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It has been studied the adenosin-desaminase activity in myocardium homogenates
from normal rats and pre-treated with dipiridamol. The enzyme is inhibited by the
drug and it seems to be competitive. At the two concentrations used (50 /tg and 100 /ig
per g weight), the inhibition is 13 % and 27.5 %, respectively. The Km of the enzyme
for the normal rats is 2.2 X 10-< M. In the treated animals, the Km is 2.8 X 10-‘ M
or 4 X 10”* M.

This inhibitory effect could explain the coronary dilatator action of the dipiridamol.
Finally, these data are related with the results obtained in vitro from the previous

experiments.

En el curso de una serie de trabajos an-
tcriores, hemos venido investigando la in-
fluencia ejercida por el dipiridamol sobre
la actividad in vitro de la adenosin-desa-
niinasa (10, 11, 15) y de la glucosa-6-fos-
fato-deshidrogenasa (14, 14). En el primer
sentido apuntado, las conclusiones que pu-
dimos sacar eran que el dipiridamol se
comportaba como inhibidor competitive de
la adenosin-desaminasa y que el grado de
inhibition por el ocasionado, se incremen-
laba a medida que se descendia el pH del
medio on que se desarrollaban las incuba-
ciones enzima-dipiridamol, asi como del
medio en que se desarrollaba la reaction
enzimalita. Elio permitio formular la hi- 

potesis de que la adenosina fuese el me-
diador quimito de la attion coronario-di-
latadora de esta droga, tai y eomo ya ha-
bia sido demostrado para otras drogas y
para los nucleotides adenilicos (1, 2, 4, 5,
6, 7, 8, 12, 16. 17).

Por olro lade, al estudiar in vitro la ci-
netica de la glucosa-6-fosfato-deshidroge-
nasa bajo la attion del dipiridamol, en-
conlramos que esta droga inhibia igual-
mente a esle enzima de forma competiliva
en funcion del suslrato y de forma no
competiliva en funcion del cofactor (13,
14). Esta accion del dipiridamol sobre un
enzima de oxidorreduccion podria estar
relacionada con las acciones ya demos- 
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tradas de que protege frente a la intoxi­
cation cianhidrica (3) y disminuye el con-
sumo de oxigeno por parte del miocardio
(6). Por ello, en el presente trabajo, pre-
tendemos estudiar la actividad adenosin-
desaminasica en homogenados de miocar­
dio de ratas normales y pretratadas con
dipiridamol, con el fin de comprobar si
administrando dicha droga in vivo se ob-
tienen resultados similares a los ya des-
critos anteriormente in vitro.

Material y metodos

Se han empleado ratas Wistar de ambos
sexos, con un peso aproximado de 175-200
gramos. Inmediatamente despues del sa-
crificio se extrae el corazon y se coloca en
suero fisiologico a 0-4°. Despues de tro-
ceado en pequenos fragmentos, se limpia
de grasa y conectivo, homogenizandose en
buffer fosfato 0,05 M a pH 7, en una
proportion de 1:3 (w:c), utilizando un
homogenizador Braun. El homogenado se
somete a una ultracentrifugacion a 0° a
9.500 X g durante 60 minutos, en una ul-
tracentrifuga High Speed 18 MSE. El so-
brenadante es el utilizado para la deter­
mination de proteinas y actividad enzi-
maticas.

La determination de proteinas se ha
realizado por el metodo de Lowry. La de­
termination de la actividad adenosin-de­
saminasica se ha efectuado por el metodo
de Kalckar (9), consistente en perseguir
el descenso de la absorbancia a 265 m/x,
correspondiente a la transformation de
adcnosina cn inosina. Como vclocidad ini­
tial de la reaction enzimatica, se ha utili­
zado el descenso de la absorbancia en cl
primer minuto de la reaction.

Este proceder se ha seguido en un pri­
mer grupo de 8 ratas testigos y en dos
grupos mas de igual numero de ratas a las
que se ha administrado, dos horas antes
del sacrificio, 50 y 100 /*g/g de peso de
dipiridamol por via intraperitoneal, res-
pectivamcnle.

Resultados

La figura 1 corresponde a la actividad
adenosin-desaminasica de los homogena­
dos de miocardio expresada en descensos
de la absorbancia a 265 m/x por minuto,
frente a la cantidad de proteinas anadida
para desencadenar la reaction. En dicha
grafica, puede comprobarse que la activi­
dad adenosin-desaminasica es menor en
los homogenados procedentes de ratas pre­
tratadas con dipiridamol que en los homo­
genados testigos o controles. Igualmente
puede comprobarse que el grado de inhi­
bition alcanzado es proporcional a la do-
sis de dipiridamol administrada.

La figura 2 corresponde a la actividad
adenosin-desaminasica de los homogena­
dos de miocardio en funcion del tiempo,
expresada en descensos de la absorbancia
a 265 m/x por mg de proteina anadida
para desencadenar la reaction. Los resul­
tados corren paralelos a los descritos en
la figura anterior.

