
dirigida hacia el calcio (Ca++), el principal modulador de la
actividad cardfaca. En muchas instancias de este mecanismo re
gulador estarian involucrados los nucle6tidos ciclicos: adeno
sfn 3':5' monofosfato cficlico (AMPc) y guanosfin 3':5' monofos

fato ciclico (GMPc) como sus intermediarios intracelulares.

De acuerdo a teorfas ampliamente aceptadas, el AMPc,
descubierto en 1957 por Sutherland y colaboradores (1-2), se-
rfa el mediador intracelular de senales hormonales gue ejer-
cen sus efectos a través de la activacién de proteinas quina-
sas AMPc-dependientes (3). Estas enzimas catalizan la transfe
rencia del fosfato terminal del adenosintrifosfato (ATP) a -
sustratos proteicos, provocdndoles una modificacifn en sus -

propiedades.

El GMPc fue descubierto 6 anos m&s tarde por Price vy
colaboradores (4). Por su importancia biolégica también ha si
do propuesto como mediador intracelular de senales hormonales
extracelulares a trav&s de un mecanismo similar al del AMPc,
es decir, mediante la activacibén de una protefina quinasa GMPc
dependiente (5-6). En el desarrollo de sus funciones regulato
rias las dos nuclebtidos pueden actuar independientemente o -

bien como un par de antagonistas (7).

De acuerdo al concepto corriente de accién hormonal -
mediada por el "segundo mensajero" AMPc, la secuencia de reac
ciones biogquimicas involucradas comprende los siguientes pa-
sos: 1) Estimulacién de la adenilciclasa (adenilil-ciclasa) -
sensible a hormonas u otra senal extracelular, 2) Acumulacién
de AMPc intracelular, 3) Activacién por el AMPc formado de las
protefnas quinasas AMPc-dependientes, 4) Fosforilaci6én de en-
zimas u otras protefnas mediada por las protefnas quinasas ac-

tivas, 5) Efecto o efectos biolégicos.
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les intracelulares de AMPc.
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En contraposicifn con la relativamente bien documenta
da secuencia anterior, la cascada andloga para el GMPc, ha si
do confirmada parcialmente. Se ha propuesto al GMPc como "se-
gundo mensajero" de las sustancias que ejercen su accibén por
estfmulo de los receptores muscarfnicos y se ha sugerido que
actuarfa en forma anfloga al AMPc, es decir: 1) Estimulacién
de la guanil ciclasa (guanilil ciclasa) por hormonas u otras
sustancias, 2) Formacidén de GMPc intracelular, 3) Fosforila-
ci6én de protefnas mediada por el aumento de GMPc el cual esti
mularfa la protefna quinasa GMPc-dependiente, 4) Respuesta fi

siolbgica.

Se debe agregar que la defosforilacién enzim&tica de
las fosfoprotefnas formadas y la degradacién de los nuclebti-
dos cfclicos por medio de las fosfodiesterasas, enzimas que -
los transforman en 5' AMP y 5' GMP inactivos, es el modo de -
terminar el efecto celular de los nucleftidos ciclicos y res
tablecer la homeostasis celular. Por lo tanto, la regulaciébn
de los niveles intracelulares de nuclebftidos ciclicos en los
sistemas biol6gicos es funci6én directa de ambas velocidades -

de sintesis y degradacién.

2.- AMPc y contractilidad

Adenilil Ciclasa

La conversién enzimitica del adenosintrifosfato (ATP)
a AMPc fue descripta por Sutherland y colaboradores en 1962 -
(8) . Demostraron que la enzima denominada por ellos adenil ci
clasa (AC) catalizaba con requerimiento de Mg++ la siguiente

reaccién:

ATP _A.C AMPc + PPi
—

++
Mg

La adenil ciclasa miocdrdica se encuentra localizada
preferentemente en la meMbrana plasm&tica (9-11) aungque tam-
bién se ha detectado actividad de adenil ciclasa en prepara-

ciones de retfculo sarcoplésmico (12-13).

Se han llevado a cabo investigaciones trat&ndo de es-
tablecer las propiedades moleculares del receptor beta y su -
relacién con la adenil ciclasa, encontrindose que en poblacio
nes celulares puras representan entidades independientes (14-
15) . La localizacién celular del receptor beta y de la adenil

ciclasa en el mlGsculo cardfaco todavfa no ha sido resuelta, -



probablemente debido a la dificultad para obtener preparacio-
nes de membranas puras, que representen al sarcolema, al ret£

culo sarcopl8smico o a otras membranas subcelulares.

La adenil ciclasa es afectada por diferentes hormonas
y drogas (9,16-18) y se ha propuesto que actuarfa tanto como
discriminadora de senales, como generadora de las mismas. Por
este mecanismo la senal extracelular inicial representada por
el primer mensajero hormona o droga, es transmitida al segun-
do mensajero, AMPc, dentro de la célula. Esta sefial serd ampli
ficada y la respuesta final depende del perfil enzim&tico y -

del tipo de célula involucrada (19).

AMPcC

Desde que en 1962 Murad y colaboradores (20) sugirie-
ron que el AMPc estarfa involucrado en la funcién del corazén,
se han llevado a cabo diversos estudios para establecer el pa

pel del nucleb6tido en la actividad cardfaca.

Se ha demostrado que las catecolaminas "in vivo" o en
corazones aislados y perfundidos, producen un ré&pido incremen
to en los niveles intracelulares de AMPc que precede a la res
puesta contrlctil (21-27). Estos estudios aportan la eviden-
cia de que el AMPc actia como mediador del efecto inotr6pico
positivo de las catecolaminas. Adem8s, dichos resultados se a
poyan en el hecho de que las catecolaminas estimulan la acti-
vidad de la acdenil ciclasa en preparaciones de membranas de -
coraz6n de diversas especies y derque su potencia de activa-
cibn es similar a la potencia de su respuesta inotrSpica (20,
28-30) .

Otros trabajos presentan evidencias en contra del pa-
pel del AMPc como mediador del efecto inotr6pico positivo (31-
33). La dificultad en probar que el AMPc se encuentre involu-
crado en la mecanica cardfaca reside en el hecho de que el -
AMPc ex6geno no produce efecto inotr6pico positivo debido a -
la poca permeabilidad de la membrana para el nuclebtido y a -
su rdpida destruccibén intracelular por accibén de las fosfodies
terasas. En estudios realizados en corazones de cobayo cuyas -
membranas se habfan hecho permeables al AMPc, se logr6 activar
la fosforilasa sin obtener cambios en el comportamiento con-
trdctil, pero no se obtuvieron evidencias de que el AMPc intra
celular hubiese realmente aumentado (34). Se ha utilizado un -
derivado del AMPc, el dibutiril AMPc (N6, 2'-0- dibutiril AMPc)
que es mis permeable y es menos hidrolizado por las fosfodies-

terasas. El dibutiril AMPc produce efecto inotrépico positivo



en mGsculo papilar (35-36), en corazones perfundidos (37-38)

y en preparaciones de aurfcula (39-40).

El AMPc estd también involucrado en los efectos car-
dfacos que producen los agentes inhibidores de las fosfodies-
terasas, tales como metilxantina y derivados (41) y papaveri-
na (42).

La relaci6n entre el comportamiento contractil del -
miocardio y las hormonas y drogas que actGan via AMPc es com-
pleja e implica cambios simulténeos y secuenciales en una va-

riedad de pardmetros.

3.- Protefinas quinasas AMPc-dependientes

El AMPc formado en el miocardio produce cambios en 1la
funcién y el metabolismo debido, al menos en parte, a la acti

vacién de las protefnas quinasas AMPc-dependientes (43-48).

La actividad de proteinas quinasas AMPc-dependientes
fue descripta por Krebs y colaboradores en misculo esqueléti-
co de conejo (49). Posteriormente se encontr6 actividad de -
protefinas quinasas AMPc-dependientes en una variedad de espe-

cies y tejidos, entre ellos el mGsculo cardfaco (48,50-51).

