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Efecto de Piridazino (4-5-b)indoles en Tromboxano Sintetasa.
Nuevos inhibidores selectivos. Antiagregantes Plaquetarios
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RESUMEN. Se hanrealizado los ensayos como inhibidores selectivos de Tromboexa-
no Sintetasa de siete compuestos de estructura relativa a piridazino (4,5-b)indol. La
inhibicion en la segunda onda de agregacién inducida en plaquetas humanas por
ADP, en la inducida por icido araquidénico y por prostaglandina H, (PGHj,), asi
como en la produccién de Tromboxano B, (TXB; ), han permitido determinar que
dos de estos compuestos, 3,4-dihidro-4-oxo-5H-piridazino (4,5-b)indol (I) y 3,4
dihidro-4-oxo-5H-8-benciloxi-piridazino (4,5-b)indol (VII), son nuevos inhibidores
selectivos de este sistema enzimitico. _

SUMMARY. Assays were performed which identified seven compounds with the ge-
neral structure indol-piridazine (4,5-b) as selective inhibitors of Thromboxane Syn-
thetase. Compounds whose activities includes inhibition of human platelet ag-
gregation induced by Arachidonic acid (AA) and Prostaglandin H, (PGH,), and
inhibition of the second wave of platelet aggregation induced by ADP, were subjec-
ted to radioimmunoassay studies to measure TXB, and PGE, levels in the samples
using AA as the aggregating agent. This work has determined that two of the com-
pounds, 3,4-dihydro-4-oxo-5H-pyridazino-(4,5-b)indole (I)and 3,4-dih ydro-4-oxo-5H
8-benzyloxypyridazino (4,5-b)indole (VII), are new selective inhibitors of this enzy-

matic system.

Se conoce de muchos compuestos
su propiedad de inhibir las funciones pla-
quetarias y muy concretamente su capa-
cidad de agregacién'~®. Esta observaciéon
ha dado lugar a la aparicion de una inte-
resante y alternativa linea de investiga-
cién referente a la terapia anticoagulan-
te®®,

El papel de las plaquetas en la for-
macioén de trombos, asi como el efecto
de adenosin-difosfato (ADP) en su agre-

gacion estd muy documentado y se cono-
ce desde antiguo’ . Diversas sustancias ca-
paces de inhibir esa agregacién han sido
investigadas en profundidad®, sin que
por el momento se encuentren estableci-
das relaciones entre estructura quimica y
actividad biolbgica.

Mis recientemente se ha estableci-
do la gran significacién biolégica y tera-
péutica de prostaciclina, encontrindose
que esta prostaglandina es el mis potente
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inhibidor de todas las formas de agrega-
cion de plaquetas®.

Este descubrimiento anterior ha
llevado al planteamiento de una mas efi-
caz terapia anticoagulante mediante inhi-
bidores selectivos de Tromboxano-sinte-
tasa. Esta inhibicion selectiva supone re-
ducir la actividad de Tromboxano-A,
(TXA;), un potente agregante y vaso-
constrictor, y un aumento en la produc-
cibn de prostaglandina E, (PGE,)>'°.

Este trabajo es parte de una serie y
supone el estudio de siete derivados de
(4,5-b) piridazinoindol. Los compuestos
han sido descritos con anterioridad por
nosotros!! (ver parte experimental).

La demostracion de actividad se-
lectiva en los compuestos que se presen-
tan se determind de acuerdo con el mo-
delo de Gorman: inhibicion de la segun-
da onda en la agregacién inducida por
ADP, inhibicién en la agregacion induci-
da por 4cido araquidonico (AA) y PGH,
y aumento en la produccién de PGE; en
la agragacion inducida por AA, con la
consiguiente inhibicién en la produccion
de TXB,'2.

DISCUSION

Los ensayos de agregacién se han
realizado en piridazino (4,5-b)indoles
previamente descritos por nosotros (ver
parte experimental).

