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RESUMEN 

Alrededor del 30% de las visitas al servicio de urgencias por abuso de 

drogas están relacionadas con complicaciones inducidas por la cocaína sobre 

el sistema cardiovascular, principalmente como consecuencia de un aumento 

del tono simpático. El levamisol, fármaco antihelmíntico limitado al uso 

veterinario por sus efectos adversos en humanos, es el adulterante más 

frecuente de la cocaína. Al igual que la cocaína, el levamisol bloquea de forma 

aguda la la recaptación de aminas biógenas, pero sus efectos vasculares no son 

bien conocidos. Por lo tanto, el objetivo central de este estudio fue evaluar los 

efectos directos del levamisol y la cocaína en tres arterias diferentes. 

Se montaron segmentos de arterias carótida, renal y aorta de 3 mm de 

longitud, procedentes de 30 conejos sanos, en un sistema de baño de órganos 

que contenía solución fisiológica (solución de Krebs-Henseleit) para el 

registro de tensión isométrica. Además, se midió la expresión proteica de los 

receptores adrenérgicos (α1 y α2), de la eNOS y de marcadores de estrés 

oxidativo (SOD1, SOD2 y Nox4) mediante la técnica de Western Blot. 

El levamisol, al igual que la cocaína, no modificó el tono vascular 

basal. Sin embargo, el levamisol (10-3 M) produjo un ligero aumento en la 

arteria carótida. En vasos contraídos con noradrenalina, el levamisol, pero no 

la cocaína, indujo una relajación dependiente de la concentración. La 

administración conjunta de levamisol y cocaína no alteró la respuesta relajante 

máxima inducida por el levamisol. El levamisol (10-4-10-3 M) redujo la 

respuesta contráctil a la fenilefrina en todos los lechos estudiados, mientras 

que la cocaína (10-5 M) potenció esta respuesta en la arteria carótida. La 

administración conjunta de ambas sustancias no modificó la respuesta 

producida por el levamisol. Tanto el levamisol (10-6-10-4 M) como la cocaína 

(10-6-10-4 M) evocaron una potenciación dependiente de la concentración del 

estímulo nervioso simpático. Este efecto aumentó aún más con la combinación 



 

de levamisol (10-4 M) y cocaína (10-4 M) en las arterias carótida y renal. Sin 

embargo, una mayor concentración de levamisol (10-3 M) anuló la respuesta 

contráctil al estímulo simpático solo o en presencia de cocaína en todos los 

lechos vasculares. La respuesta relajante a la acetilcolina se redujo en 

presencia de levamisol, mientras que la cocaína solo la disminuyó en las 

arterias renal y aorta. Una menor relajación dependiente del endotelio 

inducida por ambas sustancias se ha relacionado con un aumento del estrés 

oxidativo que conduciría a disminuir la biodisponibilidad de NO. Ninguna de 

estas sustancias modificó la relajación inducida por el nitroprusiato sódico. 

La exposición aguda al levamisol y cocaína también produjo cambios 

a nivel molecular en los vasos estudiados. El levamisol y la cocaína a bajas 

concentraciones disminuyeron la expresión proteica de los receptores α2-

adrenérgicos, mientras que los receptores α1-adrenérgicos solo fueron infra 

expresados en presencia de altas concentraciones de levamisol. La cocaína 

redujo la expresión proteica de los receptores α1 adrenérgicos en la arteria 

renal. Por otro lado, el levamisol disminuyó la expresión proteica de la eNOS 

en la aorta, mientras que la cocaína solo lo hizo en las arterias renal y aorta. 

Tanto el levamisol como la cocaína aumentaron la expresión proteica de la 

enzima prooxidante Nox4 en la arteria renal. Paradójicamente, el levamisol 

infra expresó esta enzima en la arteria carótida. La expresión de las enzimas 

antioxidantes SOD1 y SOD2 se redujo en presencia de levamisol o cocaína 

tanto en la arteria renal como en la aorta. 