El mecanismo por el cual el AMPc activa las protefinas
quinasas AMPc-dependientes ha sido estudiado extensivamente -

(52-55) y se representa por la siguiente ecuacién:

R2C2 + 2AMPCc —— R2AMPC2 + 2C

inactiva activa

La enzima inactiva R2C2 consiste en dos subunidades distintas,
una subunidad (R) regulatoria que une AMPc e inhibe la activi-
dad de la subunidad (C) catalftica en ausencia del nuclebtido.
La disociaci6n de la holoenzima por el AMPc, resulta en la for
macién de dos subunidades monoméricas con actividad catalftica
y un dimero de subunidades regulatorias que une 2 moléculas de
AMPc. La subunidad C libre es la que cataliza la fosforilacién
de protefnas. Esta reaccién es reversible, por lo tanto la re-
mocién del AMPc resulta en la recombinacién de las subunidades
regulatorias y catalfticas que forman el complejo R2C2, es de-

cir, la holoenzima inactiva (43-45,56-58).

Se han caracterizado dos tipos de proteinas quinasas -
AMPc-dependientes a las que se denominé Tipo I y II respectiva
mente (53-54) y el esquema general por el cual el AMPc las ac-
tiva es el mismo para ambas. En el m@isculo ventricular bovino
predomina la de tipo II, mientras que en el msculo esquelé&ti-

co de conejo la de tipo I. El ventrfculo de rata contiene igual



cantidad de ambas formas, la de tipo II predomina en la frac-
cién particulada y la de tipo I en la fraccién citos6lica, 1lo
cual sugiere la compartamentalizaci6n de los dos tipos de iso

enzimas.

Las subunidades catalfticas de las isoenzimas de tipo
I y II son idénticas en su estructura y comportamiento, mien-
tras que las subunidades regqulatorias presentan propiedades -
fisicas distintas. Las subunidades C tienen idéntica especifi
cidad de sustrato incluso con velocidades relativas de fosfo-
rilacién iguales. La subunidad R de la isoenzima de tipo I -
tiene un peso molecular ligeramente mayor que la de tipo II.
In vitro, el comportamiento que presentan ambas isoenzimas es
distinto, la de tipo I se disocia r4&pidamente a altas concen-
traciones salinas o de histona, mientras que la de tipo II s
lo lo hace débilmente. La isoenzima de tipo II cataliza la au
tofosforilacién de su subunidad regulatoria, con la incorpora
cién de 2 moles de fosfato por mol de holoenzima (53,59-61).
La autofosforilaci6én de la enzima de tipo II ocurre en el com
plejo R2C2, es decir que no es necesaria la presencia de la -
subunidad C libre. La desfosforilacién de la subunidad R por
una fosfoproteina fosfatasa se estimula cuando las dos subuni
dades R y C se disocian por accién del AMPc (62) . Las formas
fosforilada y defosforilada de la enzima de tipo II unen AMPc
con la misma afinidad, sin embargo, la defosforilada se reaso
cia mé&s ripidamente con la subunidad catalftica (60). La sub-

unidad R de tipo I parece no autofosforilarse (61).

La fosforilaci6én de proteinas catalizada por la protel
na quinasa AMPc-dependiente requiere ATP y Mg++, el fosfato &
del ATP se incorpora como ester a un residuo de serina o treo-

nina de la protefina sustrato.

Es decir que el aumento de AMPc intracelular en tejido
cardfaco activa la protefna quinasa AMPc-dependiente, la cual
fosforila protefnas del sarcolema, del retfculo sarcopl&smico
y del aparato contrlctil lo que origina un aumento del influjo
de calcio a través de la membrana plasmitica (63), un aumento
de calcio acumulado por el retfculo sarcoplésmico (64-68) y un
incremento de la sensibilidad de la troponina al calcio (69 -
71) , con el consiguiente aumento de la contractilidad miocir-

dica, es decir, el desarrollo del efecto inotr6pico positivo.
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Se ha detectado actividad de protefina quinasa AMPc-de
pendiente endSgena tanto en preparaciones enriquecidas en sar
colema (72-73) como en preparaciones enriquecidas en retfculo

sarcoplsmico mioc&rdicos (74-76).

La presencia de protefnas fosforiladas por accién de
la protefna quinasa AMPc-dependiente se ha detectado en sarco
lema (72) y en el retfculo sarcopldsmico (67,77), lo que su-
giere que el AMPc es capaz de reqular el flujo de calcio a am
bos niveles por el mismo mecanismo. La protefna fosforilada -
en retfculo sarcopldsmico se ha denominado fosfolamb&m. Las -
protefnas involucradas funcionalmente en el proceso contric-
til son cuatro: actina, miosina, tropomiosina y troponina, e
las cuales la troponina es fosforilada por accién de la pro-
tefna quinasa AMPc-dependiente. La miosina, localizada en el
filamento grueso del sarc6mero, es un complejo formado por -
dos cadenas polipeptfdicas grandes, denominadas cadenas pesa-
das y 4 péptidos pequenos denominados cadenas livianas. Las -
cadenas pesadas, denominadas cola de la miosina, adoptan en -
su mayorfa estructura de o hélice lo que confiere rigidez a la
molécula, mientras que el resto adopta conformacién globular
y constituye lo que se denomina cabeza de la miosina donde se
asocian las cadenas livianas. La cabeza de la miosina se une
a la actina y desarrolla la actividad de ATPasa. Las cadenas
livianas son esenciales para la actividad enzim&tica e inclu-
so estarfan regulando la interaccibn actina-miosina durante -
el ciclo de contraccién-relajacibén. Actina, es una protefna -
globular altamente simétrica formada por unidades monoméricas
que se repiten constituyendo el filamento fino del sarcémero.

Su funcién es la de activar la actividad de ATPasa de la mio-

sina cuando se le une.

Actina y miosina son las denominadas propiamente pro-
tefnas contr&ctiles, mientras que tropomiosina y troponina son

las protefnas reguladoras.

Tropomiosina regula la interaccién entre actina y mio-
sina en presencia de troponina y da rigidez al filamento fino.
Adquiere importancia biol&gica al unirse a la actina, ya que -

desarrolla su capacidad moduladora, ya sea inhibiéndola o acti

vadndola.

Troponina estd formada por 3 subunidades distintas de-
nominadas troponina I (TN-I), troponina C (TN-C) y troponina T
(TN-T). La TN-I, se une a la actina e inhibe la actividad -
ATPasa del complejo actomiosina, la TN-T se une a la tropomio-

sina y la TN-C une calcio y regula que la TN-I se una a la ac-

tina.



Las primeras observaciones sobre fosforilaci6én de pro
tefnas de los miofilamentos mediada por la protefna quinasa -
AMPc-dependiente se llevaron a cabo en mGsculo esquelético(78)
Posteriormente se demostr6 en misculo cardfaco que tanto la -
troponina purificada como el complejo troponina-tropomiosina
purificados eran fosforilados por la protefna quinasa AMPc-de
pendiente (79). Cole y Perry (80) demostraron que la proteifna
quinasa AMPc-dependiente catalizaba la fosforilaci6n de la -
subunidad I de la troponina aislada y purificada y England(69,
73) lo demostr6 en corazén intacto. Trabajando en corazén de
rata perfundido encontr6 que simultdneamente con el aumento de
la contractilidad provocado por la perfusibén con epinefrina se
fosforilaba la subunidad I de la troponina. Estos resultados -
indican claramente que efectivamente la fosforilacién de la -
TN-I ocurre en el miocardio intacto como una consecuencia de -
la estimulaci6én del receptor @ y del consiguiente incremento -
en los niveles intracelulares de AMPc, pero cfmo se regula el
estado contrictil del miocardio a través de dicha fosforila-

cién aGn no ha sido resuelto.

