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It has been studied in vitro the antagonismos of dipiridamol and adenosin-desami-
nase. It’s concluded that dipiridamol is a competitive inhibitor of adenosin-desaminase.
The valué of Ki obtained relating the reciproca! valué of inicial velocity of the enzi-
matic reaction with the concentration of dipiridamol is of 0.16 mM. With the concen
traron of enzime employed we obtain an inhibition of 46 and 56 % of its activity in
presence of concentrations of dipiridamol of 0.3 and 0.6 mM.

Entre los factores que intervienen en la
regulación metabólica del flujo coronario,
se le ha concedido recientemente una gran
importancia a la adenosina y sus deriva
dos nucleotídicos, al comprobarse que
están dotados de una marcada acción co-
ronariodilatadora. Como consecuencia de
ello, se atribuye a estas sustancias un pa
pel importante como mediadores en la va-
sodilatación provocada por diversas dro
gas antianginosas.

De los fármacos que actúan sobre el fi-
siologismo de las coronarias, el Dipirida
mol (DPD) es uno de los mejor estudia
dos en lo que se refiere a su mecanismo
de acción. Como expresión de las investi
gaciones realizadas hasta ahora sobre los
efectos observados tras la administración
del DPD, puede deducirse que esta droga
está dotada de una doble acción metabó
lica. Por un lado, es probable que actúe 

como un aceptor de hidrogenas de los co
enzimas reducidos integrantes de la cade
na respiratoria, puesto que se ha de
mostrado que disminuye el consumo de
oxígeno por el miocardio (6) y que prote
ge frente a la intoxicación cianhídrica (3).
Por otro lado, se ha demostrado que el
DPD tiene un efecto coronariodilatador,
puesto que normaliza las alteraciones elec-
cardiográficas inducidas por la ligadura
coronaria (11) y por la previa administra
ción de vasopresina (5). Este efecto pare
ce estar mediado por la adenosina y sus
derivados nucleotídicos, puesto que inhi
be la adenosín-desaminasa (4, 7, 8) y po
tencia el aumento del flujo coronario pro
vocado por la adenosina y sus derivados
nucleotídicos (1, 2, 10, 12-14).

En el presente trabajo se pretende pro
fundizar en el conocimiento del mecanis
mo de acción del DPD, estudiando su ac
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ción inhibidora in vitro sobre la hidróli
sis enzimática de la adenosina determina
da por la adenosindesaminasa.

Material y métodos

El enzima (EC 3.5.4.4) y la adenosina
fueron obtenidos de Boehringer Mann-
heim y el DPD de Boehringer Sohn In-
gelheim, respectivamente.

La actividad enzimática ha sido deter
minada mediante espectrofotómetro Hita
chi, modelo 101, persiguiendo el descenso
de la absorbancia a 265 m/z, siguiendo a
Kalckar (9). En una cubeta de 1 cm de
espesor se colocaron 2,9 mi de una solu
ción 15 a 150 /zM de adenosina en tam-
pón fosfato sódico 0,1 M a pH 7 y se aña
dieron 0,27 /zg de enzima por mi.

Para investigar la inhibición del enzima
por el DPD se incubaron durante 5 minu
tos, a la temperatura ambiente, mezclas
conteniendo 40 /zg de adenosín-desamina-
sa, 0,3 a 0,6 mM de DPD y tampón fos
fato sódico 0,1 M a pH 7 por mililitro.
Muestras de 20 /zl fueron tomadas tras el
mencionado período de incubación y aña
didas a las cubetas del espectrofotómetro
conteniendo 2,9 mi de una solución 15 a
150 /zM de adenosina en tampón fosfato
sódico 0,1 M a pH 7. De esta forma, el
enzima añadido a la cubeta quedaba a la
misma concentración que en las experien
cias testigo (0,27 /zg/ml).

Resultados

En la figura 1 se expresa la cinética de
la reacción catalizada por la adenosín-de-
saminasa, en ausencia y presencia de DPD,
siguiendo la representación de Linewea-
ver-Burk y tomando como velocidad ini
cial de reacción el incremento negativo
de la densidad óptica a 265 m/z (9). El
valor de K,n obtenido para la cantidad
de enzima empleada (0,27 /zg/ml) es de
7,1 X 10"5 M. Este valor queda fuerte-

Fig. 1. Relación entre los valores recíprocos
de la velocidad de reacción y de la concen

tración del sustrato.
V = —A OD. min. • sin DPD; O—O 0,3 mM

DPD; 0,6 mM. Enzima: 0,27 /zg/ml.

mente reducido cuando el enzima se ha
. incubado previamente con diferentes con
centraciones de DPD, como corresponde
a una inhibición de tipo competitiva.