Estos resultados indican que: 1) dependiendo de la concentración el 

levamisol se comporta como un antagonista no selectivo de los receptores 

adrenérgicos α1 y α2, 2) el levamisol a bajas concentraciones potencia los 

efectos de la cocaína a nivel presináptico, lo que se traduce en un sinergismo, 

3) el levamisol disminuye la respuesta relajante a la acetilcolina de forma 

concentración-dependiente en los tres vasos estudiados, mientras que la 



 

cocaína solo afecta a las arterias renal y aorta. La combinación de levamisol y 

cocaína no altera la respuesta producida por el levamisol, 4) la disfunción 

endotelial inducida por ambas sustancias puede estar relacionada con un 

aumento de estrés oxidativo.  

  



 

ABSTRACT 

About 30% of Emergency Department visits for drug abuse are related 

to cocaine cardiovascular toxicity, mainly secondary to an increased 

sympathetic tone. Levamisole, a veterinary anthelmintic drug, is the most used 

cocaine adulterant. Like cocaine, levamisole acutely blocks noradrenaline 

reuptake, but its vascular effects are not well known. Therefore, the main 

purpose of this study was to evaluate the direct effects of levamisole and 

cocaine in three different arteries. 

Rings (3 mm long) of carotid and renal arteries and the aorta from 30 

healthy rabbits were mounted for isometric tension recording in organ bath 

chambers containing Krebs-Henseleit solution. α1 and α2 -adrenergic 

receptors, eNOS, SOD1 and SOD2, and Nox4 protein expression was 

measured by Western Blot. 

Only levamisole at the highest concentration (10-3 M) slightly 

increased basal vascular tone, effect limited to carotid artery. In vessels 

contracted with noradrenaline, only levamisole induced a concentration-

dependent relaxation. Levamisole (10-4-10-3 M) reduced the contractile 

response to phenylephrine, while cocaine (10-5 M) enhanced this response in 

the carotid artery. Co-administration of both substances did not modify 

levamisole response. Both levamisole (10-6-10-4 M) and cocaine (10-6 -10-4 M) 

produced a concentration-dependent potentiation of the electrical field 

stimulation. This effect was further enhanced by the combination of 

levamisole (10-4 M) and cocaine (10-4 M) in the carotid and renal arteries. 

However, levamisole (10-3 M) abolished adrenergic neurotransmission alone 

or in the presence of cocaine. The relaxing response to acetylcholine was 

reduced by levamisole, while cocaine decreased relaxation only in the renal 

artery and aorta. Impaired relaxation induced by both substances was 

associated with increased oxidative stress. Neither cocaine nor levamisole 



 

modified the relaxation induced by sodium nitroprusside. Levamisole and 

cocaine also induced vessels changes at molecular level. Lower 

concentrations of each substance reduced α2 adrenergic receptor protein 

expression whereas α1 expression was only reduced by higher concentrations 

of levamisole. Cocaine decreased α1 expression only in the renal artery. 

Furthermore, cocaine reduced eNOS protein expression in both renal artery 

and aorta, whereas levamisole did it only in the aorta. Both cocaine and 

levamisole increased Nox4 protein expression in the renal artery. However, 

levamisole reduced its expression in the carotid artery. SOD1 and SOD2 

expression was reduced by both substances in the renal artery and aorta. 

In conclusion, 1) depending on concentration, levamisole acts as a 

non-selective antagonist of α1 and α2 adrenergic receptors; 2) lower 

concentrations of levamisole enhances the effects of cocaine at presynaptic 

level, resulting in synergism; 3) levamisole decreases the relaxation to 

acetylcholine in a concentration dependent manner in the three vessels while 

cocaine does it only in the renal artery and aorta. 4) The endothelial 

dysfunction induced by both substances may be related to increased oxidative 

stress. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

ABREVIATURAS, ACRÓNIMOS Y SIGLAS 

 