4.- Fosfodiesterasas de nuclebtidos ciclicos

La importancia de las fosfodiesterasas de nuclebtidos
ciclicos en la regulacibén de los niveles intracelulares de di
chos nuclebtidos, ha sido considerada desde anos atr8s a rafz
de los experimentos realizados "in vitro" con inhibidores o -
activadores de las mismas. La implicancia de las fosfodieste-
rasas como participantes activas en la regulacibén de los pro-
cesos biolb6gicos se confirma por el hallazgo de las mdltiples
formas de la enzima con distintas propiedades cinéticas, en -

las distintas especies y tejidos.

La actividad de fosfodiesterasas de nucleb6tidos cfcli-
cos fue descripta por Sutherland y Rall, quienes ademds demos-
traron que dicha actividad podfa ser inhibida por cafefna y o-
tras metilxantinas (2). Las fosfodiesterasas catalizan la hi-
dr6lisis de los nucleb6tidos ciclicos, AMPc y GMPc a 5' AMP y -
5' GMP respectivamente (83-86).

De acuerdo a estudios realizados en extractos sonica-
dos de corazén, se evidencia la existencia de tres fracciones
protefcas con actividad de fosfodiesterasa de nuclebtidos ci-
clicos. Es decir que la fosfodiesterasa no es una enzima con -
propiedades fisicas y cinéticas homogéneas, sino que hay m&s -
de una forma de la enzima. Aunque en corazén no han sido puri-
ficadas las distintas formas a homogeneidad, los estudios ciné

ticos realizados revelaron la existencia de las 3 enzimas men-

cionadas:
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l.- Fosfodiesterasa de GMPc
Esta enzima tiene gran afinidad por el GMPc, es ac
tivada por Ca+2 m&s un factor proteico denominado
"calmodulina" (87-88). Se ha descripto cinéticamen
te como una enzima con baja afinidad por el AMPc y
alta afinidad por el GMPc (89-93). La hidr6lisis -
del GMPc se inhibe competitivamente por el AMPc y

viceversa (94-96).

2.~ Fosfodiesterasa de AMPc
Esta enzima tiene gran afinidad por el AMPc, apare
ce asociada a membranas y puede ser liberada por -

sonicacién (97-100).

3.- Fosfodiesterasa de Nucle6tidos Cfclicos
Esta fosfodiesterasa mioclrdica es cinéticamente -
distinta de las otras dos formas anteriores. Cata-
liza la hidr6lisis de ambos nuclebtidos ciclicos,
AMPc y GMPc, con afinidades similares. Bajas con-
centraciones de GMPc estimulan la hidr6lisis del -
AMPc, pero no lo contrario. E1 GMPc actuarfa como

activador alostérico de la enzima (99,101-103).

Se desconoce la importancia relativa de cada forma de
la enzima en el mGsculo cardfaco. La funcién de las fosfodies-
terasas es la de inactivar los nucle6tidos ciclicos para rees-
tablecer sus niveles normales ante cualquier cambio provocado
por un estimulo y revertir la serie de eventos celulares que -

los mismos producen.

Desde que se describié que las metilxantinas inhiben -
la hidr6lisis del AMPc (2,82), estos agentes han sido estudia-
dos por su efecto inhibitorio sobre las fosfodiesterasas. Se -
han usado como agentes capaces de potenciar el efecto de esti-
muladores de la adenil o guanil ciclasa y se ha demostrado que
potencian la respuesta meclnica y metab6lica de los agonistas
beta (24,104-105). También se han utilizado para potenciar el
efecto del AMPc o GMPc ex6genos o directamente como inhibido-
res de las fosfodiesterasas en estudios sobre, adenil o guanil
ciclasa e incluso sobre proteinas quinasas AMPc-dependientes.
Algunos autores (31,41,106) han cuestionado los hallazgos de -
los estudios con metilxantinas a causa de las concentraciones
relativamente altas requeridas para que causen efecto, ademis,
dichas drogas producen otros efectos distintos al de inhibir -
las fosfodiesterasas. Por ejemplo se ha postulado gque las me-
tilxantinas afectan el metabolismo del calcio en la célula mio
cdrdica (107-108), que producen efecto inotr6pico positivo de
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por sf (41,106) y que provocan la liberacién de catecolaminas
end6genas (109). Los inhibidores de las fosfodiesterasas al e
levar los niveles intracelulares de AMPc deberfan producir e-
fectos similares a los de las catecolaminas, sin embargo, se

ha reportado para una variedad de inhibidores la falta de co-

rrelacién entre la inhibici6én de las fosfodiesterasas y el e-

fecto inotr6pico positivo (110).

Teofilina, (1,3-dimetilxantina), es uno de los agentes
inhibidores de las fosfodiesterasas mds extensivamente estudia
dos. En experimentos realizados "in vitro"™ a concentraciones -
milimolares de AMPc, teofilina se comporta como un inhibidor -
competitivo de la enzima de coraz6n bovino (82). En preparacio
nes de aurfculas de cobayo produce incrementos en los niveles
de AMPc que preceden al efecto inotr6pico (111). Por otro lado
cuando se inyecta en corazones perfundidosde cobayo produce un
modesto efecto inotr6pico positivo sin incremento de niveles -
de AMPc (112-113). En mGsculo papilar de gato no se detectaron
cambios mecdnicos luego de la administracién de teofilina (41)

Pentoxifilina [3,7—dimetil—1—(5—oxohexybxantina] es
un nuevo agente usado como inhibidor de las fosfodiesterasas -
pertenecientes al grupo de las metilxantinas (114-115). Se ha
demostrado su efecto inhibitorio en fosfodiesterasa aislada de
cerebro de rata, corazén bovino y de distintos 6rganos de coba
yo (116) . ActGa como inhibidor competitivo de la fosfodiestera
sa de corazén bovino, es m&s soluble en agua y su efecto es -
mis prolongado que el de teofilina (115). Adem&s de las metil-
xantinas otro agente inhibidor de la fosfodiesterasa corriente
mente empleado es papaverina. Se ha descripto que papaverina -
incrementa los niveles intracelulares de AMPc mioc&rdico (25)
pero los resultados respecto a sus efectos sobre la contracti-
lidad son inconsistentes. Se ha reportado que produce efecto -
inotr6pico positivo en corazones de cobayo (110,25) y en mlscu
lo papilar de conejo (117,26). Ademis, potencia la respuesta -
inotr6pica y el incremento en los niveles de AMPc debido a la
administracifn de isoproterenol en mfisculo papilar de conejo -
(26) . En contraposicifn con estos estudios otros autores han -
detectado incrementos en los niveles de AMPc sin cambios en la
contractilidad luego de la administracién de la droga (88,118)

y dosis altas producen efecto inotr6pico negativo (26).

Papaverina tiene mayor potencia inhibitoria que teofi-
lina y act@a como inhibidor de fosfodiesterasas de varios teji

dos, inhibiendo ambas formas de la enzima para AMPc (119). En
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corazones de rata se ha demostrado que papaverina también inhi
be la hidrélisis del GMPc a altas y bajas concentraciones del
sustrato (120). En miocardio, papaverina actla como inhibidor

competitivo o no competitivo dependiendo del grado de purifica

cién de la enzima (121).

5.- GMPc y contractilidad

Guanil Ciclasa
La formacién de GMPc es catalizada por la guanil cicla

sa (122-126). A diferencia de la adenil ciclasa mioc&rdica que
se encuentra asociada a membranas, la guanil ciclasa se ha ha-
llado en las dos formas, particulada y soluble (122,125). Am-
pas formas presentan propiedades enzim&ticas diferentes, altas
concentraciones de calcio inhiben la guanil ciclasa particula-

da, mientras que debilmente estimulan la guanil ciclasa solu-

ble.

Para la guanil ciclasa no ha sido posible establecer -
la relacibén hormona receptor como para la adenil ciclasa debi-
do a la imposibilidad de lograr la estimulacién in vitro de la
enzima por hormonas o drogas (128), aungque recientemente se ha
reportado que dos agonistas muscarinicos, acetilcolina y carba
col, estimulan la actividad de guanil ciclasa asociada con pre

paraciones de sarcolema (124).

