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Resumen: E/ protocolo experimental mas utilizado para establecer la potencia funcional de los
antagonistas, el descrito por Arunlakshana y Schild, implica la elaboracién de curvas concentracion-
respuesta del agonista en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones del antagonista.
Este método requiere utilizar un gran nimero de animales de experimentacién, junto con una gran
dedicacién de tiempo por parte del investigador para realizar los experimentos y el calculo de los
resultados. Por ello, planteamos un método que, de forma mas sencilla y rapida, nos permita deter-
minar la potencia de los antagonistas. Basandonos en la capacidad del antagonista competitivo para
revertir la accién del agonista, en el método propuesto el antagonista se afiade en concentraciones
acumulativas crecientes después de haber dejado actuar al agonista a concentraciones maximas. Se
elaboran curvas concentracion-“respuesta” del antagonista y a partir de ellas se calcula el valor de
pCl,, (log negativo de la concentracion de antagonista que produce el 50% de inhibicion del efecto
del agonista), que define la potencia del antagonista, y la pendiente (p) que nos indica el tipo de
interaccién. Comparando ambos métodos se demuestra que existe una equivalencia entre los valo-
res de pCl,, y pA,/pK,. Se destaca la utilidad del nuevo método para caracterizar la poblacion de
receptores presentes en un territorio, evidenciar variaciones en la funcionalidad de los receptores en
diferentes enfermedades y caracterizar nuevos compuestos selectivos de dichos receptores.

Palabras clave: Interaccion farmaco-receptor — Potencia de antagonistas — Método de Schild —
Adrenoceptores o, — Adrenoceptores B.

Introduccién

La caracterizacion farmacolégica de la
interaccioén ligando-receptor incluye la deter-
minacién de la “afinidad” del ligando por el
receptor, pardmetro que se obtiene mediante
estudios de unién de radioligandos, y la deter-
minacién de la “potencia” del ligando, para
lo que se realizan estudios funcionales en
los que, ademas de definir la actuacién del
ligando como “agonista” o “antagonista”, se
calcula un parametro que nos permita dar una
medida matematica de dicha potencia. En el

caso de los agonistas, este parametro es el
pD, o pCE,,, definido como el logaritmo nega-
tivo de la concentracién de agonista capaz de
producir el 50% de la respuesta maxima. Para
determinarlo, se elaboran curvas concentra-
cién-respuesta (CCR) con dosis acumulativas
del agonista, crecientes en progresion geomé-
trica. El ajuste matematico de la sigmoidea
obtenida cuando se hace la transformacion
logaritmica de la concentracién nos permite el
calculo de la pCE,, (Fig. 1A). EI método mas
utilizado para establecer la potencia de un
antagonista es el descrito por Arunlakshana y
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Figura 1. Esquema representativo del método de Schild. (A) Protocolo experimental que consiste en la realiza-
cion de curvas concentracion-respuesta (CCR) del agonista en ausencia (0) y presencia (1, 2...) de distintas
concentraciones del antagonista (C1, C2...). (B) Representacidn gréfica de las CCR obtenidas y célculo de la

PCE,, después de realizar su ajuste a una sigmoidea. (C) Representacion grafica de la recta de Schild para el

calculo del pA,.

Schild,} que implica la elaboracién de curvas
CCR del agonista en ausencia y en presencia
de diferentes concentraciones del antagonista
(Fig. 1B). A partir de estas curvas se calcula
la CE,, del agonista en ausencia y en presen-
cia de las distintas concentraciones del anta-
gonista, y con ellas se determina la razén de
concentraciones:

CE,, en presencia de antagonista
CE,, en ausencia de antagonista

CR =

La recta dada por la ecuacion log (CR-1) =
log [B] - log K, se denomina recta de Schild
(Fig. 1C), y en ella [B] es la concentracién de
antagonista empleada y el término pK; coin-
cide con el valor de —log [B] cuando CR es
igual a 2. Esta recta permite determinar la
naturaleza competitiva del antagonismo (si
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tiene una pendiente cercana a la unidad) y
calcular la potencia del antagonista al obte-
ner una estimacién funcional de la constante
de afinidad del antagonista por el receptor:
—log K = (pK,), que representa la interseccion
de la recta de Schild con el eje de abscisas.
Cuando la pendiente de la recta es la unidad,
este valor de pK corresponde al valor de pA,,
parametro empirico que utilizamos para defi-
nir la potencia del antagonista.