- Estos ensayos se plantearon como
consecuencia de observaciones publica-
das con anterioridad, en los que se ponia
de manifiesto la importancia del anillo
de indol en este tipo de actividad'®. En
todos los casos se trataba de indoles sus-
tituidos en posicion dos del anillo. La ac-
tividad encontrada en 2-isopropil-3-nico-
tinilindol (L-8027)'*, un indol 2,3 disus-

tituido, unido a la actividad observada en

indol-2-carbonil hidtazidas?® nos llevd a

plantear este trabajo, que supone la for- -
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macién de un sistema de piridazina en el
enlace (b) del anillo de indol y por lo
tanto relacionable con los sistemas 2,3-
disustituidos.

Los ensayos se realizaron sobre
sangre de voluntarios aparentemente sa-
nos de entre 17 y 23 afios de edad (30
mujeres y 13 hombres). El primer paso
fue seleccionar aquellos donantes que
presentaban una curva de agregacion
frente a ADP en la que fuese facilmente
determinable la segunda onda (Figura 1).
Solamente veintitrés personas (18 muje-
res y 5 hombres) presentaron la curva
adecuada.
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Figura 1. Estudio de la accién que produce la
agregacion plaquetaria inducida por ADP so-

bre plasma de donantes aparentemente sanos.

A. Donantes que presentan doble onda de
agregacion.

B. Donantes que no presentan dicha doble
onda.

Las condiciones del ensayo se de-
terminaron en razon de observaciones
realizadas con anterioridad. Se utiliza eti-
lenglicol al 1,0% en suero fisiologico como
disolvente. A esta concentracion el etilen-
glicol no tenfa efecto sobre la agregacion.
El tiempo de incubacion elegido fue de 5

60 minutos en funci6én de observaciones
realizadas también con anterioridad por
nosotros, segin las cuales se puede esta-
blecer una cierta dependencia en funcion
del tiempo. Se puede observar (Tabla 1)
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que algunos compuestos a los 5 minutos
no presentaron actividad antiagregante
mientras que a los 60 minutos esta acti-
vidad en la agregacién inducida por ADP
pasaba a ser significativa. Similares obser-
vaciones_se pueden hacer a la inhibicién
de la agregacién producida por el acido
acetilsalicilico (ASA) que se toma como
referencia. Es de notar, a este respecto,
el diferente comportamiento de los plas-
mas frente a ASA en funcion del tiempo
de preincubacién utilizado. De forma
que en tanto a los 60 minutos todos los
plasmas presentaron segunda onda de a-
gregacion inducida por ADP y quedaron
inhibidos por ASA 10™* M, a los 5 minu-
tos este efecto solamente se producia en
el 40% de los plasmas ensayados.
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Figura 2. Estudio de la accién que producen los

distintos compuestos sobre la agregaciéon pla-

quetaria inducida por ADP, con un tiempo de

incubacibén de 60 min a 37° C.

A. Cozltrol etilenglicol-suero fisioldgico al
10%

B. Inhibicién que presentan los compuestos
a concentracién final de 10° M

Los compuestos I, I, I1I, V y VII
presentaron actividad antiagregante fren-
te a ADP (Figura 2, Tabla 1) y posterior-
mente fueron ensayados frente a la agre-
gacién inducida por AA a 5y 60 minu-
tos de incubacibén. De los siete, solamen-
te dos resultaron ser activos a las concen-
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Figura 3. Estudio de la acci6n que producen los

compuestos frente a la agregacion plaquetaria

inducida por icido araquidénico con un tiempo

de incubacion de 60 min a 37° C

A. Control etilenglicol-suero fisiolégico al
10%

B. Inhibicidbn que presentan los compuestos
a concentracién final de 105 M
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Figura 4. Estudio de la accién que producen los