GMP ciclico
El rol del GMPc como requlador de la contractilidad -

cardiaca fue sugerido por George y colaboradores (129-130), -
quienes encontraron que en corazbén de rata perfundido con ace-
tilcolina se producfa un aumento en los niveles de GMPc simul-
t&neo con una disminuci6n de la fuerza de contraccibén y una -
disminucién de la frecuencia. Si bien los niveles de AMPc en -
el miocardio disminuyen con la administracién de acetilcolina,
este cambio no se correlaciona con los efectos cronotrbpico e
inotr6pico negativos. Otros autores han demostrado que la admi
nistracién de acetilcolina en ventrfculos aislados de cobayo -
aumenta los niveles de GMPc pero no se detectan cambios en la
contractilidad ni en los niveles de AMPc (131). Los derivados
del GMPc producen efecto inotr6pico negativo en el miocardio,
el dibutiril-GMPc atenfia el efecto inotrSpico positivo produ-
cido por el isoproterenol en el corazé6n perfundido de cobayo -
(131) y en mGsculo papilar de gato, ei monobutiril-GMPc antago
niza la accién del dibutiril AMPc (36). No est8 claramente es-
tablecido el rol del GMPc como mediador de los efectos meclni-
cos y metabSlicos en el miocardio. Con los estudios realizados
hasta el presente y con la purificacifn de la protefna quinasa

GMPc-dependiente es posible puedan ser elucidados los mecanis-
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mos biogufmicos por los cuales el GMPc produce sus efectos y
se establezca asf{ el rol del sistema parasimpdtico en la regu
lacién directa del estado contr&ctil del miocardio como ha si
do establecido para el simpdtico respecto a la produccién de

AMPc (132).

Por inmunocitoquimica se ha demostrado que en el mio-
cardio de rata el GMPc se halla asociado a las bandas A de -
miosina (127), este hallazgo sugiere un papel para el GMPc en

la actividad de la miosina, aunque las evidencias bioquimicas

todavfa no han sido demostradas.

6.- Proteina quinasa GMPc-dependiente

En analogfa con la observacién de que el AMPc ejerce
sus efectos a través de la activacién de la protefna quinasa
AMPc-dependiente, Kuo y Greengard (5) propusieron que la pro-
tefna guinasa GMPc-dependiente media los efectos del GMPc. La
protefina quinasa GMPc-dependiente se aislé primeramente de -

mGsculo de langosta (133-135) y posteriormente de mamiferos.

Aungque los estudios iniciales realizados con enzima -
parcialmente purificada de langosta revelaron que la protefna
guinasa GMPc-dependiente estaba formada por dos subunidades -
distintas, una regulatoria que unfa GMPc y otra catalftica -
que catalizaba la transferencia del fosfato ¥ del ATP a sus-
tratos protefcos (136), estudios m&s recientes realizados con
protefna quinasa GMPc-dependiente aisladas de pulmén bovino -
indican que es una holoenzima compuesta por dos subunidades -

idénticas (137).

La reaccién de activacién de la protefna quinasa GMPc-

dependiente puede expresarse por la siguiente ecuacién:
E, + 2cGMP P 4 E,cGMP

Es decir que la enzima requiere 2 moles de GMPc para su activa
cibn, que no promueve disociacién de las subunidades que la -

componen (138).

Se ha descrito que la enzima cataliza su autofosforila
ci6én (139), que fosforila enzimas del metabolismo de gltGcidos
y lfpidos (140-141) e incluso a la troponina I en el mismo si-
tio que es fosforilada por la protefna quinasa AMPc-dependien-
te (142-143) aunque con mucho menor velocidad (143-144) lo que
podrfa explicar porqué el incremento en los niveles de GMPc en

coraz6n de rata perfundido no estd asociado a la fosforilacién

de la troponina (81).
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IT.- OBJETIVOS

El presente trabajo se realizé para aportar informacién
sobre el comportamiento contr&ctil del miocardio frente a los
agentes inhibidores de las fosfodiesterasas de nucle6tidos -

ciclicos y su relacibn con dichos nucle6tidos.

Se decidi6 investigar la interaccibn entre las niveles -
intracelulares de AMPc y GMPc y la actividad de la protefna -
quinasa AMPc-dependiente luego de la administracién de los in
hibidores de las fosfodiesterasas en coraz6n de rata aislado
y perfundido,debido a los resultados contradictorios previa-
mente descriptos para dichos inhibidores en diferentes espe-
cies (41,84-85,104-105,118,145-147). Como as{ también para -
tratar de esclarecer el rol del GMPc en la mecdnica cardfaca
ya que se ha sugerido que dicho nuclebtido modula el efecto -
inotrbpico positivo del AMPc (71,130—131,143,148-154).
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III.- MATERIAL Y METODOS

1.- Perfusién de los corazones

Los corazones de rata fueron perfundidos de acuerdo
a la técnica de Langendorff (155). Se usaron ratas blancas de
250 a 350 g de peso anestesiadas con pentobarbital s6édico -
(80 mg/kg) por via intraperitoneal. Se aislaron los corazones

y se les introdujo una c&nula en la aorta que permiti6

la per
fusién a través de las coronarias,

latiendo el corazbén sin -
desarrollar trabajo externo. Se colocaron en un equipo disena
do para permitir el cambio instant&neo de la perfusibén con la

solucibén control a la perfusién con la solucién experimental.

Jin

] RINGER CONTROL 1 RINGER CON INTERVENCION
=) ol Jb

BOMBA DE FLUJD [r
CONSTANTE N

£ L =

5700,
95,71,

ESTIMULADOR TRANSDUCTOR
DE FUERZA

Figura 3: Esquema del equipo de perfusién.

Las principales condiciones que caracterizaron este preparado

son: solucibn de perfusifn equilibrada con una mezcla gaseosa
de 5% de CO, en O

2 2 y a temperatura constante de 37°C por ter-
mostatizacién; flujo coronario cercano a 9 ml/min, con mfinima
variacién para cada preparado individual, mediante una bomba -

de flujo constante y presién de perfusién entre 40 y 100 mm de
Hg.
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La frecuencia espont&nea de los corazones se reduce
mediante el pinzamiento del tabique interauricular hasta lo-
grar mediante el bloqueo, una disminucién de los latidos a 80
por minuto o menos. Dos electrodos suturados a la pared ven-
tricular derecha y conectados a un estimulador electrénico -
permiten hacer llegar al corazén pulsos cuya frecuencia se fi
ja en 200 pulsos/min, es decir, que la perfusibn se realiza a

frecuencia constante.

A la pared del ventrfculo izquierdo se sutura un ar
co de "Strain-Gauge"; el segmento de fibras ventriculares uni
das a las dos ramas del arco desarrolla fuerza durante la con
traccibébn que puede considerarse como de tipo "isométrico". La
senal del transductor de fuerza se amplifica y recoge con un
registrador Sanborn modelo 7700, equipado con preamplificado-
res modelo 350-1100C, como una curva de tensién (T). En un se
gundo canal se registra la primera derivada de la tensién con
respecto al tiempo (T) que se obtiene haciendo pasar la senal
del transductor de fuerza por un derivador electrb6nico. Ambas
senales son registradas a una velocidad de corrida del papel

de 50 6 100 mm/seqg.

Los corazones se perfunden con solucibn de Krebs-

Ringer bicarbonato de la siguiente composicibn: Cloruro de so
dio: 128.3 mM; Cloruro de potasio: 4.7 mM; Cloruro de calcio:

1,35mM; Cloruro de magnesio: 1,1 mM; Bicarbonato de sodio: -

20,2 mM; fosfato didcido de sodio: 0,4 mM; glucosa: 11,1 mM;

EDTA: 15 mg/l; a pH 7,40 y a una PCO2 de 40 mmHg. La perfusién
se realiza durante un perfodo de 30 minutos para lograr la es
tabilizacién del preparado, seguido de un perfodo adicional de
uno © 15 minutos con la misma solucién (grupo control) o con -
el agregado al medio de perfusién de los agentes inhibidores -
de la fosfodiesterasa usados: papaverina 10—5M; teofilina -
2x10—4M y pentoxifilina 10—4M. Las dosis usadas se eligieron -
en base a informaciones previas (118) y a ensayos preliminares
en los cuales se midi6 su capacidad para incrementar la activi
dad de la protefna quinasa AMPc-dependiente. Al finalizar el -
perfodo de perfusién (1 6 15 minutos) los corazones inmediata-
mente se congelan en nitr6geno lfquido con pinzas Wollenberger

(156) que han sido previamente enfriadas en dicho nitr6geno.