Segun el método de Arunlakshanay Schild,!
para poder determinar la potencia, expresada
como pA,, es necesario realizar diferentes CCR
del agonista en ausencia y en presencia de al
menos tres o cuatro concentraciones de anta-
gonista, lo cual, si se realiza en un Unico expe-
rimento, supone una gran inversién de tiempo.
Si ademas tenemos en cuenta los fenémenos
de sensibilizacion o taquifilaxia de los recep-
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tores, en muchas ocasiones resulta necesario
utilizar diferentes muestras biolégicas para
realizar cada una de las CCR, lo que a su vez
implica la utilizaciéon de un elevado nimero
de animales de experimentacién. A todo ello
hay que afiadir el tiempo que posteriormente
se emplea para la medida de las curvas y su
analisis matematico. Este alto coste en tiempo
y animales es especialmente relevante cuando
se realizan experimentos de cribado de nue-
vos productos, cuando se quiere caracterizar
la poblacion de receptores funcionalmente
activa en diferentes territorios y cuando se

quieren analizar cambios en la funcionalidad
de los receptores derivados de una situacién
patolégica, especialmente si estos cambios se
van a analizar en muestras humanas.

Para simplificar esta cuestion en los estu-
dios funcionales en bafio de érganos, plantea-
mos un nuevo método que nos permite deter-
minar la potencia de un antagonista mediante
un desarrollo experimental mas sencillo y ra-
pido que el descrito, y que supone, ademas,
una considerable reduccién en el nimero de
muestras a utilizar. El esquema del protocolo
utilizado para este nuevo método se mues-
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Figura 2. Esquema representativo del nuevo método propuesto en dos situaciones experimentales distintas. (A)
Antagonistas que actian sobre receptores implicados en respuestas contractiles. Sobre la meseta estable de
contraccién inducida por el agonista, se afiaden concentraciones acumulativas crecientes del antagonista, lo
que origina una inhibicion del tono contractil dependiente de la concentracion. Se construye la CCR y se realiza
el ajuste a una sigmoidea, calculando la pCl,, y la pendiente (p). (B) Antagonistas que actian sobre los re-
ceptores implicados en las respuestas relajantes. Sobre un tono contractil estable obtenido por despolarizacién
de la membrana se afiade el agonista hasta inhibir completamente dicho tono. A continuacién, y en presencia
del agonista, se realiza la adicién de concentraciones acumulativas crecientes del antagonista que, al revertir
la accién del agonista, da lugar a recuperaciones del tono contractil previo dependientes de la concentracion.
Como en el caso anteriot, se realiza la CCR y se calculan la pCl,, y la pendiente (p).
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tra en la Fig. 2, y aunque conceptualmente
se basa en el mismo principio, la capacidad
del antagonista para revertir la accién del ago-
nista, técnicamente exige un protocolo expe-
rimental diferente seglin se trate de sistemas
receptores que median respuestas contracti-
les (Fig. 2A) o relajantes (Fig. 2B). En ambos
casos, la principal diferencia entre el nuevo
método y el tradicional de Schild estriba en
el agente con que se elaboran las CCR y en el
orden en que se afiaden agonista y antagonis-
ta. En el método de Schild, el antagonista se
afiade antes que el agonista y las CCR siem-
pre se elaboran con el agonista. En el nuevo
método, el antagonista se afiade después de
haber obtenido una respuesta maxima y sos-
tenida del agonista, y la CCR se elabora con
el antagonista. Cuando el agonista induce una
respuesta contractil (Fig. 2A), sobre la meseta
estable de contraccion se afiaden concentra-
ciones acumulativas crecientes del antagonis-
ta, obteniéndose una CCR de relajacion. Cuan-
do el agonista induce una respuesta relajante,
el protocolo es algo mas complejo (Fig. 2B)
porque es necesario establecer un tono con-
tractil previo, por ejemplo por despolarizacién
con KCI, para inducir, sobre este tono, una
relajacion maxima con el agonista y a conti-
nuacién afiadir concentraciones acumulativas
crecientes del antagonista tratando de revertir
esa relajacion y recuperar el tono inicial.