ADMA NG, NG-dimetil-L-arginina asimétrica 

AMPc  Adenosina monofosfato cíclico  

ANCA Anticuerpos anticitoplasma de neutrófilos  

BH4 Tetrahidrobiopterina 

Big ET-1 Proendotelina 

COX Ciclooxigenasa 

DAT Transportador de dopamina  

DEA Administración de Control de Drogas de los Estados 

Unidos 

EDH Hiperpolarización derivada del endotelio  

eNOS Óxido nítrico sintasa endotelial 

ET-1 Endotelina-1  

FAD Flavín adenina dinucleótido 

FMN Flavín mononucleótido  

GCs Guanilato ciclasa soluble  

GMPc Guanosina monofosfato cíclica 

GSHpx Glutatión peroxidasa  

GTP Guanosina 5-trifosfato 

H2O2 Peróxido de hidrógeno 

IL Interleucina 

iNOS Óxido nítrico sintasa inducible  

IP Receptores de prostaciclina  

KATP Canales de K+ activados por ATP  

Kir Canales de K+ rectificadores de entrada  

L-NAME NG-nitro-L-arginina metil éster 

L-NArg NG-nitro-L-arginina  

L-NMMA NG-monometil-L-arginina  

LDL Lipoproteínas de baja densidad  

MAO Monoamino oxidasa  
NA  Noradrenalina 

nAChR Receptores nicotínicos de la acetilcolina 

NADPH Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato  

NET Transportador de noradrenalina  

NFkB Factor nuclear kappa-B  

nNOS Óxido nítrico sintasa neuronal  

NO Óxido nítrico  

Nox NADPH oxidasa  

O2- Anión superóxido  

OH- Radical hidroxilo  



 

ONOO- Peroxinitrito 

PGH2 Prostaglandina H2  

PGI2 Prostaciclina 

PKG Proteína quinasa dependiente de GMPc 

PPARγ Proliferador de peroxisomas  

ROS Especies reactivas de oxígeno  

sCD40L Ligando CD40 soluble 

SERT Transportador de serotonina  

SNC Sistema nervioso central  

SOD Superóxido dismutasa  

TNAP Fosfatasa alcalina no específica de tejido  

TNF Factor de necrosis tumoral 

Trx Thioredoxina peroxidasa  

TXA2 Tromboxano A2 

XO Xantina oxidasa  
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 Introducción 

1. Regulación del tono vascular 

 

El tono vascular está determinado por el balance entre la 

vasodilatación y vasoconstricción del músculo liso vascular. Está regulado por 

la influencia simultánea de hormonas circulantes, derivados plaquetarios, 

neurotransmisores y la producción de sustancias vasoactivas liberadas por el 

endotelio [1]. 

El endotelio reviste la cara interna de la vasculatura y ejerce una 

función dual, mediante la secreción de factores vasodilatadores como el óxido 

nítrico (NO), la prostaciclina (PGI2) y la hiperpolarización derivada del 

endotelio (EDH) y factores vasoconstrictores como el tromboxano (TXA2), la 

endotelina-1 (ET-1) y el anión superóxido (O2-), en respuesta a diferentes 

estímulos humorales, y/o mecánicos [1, 2]. Es considerado un importante 

regulador de la homeostasis vascular local, ya que mantiene el equilibrio entre 

vasodilatación y vasoconstricción; inhibición y promoción de la proliferación 

y migración de las células del músculo liso vascular; prevención y 

estimulación de la adhesión y agregación plaquetaria así como en la 

trombogénesis y la fibrinólisis [2]. 

 

1.1. Factores relajantes derivados del endotelio 

 

1.1.1. Óxido nítrico 

 
El óxido nítrico (NO) es un vasodilatador dependiente del endotelio, 

que contribuye al mantenimiento del tono vascular mediante su acción 

dilatadora en los vasos sanguíneos [1]. Además, tiene efectos adicionales 

sobre la neurotransmisión, tanto en el sistema nervioso central como en el 

periférico [3]. Actualmente, es considerado una molécula antiaterosclerótica 

debido a sus propiedades antiinflamatorias, antiapoptóticas, antiplaquetarias y 
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antiproliferativas [4]. En su estructura posee un electrón desapareado, por lo 

que se le considera un radical libre capaz de reaccionar rápidamente con otras 

moléculas que contienen electrones no apareados y con metales de transición 

como el hierro hemínico [5]. 