Las determinaciones de las velocidades
iniciales de la reacción enzimática se rea
lizaron empleando una concentración lí
mite de adenosina 150 /zM (valor de
0,6 X 10’ M-1 de la figura 1), puesto que
con concentraciones superiores a ésta se
observa una inhibición del enzima por el
sustrato. Si se expresa la cinética reaccio-
nal por el procedimiento de Lineweaver-
Burk, a partir de esta concentración lími
te la representación deja de ser rectilínea
para transformarse en curva, debido a una
disminución de la velocidad inicial de la
reacción que es expresión de la inhibición
por el sustrato. No nos ocupamos de este
aspecto, puesto que ello será el objetivo
fundamental de una publicación posterior.

En la figura 2 puede observarse que si
se expresa el valor recíproco de la veloci
dad inicial de la reacción en función de la
concentración del inhibidor (DPD), em
pleando dos concentraciones del sustrato
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próximas al valor de Km (6 X 10-5 M y
9 X 10~s M), el valor de hallado es de
0,16 mM.

Fig. 2. Inhibición de la adenosin-desaminasa
por el DPD,

Relación entre el valor recíproco de la velo
cidad de reacción y la concentración de DPD.
•-----• 90 pM sustrato; O----- O 60 //M sustra
to. Enzima: 40 ¿tgr/ml de mezcla de incubación.

mM DIPIRIDAMOL

Fig. 3. Inhibición de la adenosin-desaminasa
por el dipiridamol.

A. Relación entre el descenso de la densidad
óptica a 265 mp por min. y la concentración
de DPD. •-----• 60 pM sustrato; ©-© 90 /xM
sustrato; O----- O 120 pM sustrato. Cantidad de
enzima en mezcla de incubación: 40 /zgr/ml.
B. Inhibición en tanto por ciento de la activi
dad enzimática en función de la concentración

de DPD. Mismas condiciones que en A.

En la figura 3 A se puede observar la
inhibición enzimática ocasionada por el
DPD cuando se expresa el descenso de la
densidad óptica a 265 m/x en función de
la concentración del inhibidor, empleando
varias concentraciones del sutrato. En 3 B
queda expresada esta inhibición en por
centaje de la actividad enzimática desa
rrollada en ausencia de inhibidor.

Discusión

Los resultados obtenidos confirman la
acción del DPD como inhibidor compe
titivo de la adenosin-desaminasa. Para la
cantidad de enzima empleado en nuestras
experiencias se consigue una inhibición del
46 y 56 % con concentraciones de 0,3 y
0,6 mM de DPD, respectivamente.

Puesto que actualmente se postula el
papel mediador de la adenosina en la va-
sodilatación coronaria determinada por
numerosas drogas antianginosas, no cabe
la menor duda de que el DPD interfiere
de forma notable en la degradación enzi
mática de dicha sustancia y que su efecto
vasodilatador sea mediado por ella. No
obstante, las concentraciones, relativamen
te elevadas, de DPD que se han empleado
hacen presumir que el efecto vasodilata
dor de este fármaco exija dosis del mis
mo superiores a las necesarias para con
seguir las regeneraciones de los coenzimas
reducidos de la cadena respiratoria, efec
to éste que consideramos como primario
y se pretende demostrar en ulteriores in
vestigaciones.

Por otro lado, el haberse realizado to
das las experiencias a un pH 7, no permi
te sacar conclusión alguna acerca de las
variaciones de la actividad enzimática y
su inhibición por el DPD en función de
las variaciones del pH en que se desarro
lla la reacción. Este extremo podría te
ner un gran interés siempre que el me
tabolismo miocárdico en situaciones de
anoxia va a determinar un acúmulo de
metabolitos ácidos. Además, en estas
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condiciones, existe una alteración de la
permeabilidad de la membrana celular a
los electrólitos, constituyendo igualmente
este aspecto una hipótesis digna de ser in
vestigada, en el sentido de una modifica
ción de la actividad enzimática y su inhi
bición por el DPD en presencia de diver
sos electrólitos.

Finalmente, en sucesivos trabajos se
pretende profundizar en el mecanismo de
esta inhibición enzimática de la adenosín-
desaminasa por el DPD, investigando la
posible fijación del mismo sobre los gru
pos sulfhidrílicos del enzima o la posibi
lidad de que dicha droga determine un
cambio en la estructura terciaria de la pro
teína enzimática.

Resumen

Se estudia in vitro el antagonismo entre el
Dipiridamol (DPD) y la adenosin-desaminasa.
El DPD es un inhibidor competitivo de la ade
nosin-desaminasa. El valor de Ki calculado al
relacionar gráficamente el valor recíproco de
la velocidad inicial de reacción enzimática con la
concentración de DPD es de 0,16 mM. Con
las concentraciones de enzima empleadas se ob
tiene una inhibición del 46 y 56 % de su acti
vidad en presencia de concentraciones de DPD
de 0,3 y 0,6 mM.
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