El objetivo del presente trabajo es demos-
trar que con este método podemos obtener
unos parametros equivalentes a los del mé-
todo clasico de Schild: pCl,, (log negativo de
la concentracién de antagonista que produce
el 50% de inhibicién del efecto del agonista)
equivalente al pA,y pendiente (p) de la CCR
del antagonista equivalente a la pendiente de
la recta de Schild. El calculo de ambos para-
metros se realiza a partir del ajuste matemati-
co de la CCR del antagonista.

Material y métodos

Para la puesta a punto del nuevo método
hemos caracterizado la poblacién de adreno-
ceptores (AR) o, y B presente en diferentes te-
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rritorios de rata, como preparaciones de vasos
(arteria caudal, aorta) y tejido intestinal (colon,
fleon) ricos en AR o, y B,, respectivamente.?®

El aislamiento de los tejidos y su montaje
se realizaron seguln el protocolo descrito en la
bibliografia,®!! y el desarrollo experimental se
detalla en la Fig. 2. La activacion de los AR o,
con una concentracién de noradrenalina capaz
de inducir la respuesta maxima (10-6-10-°M
segln los territorios) da lugar a una respuesta
contractil sostenida durante periodos de tiem-
po prolongados (Fig. 2A), mientras que la ac-
tivacion de los AR B se pone de manifiesto por
la relajacion observada tras la adicién de los
agonistas (isoprenalina 10-*M o SR 58611A
10-%M) sobre el tono contréctil previo y esta-
ble obtenido con solucién despolarizante (Fig.
2B). Para calcular la potencia de los antago-
nistas segln este nuevo método, se afiaden
concentraciones acumulativas crecientes de
cada compuesto tras la maxima contraccién
(en el caso de los AR o, Fig. 2A) o relajacion
(en el caso de los AR B, Fig. 2B) obtenidas
con el agonista adrenérgico correspondiente.
Es importante determinar adecuadamente el
intervalo de concentraciones a utilizar, de ma-
nera que incluya desde concentraciones que
no revierten la actividad del agonista hasta
las que dan lugar a la inhibicion completa de
su accion. La adicion de concentraciones cre-
cientes de los antagonistas o, da lugar a una
relajacion dependiente de la concentracién
(Fig. 2A), mientras que la adicion de los anta-
gonistas B da lugar a incrementos en el tono
contractil proporcionales a la concentracién
afiadida, llegando a revertir totalmente la rela-
jacién inducida por el agonista B-adrenérgico.
Las CCR de relajacién o de recuperaciéon del
tono contractil obtenidas con los antagonistas
se ajustan a una sigmoidea (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA) y se calcula el valor de
la pCl,,. Este parametro, que se ha utilizado
como indicativo de la potencia de los distintos
antagonistas, se correlaciona con los valores
de pA, o pK, determinados para los diferen-
tes antagonistas seglin el método clasico de
Schild. Otro parametro que se obtiene a partir
de las CCR de los antagonistas es la pendiente
de la curva (p), y si ésta es significativamen-
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te menor que la unidad se ha determinado la
significacién estadistica del ajuste de la curva
a uno o a dos sitios de unién (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA).

Resultados y discusién

Validacién del método propuesto

Los antagonistas selectivos o, prazosina,
BMY 7378 (o, -selectivo) y 5-metilurapidilo
(o ,-selectivo), relajan de forma dependiente