Las figuras 3 y 4 corresponden a la ci-

Fig. 1. Relation entre el descenso de la ab-
sorbancia a 265 m/i por minuto y la cantidad
de proteinas empleada para desencadenar la

reaction enzimatica.
(O) Homogenados de miocardio de ratas nor­
males. (•) Homogenados de miocardio de ratas
tratadas con 50 /zg/g de dipiridamol. (x) Homo­
genados de miocardio de ratas tratadas con

100 /zg/g de dipiridamol.
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Fig. 2. Relation entre el descenso de la ab-
sorbancia por mg de proteina y la duration

de la reaction enzimatica.
(O) Homogenados de miocardio de ratas nor­
males. (•) Homogenados de miocardio de ratas
tratadas con 50 pg/g de dipiridamol. (x) Homo­
genados de miocardio de ratas tratadas con

100 pg/g de dipiridamol.

netica de la actividad adenosin-desamina-
sica expresada por los metodos de Mi-
chaelis-Menten y Lineweaver-Burk, res-
peclivamente. En dichas graficas, puede
comprobarse la proporcionalidad del gra­
de de inhibition ocasionado por el dipiri-
damol con la dosis administrada de este,
asi como la naturaleza competitiva de la
inhibition ocasionada. En efecto, el valor
de Vm.ix no varia tanto con los homoge­
nados controles como con los homogena­
dos procedentes de ratas pretratadas con
dipiridamol. Sin embargo, el valor de K„,
sc modifica desde 2,2 X 10-4 M en los ho­
mogenados controles hasta 2,8 X 10“4 M
y 4 X 10“ ‘ M en homogenados proceden­
tes de ratas pretratadas con 50 y 1(X) pg
de dipiridamol por gramo de peso, res-
pectivamentc.

Finalmente, la figura 5 revela el grado
de inhibition determinado por cl dipirida­
mol en funcion de la dosis administrada.

Asi, la inhibition alcanzada en las ratas
inyectadas con 50 pg de dipiridamol por
gramo de peso es del 13 %, y la inhibition
en las inyectadas con 100 /xg/g es del
27,5 %.

[adenosinaJ.io'6m

Fig. 3. Cindtica de la actividad adenosin-de-
saminasica expresada por el metodo de Mi­

chaelis y Menten.
(O) Homogenados de miocardio de ratas nor­
males. (•) Homogenados de miocardio de ratas
tratadas con 50 pg/g de dipiridamol. (x) Homo­
genados de miocardio de ratas tratadas con

100 pg/g de dipiridamol.

Fig. 4. Cinetica de la actividad adenosin-de-
saminasica expresada por el metodo de Line­

weaver-Burk.
(O) Homogenados de miocardio de ratas nor­
males. (•) Homogenados de miocardio de ratas
tratadas con 50 pg g de dipiridamol. (x) Homo­
genados de miocardio de ratas tratadas con

100 pg g de dipiridamol.



192 M. SOPENA, J. R. VAZQUEZ DE PRADA Y B. HERREROS

Fig. 5. Inhibition en porcentaje de la activi-
dad adenosin-desaminasica en funcion de la

dosis de dipiridamol administrada.
Para el calculo de los porcentajes se ha dado
el valor de 100 % de actividad a la obtenida en
los homogenados de miocardio de ratas testigo

no tratadas con dipiridamol.

Discusion
Como apuntabamos anteriormente, des­

de hace algun tiempo se viene concedien-
do gran importancia a la adenosina y sus
derivados nucleotidicos en la regulation
metabolica del flujo coronario, asi como
en la mediation quimica de la accion co-
ronario-dilatadora de numerosas drogas
antianginosas.

Asi, habiendo sido demostrado anterior­
mente por nosotros que el dipiridamol se
comporta in vitro como un inhibidor com­
petitive de la adenosin-desaminasa, hemos
pretendido en este trabajo confirmar in
vivo este efecto, administrando la droga a
ratas e investigando la actividad adenosin-
desaminasica en homogenados de miocar­
dio. De los resultados descritos en el apa-
rato anterior, puede deducirse la inhibi­
tion de tipo competitive ocasionada por
esta droga. atribuyendo a dicho efecto la
accion coronario-dilatadora per cl acumu-
lo de adenosina que determinaria.

Resumen
Se estudia la actividad adcnosin-dcsaminasi-

ca de homogenados de miocardio de ratas nor­

males y pretratadas con dipiridamol. Esta dro­
ga determina una inhibition de tipo competitive
del mencionado enzima, modificando el valor
de Km desde 2,2 X IO-4 M en los homogenados
controles a 2,8 X IO-4 M en los homogenados
de ratas tratadas con 50 jam de dipiridamol por
gramo de peso, y a 4 X IO-4 M en los homoge­
nados procedentes de ratas pretratadas con
100 /ag/g. Los valores de inhibition alcanzados
son del 13 y 27,5 % en los dos grupos de ratas
pretratadas anteriormente mencionados. Se atri-
buye a este efecto la accion coronario-dilatado­
ra de la droga y se relacionan los resultados
con los obtenidos in vitro anteriormente en
otros trabajos.
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