Las aurfculas y grandes vasos se desechan y el teji-
do correspondiente al ventrfculo izquierdo se pulveriza fina-
mente en un mortero previamente enfriado en nitrégeno lfquido

y se guarda a -70°C hasta el momento de realizar las determina

ciones bioquimicas.
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El andlisis de los registros de la actividad mec&ni
ca permite evaluar los siguientes parfmetros: tensién desarro
llada (T), velocidad mdxima de desarrollo de la fuerza o velo
cidad m&xima de contraccién (+T); velocidad m&xima de cafda -
de la fuerza o velocidad m&xima de relajacién (-T) y el tiem-
po en el cual se alcanza la mixima tensién desarrollada o tiem
po hasta la tensibn pico (TTP). Los valores obtenidos para los
parémetros mec&nicos estudiados se expresan como diferencias -
porcentuales respecto de su valor al minuto 30 .del perfodo de

estabilizacién, cero de intervencidn.

Los valores representan media irE.S.. Las diferencias
estadfsticamente significativas (P< 0,05) se obtuvieron por el
test de "t" de Student para muestras apareadas, comparando los
valores del tiempo cero con aquellos obtenidos luego de 1 6 15

minutos de perfusién.

2.- Determinacibn de actividad de proteina quinasa

AMPc-dependiente

La determinacién de la actividad de la proteina qui-
nasa AMPc-dependiente se llev6 a cabo como lo describen Corbin
y Reimann (58), en aproximadamente 50 mg de tejido pulverizado,
el cual se suspendib a 4°C en 0,75 ml de buffer fosfato de po-
tasio 10 mM con EDTA 10 mM y teofilina 0.5 mM a pH 6,8. La sus
pensién se homogeniza y el homogenato se centrifuga a 12.000 g
por 20 minutos a 4°C. En la fraccibén sobrenadante se determina
la actividad de proteinaquinasa AMPc-dependiente midiendo la -
incorporacién de 32p a partir de ATP -Y —32p a Histona, sin

y con agregado de AMPc 2 pM.

32
Histona + ATP —'¥—32p » Histona - p + ADP

La reaccifén se inicia con el agregado de 20 .l del
sobrenadante a 50 41 del medio de incubacibén. Dicho medio es -
una solucién 17 mM de fosfato de potasio (pH 6,8), 0,33 mM -
ATP - J - 32p (aprox. 35 cpm/pmol), 6 mM acetato de magnesio y
0,5 mg de Histona con o sin AMPc 2 pM. La incubacibn se lle-
va a cabo a 30°C durante 5 minutos y se finaliza pipeteando u-
na alfcuota de 50 p 1 de la mezcla de reaccién a un papel de -
filtro de 1 x 2 cm, que se sumerge inmediatamente en dcido tri
cloroacético 10% (10 ml/papel) a 4°C. El papel de filtro se la
va segfin el método de Wastila y colaboradores (157) y su radio

actividad se mide en 10 ml de 1lfquido de centelleo tolueno ce-

llosolve.
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La actividad de protefna gquinasa AMP-dependiente se
expresa como cociente de actividades, (-cAMP/+cAMP), es decir,
cociente de actividades sin y con agregado de AMPc 2 pM para
lograr la méxima activacién de la protefna quinasa AMPc-depen
diente (45).

Los valores representan la media M E.S.. Las diferen
cias estadfsticamente significativas (P< 0,05) se obtuvieron
por el test de "t" de Student para muestras independientes, -
comparando los valores de los grupos controles al minuto 6 a -
los 15 minutos con el de cada intervenci6én farmacol6gica en el

mismo perfodo.

3.- Determinacién de niveles de nucle6tidos cfclicos:

AMPc y GMPc

Para determinar niveles de AMPc, aproximadamente 10
mg del tejido congelado y pulverizado se homogenizaron a 4°C
en 1 ml de &cido tricloroacético al 6%, con H3-AMPc (aproxima-
damente 4000 cpm) para determinar recuparacibén luego de la ex-
tracci6n. E1 homogenato se centrifuga a 2500 g a 4°C durante -
15 minutos y la fraccién sobrenadante se extrae 4 veces con 5
voldmenes de eter etflico saturado con vapor de agua. El1 ex-
tracto etéreo se evapora a sequedad durante 5 minutos en un ba

no termostdtico a 80°C con arrastre por corriente de aire.

El mismo procedimiento se sigue para determinar nive
les de GMPc, usando aproximadamente 50 mg de tejido congelado
y pulverizado que se homogenizaron en 300 pl de &cido tricloro

acético al 6% con GMPcH3 (aproximadamente 1500 cpm) como marca

dor.
En ambos casos el extracto seco se resuspende en un

ml de buffer acético-acetato de sodio 0,05 M pH 6,2 y en una -
alfcuota del mismo se determina el contenido de AMPc o GMPc, -
previa acetilacién de la muestra (158) por radioinmuno ensayo
segfin una modificacibén del método de Steiner y colaboradores -
(159).

La especificidad del método permite la determinacién
de los niveles de AMPc y GMPc sin purificaci6n cromatogréfica
del extracto de tejido (149,160). El radioinmuno ensayo se ba-
sa en la competicién por un determinado nGmero fijo de sitios

de anticuerpo entre el antfgeno frfo y el antigeno marcado.

Cantidades crecientes de antfgeno frfo (standards o
muestras) para un nGmero fijo de sitios de anticuerpo y de an-

tfgeno marcado, resulta en una cantidad decreciente de comple-
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jo anticuerpo-antfgeno marcado. Esta relacién se expresa COmO
una curva standard donde por interpolacibén se determina el con
tenido de AMPc o GMPc de las muestras. Las curvas standards em
pleadas abarcan un rango de 0,0025 a 0,50 picomoles/tubo de en
sayo.

Los resultados obtenidos se expresan en picomoles/mg
de tejido hfimedo para AMPc y en femtomoles/mg de tejido hfimedo
para GMPc. Los valores representan la media A ES y las diferen
cias estadisticamente significativas (P¢ 0,05) se obtuvieron -
por el test de "t" para muestras independientes comparando los
valores del grupo control a un tiempo dado (1 min. 6 15 min.)

con los correspondientes a cada grupo experimental.
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IV.- RESULTADOS

l.- Grupo control

Se realizaron 15 experimentos control de un minuto -
(n = 15) y 17 de 15 minutos de perfusién (n = 17) . No se ob-
servaron cambios significativos en los par&dmetros mec&nicos -
durante los 30 minutos del perfodo de estabilizacién como asi

tampoco durante uno 6 15 minutos de perfusién.

CONTROL
A%%T
10}
O s
-10}+
—/ ' - +
A%+ T
1
| |
10} |
[}
0”}7——%—-@%%?4-
-10T—
s : -

minutos

Figura 4: Transcurso en el tiempo de la actividad mecdnica de
los corazones control o controles. Los parimetros -
mecidnicos analizados fueron: tensién desarrollada -
(T), velocidad md4xima de desarrollo de la fuerza -
(+T) , velocidad mixima de relajacién (-T) y tiempo
hasta la tensién pico (TTP). No se detectaron cam-
bios en el comportamiento contrictil durante los 30
minutos de perfodo de estabilizaci6n ni durante los
15 minutos de perfusién con solucién Ringer control.
Los datos representan la media : ES de las diferen-
cias porcentuales respecto de su valor al minuto 30

del perfodo de estabilizacién.
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Los valores obtenidos para los par&dmetros mecinicos,

luego de un minuto de perfusién fueron: (T): 0,94 : 1,96%; -

» + .
(+Tl= 2,57 - 2,32%; (-T): 2,27 : 3,63%; (TTP) :3,30 : 1,89% -
(2 - 1 mseqg).