de la concentracion la contracciéon maxima in-
ducida por noradrenalina en la arteria caudal
(Fig. 3A), obteniéndose unos valores de pCl,,
(Fig. 3B) que coinciden con los valores de pK,
determinados para estos mismos antagonistas
seglin el método de Schild (Fig. 3C) y con los
valores de pA, determinados por otros auto-
res.l® Resultados semejantes se obtienen en
la aorta.’® La pendiente de las CCR nos apor-
ta informacién adicional. Observamos que es
préxima a la unidad en las CCR de la prazosina
y el BMY 7378, pero significativamente menor
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Figura 3. Resultados obtenidos con los antagonistas selectivos de los adrenoceptores o, en arteria caudal de rata.
(A) CCR de relajacion de los distintos antagonistas sobre la meseta de contraccidn inducida por noradrenalina
10-°M. (B) Parametros caracteristicos de los distintos antagonistas calculados segtin el nuevo método (pendiente
y pCl,,) y el método de Schild (pK). *p <0.05 respecto a la unidad. (C) Representacidn de la correlacion entre
los valores de pCl,, y pK, obtenidos por uno y otro método para cada antagonista. La linea discontinua representa
la recta de identidad. (D) Representacion gréafica del ajuste a dos lugares de unién de la CCR de relajacién del 5-
metilurapidilo, antagonista selectivo de los adrenoceptores o, ,. En este caso se obtienen dos valores de potencia
distintos que corresponden a dos sitios por los que el antagonista tiene alta (pCl,, 1) y baja (pCl,, 2) afinidad.
El porcentaje del sitio 1 se asemeja al grado de expresion de RNAm del receptor a.,, en ese tejido (diagrama de
sectores). Resultados modificados de Gisbert et al.’ y Marti et al.!
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para el 5-metilurapidilo. Ajustando esta CCR
al modelo de dos sitios de unién (Fig. 3D), en-
contramos que las pCl,, obtenidas para cada
sitio coinciden con los datos bibliograficos de
afinidad del 5-metilurapidilo por el subtipo o,
(sitio 1 de alta afinidad) y los subtipos o, y
o, (sitio 2 de baja afinidad), correlacionando-
se el porcentaje del sitio 1 con los valores de
RNAm descritos en este territorio (Fig. 3D).!!

En el caso de los AR B, los antagonistas
selectivos propranolol, alprenolol, buprano-
lol y SR 59230A (B, selectivo) revierten el
efecto relajante maximo tanto de la isopre-
nalina (Fig. 4A) como de SR 58611A (ago-
nista selectivo B,, resultados no mostrados),
obteniéndose unas CCR de recuperacion del
tono contractil y unos valores de pendiente y
pCl,,similares a los de pA,/pK; hallados con
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Propranolol | 654+0,05 | 063*+005 | 624684 | 0,69*+0,02 53
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Figura 4. Resultados obtenidos con los antagonistas selectivos de los adrenoceptores B en colon de rata. (A)
CCR de recuperacion del tono contractil de los distintos antagonistas sobre la relajacién méxima inducida por
isoprenalina 10-°M. Tal como se observa en la gréfica, el atenolol (antagonista selectivoB,) y el ICI 118,551
(antagonista selectivo B,), no son capaces de revertir la relajacion inducida por el agonista. (B) Parametros
caracteristicos de los distintos antagonistas calculados segtin el nuevo método (pendiente y pCl,,) y el método
de Schild (pendiente y pA,/pK,). *p <0.05 respecto a la unidad. (C) Representacién de la correlacidn entre
los valores de pCl,, y pA,/pK, obtenidos por uno y otro método para cada antagonista. La linea discontinua
representa la recta de identidad. (D) Representacion gréfica de la CCR de recuperacion del tono contractil de
propranolol frente a diferentes relajantes de la musculatura lisa. Nétese que el propranolol recupera el tono
contractil tras la relajacién inducida por los agonistas B (isoprenalina y SR 58611A), pero no es capaz de
recuperar el tono contractil tras la relajacion inducida por papaverina, nifedipino y diltiazem.
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el método de Schild (Fig. 4By C). Por el con-
trario, el atenolol (antagonista selectivo B,) y
el ICI 118.551 (antagonista selectivo B,) no
pudieron revertir los efectos relajantes de los
agonistas en el colon (Fig. 4A), lo que indica
que los receptores implicados en la respuesta
relajante mediada por los AR B en este tejido
son mayoritariamente del tipo B,. ldénticos
resultados se obtuvieron en ileon de rata (no
mostrados).

Para descartar la posibilidad de que la re-
cuperacioén del tono contréactil inducida por los
antagonistas B se debiera a una accién ines-
pecifica de éstos, se analizé también su capa-
cidad para revertir la relajacién maxima obte-
nida con otros compuestos que acttan por un
mecanismo independiente de la estimulacién
de los AR B: papaverina (relajante inespeci-
fico), nifedipino y diltiazem (bloqueantes de
los canales de calcio), pero en ningln caso se
observé recuperacion del tono contractil (Fig.
4D).