compuestos frente a la agregacién plaquetaria

inducida por PGH; con un tiempo de incubacion

de 60 min a 37° C

A. Control etilenglicol-suero fisiolégico al
10%

B. Inhibicién que presentan los compuestos
a concentracién final de 10° M

traciones indicadas frente a AA, concre-
tamente 3,4-dihidro-4-oxo-5H-piridazino
(4,5-b)indol (I) y 3,4-dihidro-4-oxo-5H-
8-benciloxi-piridazino (4,5-b)indol (VII)
(Tabla 1) que lo fueron a 10™ M (Fig. 3)
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Concentracién incremento % inhibici6n
fi.na.l PGE2 TXB2
Compuestos R, Rg Rg M
1 H H H 1075 2,4 36
5.10°6 0 0
1076 0 0
VII H H BzO 1075 270,4 48,7
5.10°6 0 0
10°6 0 0

Tabla 2. Efecto que producen los 4-oxo-piridazino-(4,5-b)indoles mas activos de la Tabla 1 sobre
la produccién de TXB, y PGE, en la agregacion plaquetaria inducida por AA.

Los PRP (Plasma rico en plaquetas)
de los compuestos 1 y VII fueron estu-
diados por radioinmunoensayo después
de la agregacion inducida por AA. Se de-
termina ahora los niveles de TXB, , (for-
ma estable de TXA,) y de PGE,. Para
estos compuestos y a la concentracion de
10™* M el aumento de PGE, con respec-
to al control es de 2,4% y de 270,4% res-
pectivamente; en tanto que la inhibicién
de TXB, con respecto al control fue de
36% y 48,7% respectivamente (Tabla 2).

Asi mismo los compuestos I y VII
presentaron una inhibicion del 100%
frente a la agregacién inducida por PGH,
(Figura 4, Tabla 1).

Estos compuestos I y VII que pre-
sentaron actividad antiagregante impor-
tante estan estrechamente relacionados
con (L-8027), segn nuestra hipotesis i-
nicial de trabajo.

Los resultados obtenidos permiten
asegurar que nos encontramos frente a
un nuevo tipo de compuestos inhibidores

de tromboxano sintetasa y en consecuen-

cia selectivos.

PARTE EXPERIMENTAL
La sangre fue obtenida del ante-
brazo de personas aparentemente sanas y

recogida en tubos de polietileno conte-
niendo un volumen de 1:9 de citrato so6-
dico 3,8%.

El plasma rico en plaquetas (PRP)
se obtuvo por centrifugacién a 800 rpm
durante 10 minutos y se ajustd con plas-
ma pobre en plaquetas (PPP) a 200.000
plaquetas/mm?.

El plasma PPP se obtuvo por cen-
trifugacion de sangre citrada a 4.000 rpm
durante 8 minutos. '

Los compuestos fueron obtenidos
con anterioridad por ciclacién de indoles
sustituidos a piridazino (4,5-b)indoles
(I'S, 116, [I7, TV, V18 VIt VI'7),

Como disolvente se utilizb etilengli-
col-suero fisiolégico a concentracién fi-
nalde 1%.

Los agentes agregantes fueron ADP
(2 x 107 M), AA (1,3 mM) y PGH,
(2,8 uM).

La agregacion fue medida segiin el
método descrito por Born y Cross!® uti-
lizando un agregometro de doble canal.

En el ensayo, 0,1 ml del compues-
to se disuelven en 0,9 ml de etilenglicol-
suero fisiologico al 10%, obteniéndoge
una concentracién 10°% M. De esta solu-
cion se toman 0,05 ml y se afiaden a 0,4
ml de PRP contenidos en un tubo de po-
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lietileno. Las plaquetas con el compuesto
se incubaron 5 6 60 minutos a 370 Cy
en este momento se afiade el agente agre-
gante (0,05 ml). Las concentraciones fi-
nales fueron de 107%, 5.107% y 107 M.

Las determinaciones de PGE, y
TXB, se realizaron en las muestras de
los compuestos que presentaron inhibi-
cion de agregacion por radicinmunoen-
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