En los corazones controles de 15 minutos de perfusién

se obtuvieron los siguientes valores: (T): -0,20 t 2,24§;(+&)=

+ . + + +
1,09 - 1,98%; (-T): 5,86 - 3,01%; (TTP): -1,61 - 1,80% (1 = 1
mseq) .
Los valores obtenidos para los pardmetros bioqufmicos

se muestran en la figura.

PQ MP: GMPc
E £ PQ GMPc
- |
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-AMF; |'@ ) 2
+AMP; - O L )
o o) 3 ()
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~ ~ o
v o £
g 3 @
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at 1
2}

Tminuto 15 minutos

Figura 5: Cociente de actividades de la protefina quinasa AMPc
dependiente y niveles intracelulares de AMPc y GMPc
en los corazones control luego de uno y 15 minutos

+
de perfusibébn. Los datos representan la media - 'ES.

En 12 experimentos controles con un minuto de perfusifn se ob-

+
tuvieron los siguientes resultados: AMPc, 0,503 - 0,025 picomo
+

les/mg de tej. hGimedo; GMPc, 8,1 - 1,2 femtomoles/mg de tej. -
hGimedo y cociente de actividades de protefna quinasa AMPc-depen

diente, 0,21 X 0,02.
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Cuando los corazones fueron congelados luego de 15 mi

nutos de perfusifén, los valores hallados para 12 experimentos

control fueron: AMPc 0,452 : 0,031 picomoles/mg de tej. himedo;

+
GMPc, 8,2 - 1,2 femtomoles/mg de tej. hGmedo y el cociente de

+
actividades de la protefna quinasa AMPc-dependiente de 0,21 -

¥ o,01.

2.- Efectos de la perfusién con Teofilina 2 x 10-4M

La figura 6 muestra los resultados del comportamiento
mecdnico de los experimentos en las cuales los corazones fueron
perfundidos con teofilina, durante uno (n=8) y 15 (n=12) minu-
tos respectivamente.

-l
TEOFILINA 2x10 M
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Figura 6: Luego de los 30 minutos del perfodo de estabiliza-
cién los corazones se perfundieron durante uno y -
15 minutos con solucifén Ringer a la cual se le agre
g6 teofilina 2 x 10-4M. Como se observa no se regis
traron cambios en los parfimetros mec&nicos por la
perfusién con teofilina.

Luego de la intervencién con teofilina no se detecto ningfn -
cambio en los par&metros mec&nicos T; +f; -T y TTP tanto al -
minuto como a los 15 minutos de perfusién.
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Los niveles de nucle6tidos cfclicos, AMPc y GMPc, co
mo el cociente de actividades de la proteina quinasa AMPc-de-

pendiente, luego de uno y 15 minutos de perfusifén con la dro-

ga se muestran en la figura.
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Figura 7: Niveles de nuclebtidos cfclicos y cociente de activi
dades de la protefina quinasa AMPc dependiente en co-
razones control y luego de uno y 15 minutos de perfu
sién con teofilina. Los datos representan la media -
: ES. Los asteriscos indican las diferencias estadis

ticamente significativas con respecto al control.

Al minuto de intervenci6n los niveles de AMPc alcanza
: hd

ron un aumento estadfsticamente significativos de 0,773 - 0,062
picomoles/mg de tej. hGimedo (n=5), mientras que el cociente de

actividades de la proteina quinasa.AMP—dependiente si bien se -
elev6 a 0,23 ¥ 0,03 (n=8), dicho incremento no fue estadistica-

mente significativo. Luego de 15 minutos de perfusibén el cocien

te de actividades de la protefna quinasa
crementé a 0,30 : 0,03 (n=12), siendo la diferencia encontrada
que los niveles de AMPc

AMPc-dependiente se in

estadfsticamente significativa, mientras
no revelaron cambios estadfsticamente significativos, siendo el

+
valor obtenido para los mismos de 0,613 - 0,084 picomoles/mg de

tej. himedo (n=8).
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Los niveles de GMPc se incrementaron significativamen

te tanto al minuto como a los 15 minutos de perfusibén, siendo

+
los valores hallados de 15,0 A 1,4 (n=5) y 13,2 - 1,3 (n=7) -

femtomoles/mg de tej. hfimedo respectivamente.
3.- Efectos de la perfusién con Papaverina 10™°M

En la figura 8 se muestra el registro de la actividad
mecinica de un experimento tipo luego de uno y 15 minutos de
perfusién con papaverina. Los efectos producidos sobre la me-
c8nica cardfaca son pequenos y de corta duraci6n. En 13 expe-
rimentos de un minuto de perfusifn la tensibn desarrollada se
increment6 en 9 : 3%, la mixima velocidad de contraccién en -
19 : 3% y la mdxima velocidad de relajacibén en 18 A4 3%; el -
tiempo hasta la tensién pico decreci6 en 6 b 2% (41 1 mseq),
siendo todos los cambios detectados estadfsticamente signifi-

cativos.

Control Papavarina “ICSSM

‘_1nﬂn .15pﬂn

Tension

+
% T : o 17 a8

%iT : o a1 15
%T : o ao 2o

Figura 8: Registro de un experimento tipo mostrando la tensién
desarrollada y su primera derivada con respecto al
tiempo antes y después de la infusifn de papaverina
IO-SM._Velocidad de corrida del papel 100 mm/seg. Se
registré un cambio pequefio pero estadf{sticamente sig

nificativo al minuto de perfusidn.
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En un grupo de 5 experimentos en los cuales los cora-
zones fueron deplecionados de catecolominas por inyeccién de
reserpina (5 mg/kg de peso) 24 horas antes de ser perfundidos
con papaverina, se detectaron esencialmente los mismos cambios

pequenos y transitorios en la actividad mecé&nica.

El contenido de norepinefrina en los animales contro-
les fue de 0,207 : 0,025 » g/g de tej. htimedo, mientras que -
en los reserpinizados de 0,016 : 0,009 g/g de tej. hGmedo.
Los valores obtenidos para los pardmetros mec&nicos de los ani
males reserpinizados luego de un minito fueron: (T): 19i 9%;

- + . + +
(+T): 26 - 14%; (-T): 16 - 8 y (TTP): 7 - 3% .

Luego de 15 minutos de perfusién con papaverina no se
detectaron cambios significativos en la mecdnica cardfaca.lLos
resultados promedios de 8 experimentos se muestran en la figu

ra.

. -B
PAPAVERINA 10 M

T TTP
| i
i

minutos minutos

Figura 9: Transcurso en el tiempo de la actividad mecégica de
los corazones perfundidos con papaverina 10 M. Se
detectaron cambios pequenos pero estadf{sticamente -

significativos al minuto de intervencidn
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Papaverina incrementé significativamente los niveles

+
de AMPc a 0,784 - 0,077 (n=11) y 0,762 ¥ 0,064 (n=6) picomo-

les/mg de tej. hdmedo, al minuto y 15 minutos respectivamente.

El cociente de actividades de la protefna quinasa -
+
Y 0.03 (n=13) y 0,31 %

0.03 (n=8) luego de uno y 15 minutos, siendo el Gltimo incre-

AMPc dependiente se incrementa a 0,23

mento estadfsticamente significativo.

Ol o
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Z 4« Y papaverina
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Figura 10: Cambios detectados en los pardmetros bioquimicos
luego de uno y 15 minutos de perfusién con papave-
+
rina. Los valores representan la media - ES. Los

asteriscos indican las diferencias estadfsticamente

significativas con respecto al control.