Se puede observar en la Fig. 4A y B que
la CCR del propranolol presenta una pendien-
te menor que la unidad, pero su ajuste no es
significativo para el modelo de dos sitios de
unién. Resultados similares se encontraron en
ileon de rata (no mostrados). Esto concuerda
con la falta de recuperacion del tono contractil
observada con los antagonistas selectivos B, y
B,, por lo que, en colon e ileon de rata, supo-
nemos que existe una poblacién mayoritaria
de adrenoceptores [3,. Sobre ellos, el propra-
nolol ejerce un antagonismo que no sigue el
modelo del antagonismo competitivo seguin
el método de Schild, y lo mismo observamos
con nuestro método. La explicacién a estos
resultados puede encontrarse en la existencia
de dos conformaciones distintas del receptor
B,, con distinto grado de acoplamiento a los
sistemas de sefializacion implicados en la
transduccion de la sefial, lo que explicaria la
pendiente de las curvas menor que la unidad,
y confirmaria, en receptores nativos, la exis-
tencia de las dos conformaciones observadas
en AR B, clonados y expresados en distintas
lineas celulares.!?

Por tanto, podemos concluir que los re-
sultados obtenidos validan la utilizacién del

nuevo método para analizar la interaccion
farmaco-receptor mediante estudios funciona-
les en territorios nativos, siendo un protocolo
especialmente Util respecto a los tradiciona-
les porque supone un considerable ahorro en
tiempo y en nimero de experimentos y de
animales. Esta ultima cuestion adquiere una
especial relevancia si consideramos los aspec-
tos éticos implicados en cualquier trabajo de
experimentaciéon animal o cuando se trabaja
con muestras dificiles de obtener, como es el
caso de los tejidos humanos.

Utilidad del nuevo método

CARACTERIZACION FUNCIONAL
DE LA POBLACION DE ADRENOCEPTORES oY B
EN UN DETERMINADO TERRITORIO

Utilizando antagonistas selectivos hemos
caracterizado los subtipos de AR o, funcio-
nalmente predominantes en la arteria caudal
(o), la aorta (o), la arteria iliaca (o /at,,),
la mesentérica (a,,/o,) y las arterias me-
sentéricas de pequefio calibre (o ,), y hemos
observado un diferente predominio funcio-
nal de los subtipos de AR o, a lo largo del
arbol vascular.’® Es interesante sefialar que
este método nos ha permitido demostrar la
presencia de una poblacién mixta de AR o,
y o, en algunas arterias, como la iliaca y la
mesentérica, al obtener CCR de relajacién de
los antagonistas selectivos BMY 7378 y b-
metilurapidilo con pendientes menores que
la unidad y que se ajustan significativamente
mejor al modelo de dos lugares de unién. Ade-
mas, la presencia funcional mayoritaria de es-
tos subtipos se correlacioné con la expresion
de RNAm determinada en los diferentes vasos
estudiados.!!

CAMBIOS EN LA FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES
ASOCIADOS A UNA DETERMINADA ENFERMEDAD

Aplicando el método propuesto hemos ha-
llado cambios en la funcionalidad de los sub-
tipos de AR o, en la hipertension. El objetivo
que nos planteamos fue la determinacién de
cambios funcionales del subtipo o, en dife-
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rentes vasos (aorta, arteria mesentérica, cau-
dal, iliaca, arterias mesentéricas de primera y
segunda rama) procedentes de ratas espon-
tdneamente hipertensas (SHR) y sus contro-
les normotensos (WKY), y determinar si estos
cambios se producian en los animales adultos
ya hipertensos o tenian lugar en el estado pre-
hipertensivo. Ademas, se analiz6 si el trata-
miento con un agente antihipertensivo como
el captopril podia revertir los cambios en la
expresion funcional del subtipo o . La utili-
zacién del método de Schild para determinar
las potencias de dos antagonistas (prazosina
y BMY 7378) en seis vasos distintos proce-
dentes de seis grupos diferentes de animales
supondria la realizacién de un gran nimero de
experimentos y la utilizacién de muchos ani-
males. El nuevo método nos permitié optimi-
zar el nimero de experimentos y de animales,
y observamos un aumento en la funcionalidad
del subtipo o, en animales SHR adultos, pero
no en jévenes, aumento que no se produce si
los animales son pretratados con captopril, lo
que sugiere una posible implicacién del subti-
po a,, en la génesis y el mantenimiento de la
hipertension arterial.’