Incrementos estadfsticamente significativos para los
niveles de GMPc se detectaron tanto al minuto como a los 15 -
. ) +
minutos de perfusién siendo los valores hallados de 12,3-1,4

(n=8) y 13,3 : 1,9 (n=7) femtomoles/mg de tej. hfimedo.

4.- Efectos de la perfusibn con Pentoxifilina 10_4M

Los efectos producidos por la perfusién con pentoxi-
filina sobre la actividad mioc&rdica se muestran en el regis-
tro de un experimento tipo luego de uno y 15 minutos de inter

vencién farmacolégica.
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Control Pentoxifyl Insal w6'm
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Figura 11: Registro de un experimento tipo mostrando la ten-
sién desarrollada y su primera derivada con respec
to al tiempo antes y después de la infusién de pen
toxifilina 10_4M. Velocidad de corrida del papel

50 mm/seg. N6tese el pequeno cambio en la actividad

mecénica.

Las medias ha E.S. de 9 experimentos al minuto y 12 experimentos
a los 15 minutos se muestran en la figura 12. Luego de un mi-
nuto de perfusién se detectaron cambios pequenos pero signifi-
cativos en el comportamiento contréctil, T, +f, -T, se incremen
taron en 11 : 2%, 9 * 3y, 10 : 3% respectivamente. Luego de -
15 minutos el Gnico pardmetro mecdnico en el que se detectaron

. +
cambios significativos fue -T con un incremento de 21 - 6%.

En los experimentos llevados a cabo en los animales re
serpinizados (n=4) se detectaron esencialmente los mismos cam-
bios en la actividad mec&nica encontrdndose a los 15 minutos un

’ +
incremento significativo en -T de 16 - 3%.

La perfusifén con pentoxifilina incrementa significati-
vamente los niveles de AMPc y el cociente de actividad de la -

protefna quinasa AMPc dependiente. Luego de uno y 15 minutos -
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-4
PENTOXIFILINA 10 ™

minutos minutos

Figura 12: Transcurso en el tiempo de los resultados promedio
para los paré@metros mecinicos de los corazones per

fundidos con pentoxifilina.

(Fig. 13) los valores obtenidos para AMPc fueron de 0,604t0,034
(n=8) y 0,645t 0,047 (n=9) picomoles/mg de tej. hGmedo respec-
tivamente. El1 cociente de actividades de la protefina guinasa -
AMPc dependiente fue de 0,33t0,04 (n=8) y 0,32i0,03 (n=9) lue-
go de uno y 15 minutos respectivamente. Los incrementos detec-
tados para los niveles de GMPc, al minuto 9,7t1,4 (n=8) y a los
15 minutos 10,9i1.1 (n=8) femtomoles/mg tej. hGimedo no fueron -

estadisticamente significativas.
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Figura 13:

minutos

Cambios bioquimicos detectados en los corazones
perfundidos con pentoxifilina. Se produjo un in
cremento estadfsticamente significativo en los

niveles de AMPc y en el cociente de actividades
de la protefna quinasa AMPc dependiente. Los ni
veles de GMPc no se incrementaron significativa
mente. Los datos representan la media : ES. Los
asterfscos indican las diferencias estadfstica-

mente significativas con respecto al control.
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v.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

En corazén de rata aislado y perfundido se estudif el
efecto de tres agentes inhibidores de las fosfodiesterasas de
nucleStidos cfclicos sobre la actividad mec&nica, los niveles
intracelulares de AMPc y GMPc y la actividad de la protefna -
quinasa AMPc-dependiente. Teofilina, uno de los agentes més -
comunmente usados como inhibidor de las fosfodiesterasas de -
nucleb6tidos cfclicos (83); papaverina, derivado bencilisoqui-
nolfnico 10 a 100 veces m&s potente que el anterior (83,147)
y pentoxifilina, un nuevo agente perteneciente al grupo de -

las metilxantinas (114-115).

En nuestras condiciones experimentales no se detect6
ningGn cambio en la actividad mecdnica luego de la perfusibn
con teofilina y se obtuvieron cambios pequenos y transitorios

luego de la administracién de pentoxifilina y papaverina.

Los niveles intracelulares de AMPc y la actividad de
la protefna quinasa AMPc-dependiente incrementaron significa-
tivamente al minuto o los 15 minutos de perfusi6n con las tres
intervenciones farmacol6gicas. Los niveles intracelulares de
GMPc fueron incrementados por las tres drogas, pero con pento-
xifilina dicho incremento no fue estadisticamente significati-
vo.

Rall y West (104) y Kukovetz y Poch (85) han reportado
que las metilxantinas producen efecto inotr6pico positivo. Di-
cho efecto depende de la dosis usada (41l), de la diferencia de
especies (118) y de las condiciones experimentales (118,150).
Los resultados de los experimentos llevados a cabo por Blinks
y colaboradores (41) concuerdan con nuestros datos ya que no -
detectan cambios significativos en la actividad mec&nica car-

dfaca a dosis menores de 2 mM de teofilina.

La informacién previa respecto a los efectos de papa-
verina sobre la mec&nica cardfaca es contradictoria. Hay coin-
cidencia en que papaverina incrementa los niveles de AMPc,pero
no sobre cual es su efecto sobre la contractilidad. Se ha re-
portado que deprime la actividad contréctil del miocardio de -
conejo(161-162) , que ejerce un modesto efecto inotrbpico posi-
tivo en corazén de cobayo(110) o aGn un incremento sustancial
de la contractilidad en misculo papilar de conejo(163) .Nuestros
datos concuerdan con aquellos que reportan cambios pequenos o
ningin efecto en el comportamiento contrictil luego de la admi-
nistracién de papaverina. Adem&s, la disminucién pequena, pero
estad{sticamente significativa detectada en el tiempo hasta la
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tensién pico (TTP), sugiere un efecto relajante a la dosis -
usada.

Los resultados contradictorios reportados sobre los
efectos mecdnicos producidos por los inhibidores de las fosfo
diesterasas de nuclebtidos cfclicos podrfan deberse a la dife
rencia de especies y de dosis o a cambios en el flujo corona-
rio y en el "tono" simp&tico" previos a la intervenci6n farma
colbgica.

Para analizar la relaci6n causa-efecto entre contrac
tilidad y segundo mensajero se usaron tres inhibidores de las
fosfodiesterasas a fin de elevar los niveles intracelulares -
de AMPc sorteando el receptor (3 . La posibilidad sin embargo,
de tener efectos farmacol6gicos colaterales,ha sido descripta
tempranamente (147) y Sutherland (105) sugiere el uso de mé&s
de un inhibidor simult&neo para descartar la posibilidad de -
que la droga actfie a travEés de un mecanismo distinto al de -
inhibir las fosfodiesterasas. Si no en todos, en la mayorfa -
de los casos los incrementos intracelulares en los niveles de
AMPc modifican la actividad de la protefna quinasa AMPc-depen
diente (43,45,57,70,85,152,164). Por lo tanto, las siguientes
posibilidades deben ser analizadas a fin de elucidar la con-
troversia planteada entre la falta de cambios importantes en
el comportamiento contrlctil a pesar de haberse detectado in-
crementos significativos en los niveles de AMPc y en el cocien
te de actividades de la protefna gquinasa AMPc-dependiente lue-

go de la administracién de los 3 inhibidores de las fosfodies-

terasas usados:

1.- E1 llamado "efecto farmacolbfgico colateral: Este

efecto debe ser restringido a aquellos mecanismos independien
tes de la inhibici6n de las fosfodiesterasas y debe relacionar
se a un efecto inotr6pico negativo capaz de contrarestar el e-
fecto inotr6pico positivo debido al aumento del AMPc. Es decir,
un efecto distinto del de elevar los niveles de AMPc, GMPc u
otros nucleé6tidos cfclicos a través de la inhibici6n de las -
fosfodiesterasas (86). Este efecto inotr6pico negativo es im-
probable que desempefie un papel importante en los presentes re
sultados ya que se utilizaron 3 inhibidores de las fosfodies-

terasas siendo uno de ellos de diferente estructura quimica.