CARACTERIZACION DE NUEVOS COMPUESTOS
COMO AGONISTAS/ANTAGONISTAS
DE LOS ADRENOCEPTORES @, Y BS

El método propuesto permite determinar
de forma rapida y sencilla la actividad y la
potencia como agonistas/antagonistas de una
serie de compuestos, asi como su selectividad
para cada subtipo de AR. Gracias a él hemos
determinado la potencia antagonista y la se-
lectividad sobre los distintos subtipos de AR
o, de una serie de 79 alcaloides bencilisoqui-
noleinicos y aporfinicos, y de los resultados
obtenidos destacamos la accién de la glau-
cina, la boldina y sus derivados halogenados
como antagonistas o, selectivos, asi como la
ausencia de afinidad de la aminoboldina por el
subtipo a1 En el caso de los AR B, hemos
ensayado la actividad de siete alcaloides ben-
cilisoquinoleinicos, destacando la actividad
de la tetrahidropapaverolina y la higenamina
como agonistas B,.1°
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J. SaLLés: En vez de utilizar concentraciones
maximas, ;habéis probado concentraciones
menores? En ese caso, ;se alejan los valores

?
de pA,y de pCl,

M.D. Ivorra: Cuando utilizas concentraciones
menores del agonista de los adrenoceptores
o, la contraccién no se mantiene estable a
lo largo del tiempo y por lo tanto nos invalida
la aplicacién del método. Hemos ensayado
con concentraciones ain mayores que las
maximales y hemos comprobado que, efecti-
vamente, la pCl,, se desplaza y se aleja del
valor de pA,. Este desplazamiento mantiene
cierta proporcionalidad con la concentracion
que utilizas.

J. SaLLEs: ;Y si se aplica la ecuacién de Cheng-
Prusoff?

M.D. Ivorra: Con esta ecuacion, los valores se
distorsionan totalmente.

J. SaLLés: Entiendo que el método es bueno
para antagonistas de alta afinidad, pero que
podria haber problemas para los de baja afi-
nidad. Probablemente se necesitarian tiem-
pos de incubaciéon mas largos para llegar a
condiciones de equilibrio y obtener valores
correctos de pA,. El Dr. Badia publicé un mé-
todo muy parecido al vuestro, referente a la
inhibicién de la respuesta contractil induci-
da por un estimulo eléctrico en el conducto

deferente por agonistas de los receptores o,
adrenérgicos, y obtenia resultados similares.

P. D’Ocon: El método ha demostrado ser valido

para los antagonistas de alta y baja afinidad
probados en aorta y en caudal a los mismos
tiempos, ya que en todos los casos el valor
de potencia obtenido se corresponde exacta-
mente con la afinidad.

J.M. Baevens: Los datos presentados son de

antagonistas competitivos. ;Qué resultados
crees que se podrian obtener utilizando an-
tagonistas no competitivos?

M.D. lvorra: En ese caso, la reversion de la

respuesta puede que no sea directamente
proporcional a la concentracién de antago-
nista utilizada, obteniéndose interacciones
mas complejas. Hemos visto que estas in-
teracciones complejas se pueden demostrar
con este nuevo método, por la pendiente de
las curvas concentracién-respuesta del an-
tagonista. En el caso del propranolol, por
ejemplo, se obtiene una pendiente menor
que la unidad, al igual que la que se obtiene
por el método de Schild. Y esto no obedece
a la presencia de varios subtipos porque en
el colon existe una poblacién mayoritaria de
adrenoceptores B,. Puede deberse a la pre-
sencia de distintos estados conformaciona-
les del receptor [33Y descritos en receptores
clonados. Por tanto, este método también
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puede explicar y demostrar este tipo de inte-
racciones complejas.