2.- El1 efecto potenciador: Debe enfatizarse que los -

inhibidores de las fosfodiesterasas incrementan los niveles de
varios nuclebtidos cfclicos dentro de la célula. Si el inhibi-
dor es usado simultaneamente con un agonista ® producirfa un -
mayor incremento en los niveles intracelulares de AMPc y el e-
fecto producido sobre la mecdnica cardfaca no podrfa ser contra
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rrestado por el relativamente menor incremento en los niveles
jntracelulares de los dem&s nuclebtido cfclicos. De acuerdo -
con esta interpretaci6n se debe destacar que a pesar de que -
los cambios provocados en la mec&nica cardfaca luego de la ad
ministracién de los inhibidores de las fosfodiesterasas son -
modestos, cambios sustanciales se detectarfan si dichos inhibi
dores se administrardn conjuntamente con drogas que incremen-
tardn selectivamente los niveles intracelulares de AMPc. La -
posibilidad de tener previamente incrementado el tono simpéti-
co ya sea por un incremento en los niveles de catecolaminas -
circulantes o por liberacién de norepinefrina por las termina-
ciones nerviosas se descarta en nuestros experimentos por el -
cuidadoso ajuste de estimulacién umbral y el perfodo de estabi
lizacibn al que se sometieron los preparados. Los experimentos
llevados a cabo en animales deplecionados de catecolaminas por
reserpina, descartan la posibilidad de que los inhibidores de
las fosfodiesterasas usados en nuestro caso actfien por libera-

cién de norepinefrina endé6gena (147).

3.- Posibilidad de un incremento en los niveles de

AMPc sin una activacién simultdnea de la protefna gquinasa AMPcC

dependiente: Esta posibilidad es muy importante si la accibén -

del seqgundo mensajero es mediada a travé&s de las propiedades -
fosforilantes de la protefina quinasa AMPc-dependiente. Investi
gaciones del grupo de Vanderbilt (44,152) y Dobson (164) indi-
can una fuerte correlaci6n en grado y tiempo entre la activa-
cién de la protefina quinasa AMPc-dependiente de corazén y su -
efecto sobre la contractilidad. Cualquier agente o inhibidor -
capaz de interferir con la subunidad catalftica de la proteina
quinasa AMPc-dependiente puede anular su accibén fosforilante a
pesar de que los niveles de AMPc se encuentren incrementados.
Se ha reportado la presencia de un inhibidor protefco de la -
proteina quinasa AMPc-dependiente (56,165). Sin embargo, esta
posibilidad debe descartarse en nuestro estudio ya que en la -
mayorfa de los grupos experimentales, los incrementos en los -
niveles intracelulares de AMPc fueron acompanados por incremen
tos en la actividad de la protefna gquinasa AMPc-dependiente pa
ra los 3 inhibidores de la fosfodiesterasa usados. Se detecta-
ron algunas veces, incrementos estadfsticamente significativos
en los niveles de AMPc, sin incrementos significativos en la -
actividad de la protefna quinasa AMPc-dependiente o viceversa,
luego de 1 a 15 minutos de intervenci6n farmacol8gica. Se po-
drfa especular sobre la exiétencia de inhibidores de la protef
na quinasa AMPc-dependiente (56,41) o sobre una activacién de
la misma por una vfa diferente (44) para explicar esta disocia
cién.
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Como asf también es posible que se produzcan pequenos
cambios en los niveles de AMPc imposibles de detectar experi-
mentalmente pero suficientes para producir la activacién de -
la protefna quinasa AMPc-dependiente. No obstante, con los -
tres inhibidores de las fosfodiesterasas usados fueron incre-
mentados los niveles de AMPc o activada la protefna quinasa -

AMPc-dependiente, luego de uno o 15 minutos de intervencién.

4.- Transcurso en el tiempo. Los experimentos se lle-

varon a cabo con registro contfnuo de la actividad mecénica,
pero las determinaciones bioqufmicas se realizaron al minuto
y los 15 minutos de intervenci6n farmacol6gica. Por lo tanto
no se puede descartar la posibilidad de no haber detectado un
pico de incremento en los pardmetros bioquimicos estudiados.
Sin embargo, si hubiéramos sido incapaces de detectar un pico
de incremento en los niveles de AMPc o en la actividad de su
proteina quinasa dependiente, la conclusién del presente estu
dio no cambiarfa ya que se detectaron incrementos estadfstica
mente significativos a los 15 minutos de perfusibén con los 3
inhibidores de las fosfodiesterasas usados, sin cambios signi

ficativos en la contractilidad.

5.- Otros efectos de los inhibidores de la fosfodies-

terasa distintos al de incrementar los niveles de AMPc y acti-

var su protefna quinasa dependiente.El efecto de los inhibido-

res de la fosfodiesterasa sobre los niveles de GMPc no ha sido
extensivamente estudiado a pesar de la posibilidad de que el -
GMPc tenga accibn regqulatoria en el corazbn, antagbnica a la -
del AMPc (7), y la creciente evidencia de sus efectos bioquimi
cos (129-130,150-151,166) . Estudios tempranos muestran que la
perfusién de coraz6n de rata con acetilcolina produce aumen-
tos de los niveles de GMPc que se correlacionan con disminucidn
de la contractilidad (129). Se ha reportado que el derivado -
sustitufdo Br-cGMP produce efecto inotrb6pico negativo (7) y -
que la accibén antagbnica del isoproterenol y la acetilcolina -
sobre el miocardio se debfa al incremento simultineo de ambos
nuclebtidos dentro de la célula cardfaca (11). Por otra parte,
otros autores han postulado la falta de asociacifn entre acetil
colina, GMPc y efecto inotrépico negativo, como as{ tambi&n una
disminucifén en los niveles de AMPc luego de la administracién -
simultinea de isoproterenol y acetilcolina con respecto a los
niveles logrados cuando se administra isoproterenol (149,151, -
167) . Un estudio reciente de Keely y colaboradores (152) en el
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cual se mide actividad de protefna quinasa AMPc dependiente,
confirma ambos mecanismos: a) una disminucién en los niveles
de AMPC y en el cociente de actividades de la protefna quina
sa AMPc-dependiente para una dosis dada de epinefrina cuando
se administra acetilcolina y b) un incremento en los niveles
de GMPc con una disminucifn de la contractilidad luego de la
administracifn de acetilcolina. En pocas palabras, cuando se
administra acetilcolina sola produce un répido incremento en
los niveles de GMPc y reduce notoriamente la tensifén desarro
llada sin alterar significativamente los niveles basales de

AMPc o la actividad de su protefina quinasa dependiente. Aun-
que el incremento simultdneo en los niveles de GMPc, no pue-
de ser tomado como prueba feaciente de que es la causa de la
falta de cambios de la contractilidad luego de la administra
ci6én de los inhibidores de las fosfodiesterasas, el incremen

to mostrado en nuestros datos sugiere dicha hip6tesis.

Concluyendo, con los tres inhibidores de las fosfodi-
esterasas usados en corazfn de rata perfundido bajo condicio
nes rigurosamente controladas se observa poco o ningGin cam-
bio en el comportamiento contr&ctil a pesar de los incremen-
tos hallados en los niveles intracelulares de AMPc y en la -
actividad de la proteina quinasa AMPc-dependiente. Se detec-
t6 un incremento simultineo de los niveles intracelulares de
GMPc, el cual no alcanz6 diferencia estadisticamente signi-

‘ficativa para pentoxifilina.

El incremento simulté&neo de los niveles de GMPc en
corazén nos lleva a considerar la posibilidad de que dicho -
incremento desempene un rol importante por sI.mismo o a tra-
vés dé un intermediario comGn en la inhibicifn de los cambios
mecdnicos producidos en el corazén luego de la administracién
de los inhibidores de las fosfodiesterasas de nuclebétidos cf-
clicos y explicarfa asf la falta de cambios contrictiles sig-
nificativos a pesar de los incrementos logrados en los nive=_.:
les de AMPc.
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