J. GiraLpo: Creo que valdria la pena desarrollar
modelos matematicos mecanisticos que in-
tenten dar cuenta de las posibles interaccio-
nes moleculares complejas que tienen lugar,
mas que aplicar un modelo empirico y des-
cribir simplemente la forma de la curva.

F. PErez-Vizcaino: Parece que definir la con-
centracién maxima a utilizar es clave en este
método, y muy complicado porque la curva
es una asintota.

M.D. Ivorra: Si, se elige la concentracion de
agonista que da lugar al primer punto de la
asintota, y de hecho hemos utilizado con-
centraciones diferentes segln el territorio,
10°*M de noradrenalina en aorta y 10° M
en caudal, y en estas condiciones los valores
de pCl,, obtenidos para los distintos antago-
nistas coinciden con los valores de pA,.

J. Buraueno: En relacién a las concentracio-
nes, parece ser que se elige la menor de las
concentraciones maximas.

M.D. Ivorra: Si, eliges la primera concentra-
cién que te ha dado la asintota, que posi-
blemente corresponde al 90% a 95% de la
respuesta maxima. No se utilizan concentra-
ciones mas altas.

E. ViLa: Tengo la impresion de que en la arteria
mesentérica sin endotelio es dificil mantener
el tono contréactil a pesar de trabajar con con-
centraciones maximas. Sin saber muy bien
por qué, hay dias que funciona y otros que
no. Por eso creo que en los vasos sanguineos
probablemente sea mas comodo y mas rapido
hacer curvas concentracién-respuesta con el
agonista en ausencia y en presencia de con-
centraciones crecientes de antagonista.

J. LLENAs: En su presentacién nos ha mostrado
que con los receptores o adrenérgicos exis-
te una buena correlacién entre los datos de
fijacién y los funcionales, pero quiero apro-
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vechar para comentar que no siempre es asi,
y un buen ejemplo de ello son los agonistas
B, adrenérgicos como el salbutamol. En este
caso, el estudio funcional es todavia insusti-
tuible cuando se trata de identificar nuevos
productos.

M.D. Ivorra: Estoy totalmente de acuerdo. Es

verdad que con los receptores B, precisa-
mente no se observa correlacion.

F. Bosch: ;Utilizais los agonistas 8, como he-

rramienta farmacolégica o con finalidad te-
rapéutica?

M.D. Ivorra: El objetivo era buscar compues-

tos con actividad selectiva sobre los adre-
noceptores B, con la finalidad de utilizarlos
como herramienta farmacolégica, pero tam-
bién por su posible aplicacién terapéutica.
Analizamos diferentes alcaloides benciliso-
quinoleinicos que, por su semejanza con el
trimetoquinol, podian tener esa actividad.

F. BoscH: ;Cual seria su posible aplicacion te-

rapéutica?

M.D. Ivorra: Intestinal.

A.G. FernAnDEz: Querria ampliar un poco la

informacién acerca de la aplicabilidad de
los agonistas B,, tanto en el campo intes-
tinal como en otros. Hace afios, aunque sin
éxito, se intentaron desarrollar productos
para tratar la Ulcera gastrica y duodenal; en
el ambito de la obesidad, algunos farmacos
estan avanzando en clinica; y para la incon-
tinencia urinaria por vejiga hiperactiva hay
un agonista selectivo 3, que ya ha superado
la fase 2a clinica.

A. Babia: jHabéis hecho alglin experimento po-

niendo el agonista durante todo el tiempo que
esta también el antagonista para ver si hay un
proceso de desensibilizacién del receptor?

M.D. Ivorra: Si, en el caso de los adrenocep-

tores o la contracciéon se mantenia con el
tiempo.
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A. Bapia: En el caso de los adrenoceptores P. D’Ocon: Ademas, en este caso concreto, no
parece ser que hay un proceso de desensi- se observaba un fenémeno de desensibiliza-
bilizaciéon mas importante, que luego podria cion muy marcado cuando se hacian las cur-
falsificar resultados. Creo que es una cues- vas dosis-respuesta en repetidas ocasiones.
tién importante a tener en cuenta. Quiza sea una caracteristica de los B, que

los diferencia de los otros subtipos.
M.D. Ivorra: Si, pero estas afiadiendo con-
centraciones del antagonista que ya estan
revirtiendo la unién del agonista con ese
receptor.
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