El NO es generado por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS), de la 

cual se han identificado tres isoformas: neuronal (nNOS), inducible (iNOS) y 

endotelial (eNOS). La nNOS se expresa en neuronas y actúa como un 

mensajero neuronal que regula la liberación de neurotransmisores sinápticos 

[6, 7], la iNOS, que es inducible, sólo se expresa en células que han estado 

expuestas a mediadores inflamatorios u otros estímulos nocivos que activan 

los macrófagos [7, 8], y la eNOS se expresa principalmente en células 

endoteliales, aunque también se ha detectado en cardiomiocitos, plaquetas y 

otras células [7]. 

En respuesta a estímulos físico-químicos como la tensión de 

cizallamiento, o a agonistas dependientes de receptor como la acetilcolina, la 

bradiquinina o la sustancia P, se produce un aumento de calcio en la célula 

endotelial que se une a la calmodulina. El complejo Ca2+–calmodulina  

resultante inicia la activación de la eNOS (Figura 1). La eNOS activada genera 

NO y L-citrulina a partir de L-arginina, O2 y NADPH [7]. La generación de 

NO requiere de una serie de cofactores esenciales como la tetrahidrobiopterina 

(BH4), flavín mononucleótido (FMN) y flavín adenín dinucleótido (FAD) [9]. 

Una vez sintetizado, el NO difunde al músculo liso vascular, donde se une y 

activa la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs), que cataliza la conversión de 

guanosina 5-trifosfato (GTP) a guanosina monofosfato cíclica (GMPc) [10]. 

El aumento de los niveles de GMPc activa la proteína quinasa dependiente de 

GMPc (PKG) responsable de la vasodilatación mediante la reducción del 

calcio citosólico regulado por diferentes mecanismos [11]. 
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Figura 1. Esquema de la vía de formación de NO y relajación vascular a través del 

GMPc. M3: receptor muscarínico; Rs: retículo sarcoplasmico; CaM: calmodulina; 

BH4: tetrahidrobiopterina; eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial; L-Arg: NG-nitro-

L-arginina;  NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato; GTP: guanosina 

5-trifosfato; GMPc: guanosina monofosfato cíclica; PKG: proteína quinasa 

dependiente de GMPc. Imagen adaptada de [12]. 

 

La reacción del NO con el grupo hemo de la hemoglobina, que actúa 

como un depurador intravascular, es la principal vía metabólica para su 

eliminación. In vivo, el NO difunde al eritrocito donde reacciona con la 

oxihemoglobina originando nitratos, lo cual limita su vida media biológica 

entre 1 y 10 segundos [5, 13].  

En la actualidad, la inhibición farmacológica del NO se consigue 

principalmente mediante inhibidores de la NOS, y en menor medida, de los 

segundos mensajeros [14]. Los inhibidores de la NOS son análogos de la L-

arginina. Existen dos inhibidores endógenos: NG, NG-dimetil-L-arginina 

asimétrica (ADMA) y NG-monometil-L-arginina (L-NMMA). El ADMA es 

potente y no competitivo, mientras que el L-NMMA es menos potente y 
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competitivo [15]. Los inhibidores exógenos más importantes son el NG-nitro-

L-arginina metil éster (L-NAME) y la NG-nitro-l-arginina (L-Arg). Ambos son 

inhibidores no selectivos de la NOS [16]. 

 

1.1.2. Prostanoides 

 
Los prostanoides son una familia de compuestos lipídicos sintetizados 

a partir del ácido araquidónico [17]. En el sistema cardiovascular, la PGI2 y el 

TXA2 son los prostanoides que participan en la regulación del tono vascular. 

Su producción es catalizada por la enzima ciclooxigenasa (COX) de la cual 

existen dos isoformas, COX-1 y COX-2. La COX-1 se expresa 

constitutivamente en las células endoteliales y puede sobreexpresarse en 

situaciones de incremento de la tensión de cizallamiento, mientras que la 

COX-2 se induce a menudo cuando el endotelio está dañado y expuesto a 

citoquinas inflamatorias. Sin embargo, la COX-2 también se expresa 

constitutivamente en varios órganos y tipos de células, incluidas las 

endoteliales, donde su expresión también se ve aumentada por un incremento 

en la tensión de cizallamiento. La indometacina puede inhibir la actividad de 

la COX, actuando de forma no selectiva para la COX-1 y 2  [18].  

La COX-2 parece ser la principal responsable de la generación de 

PGI2. La COX-2 convierte el ácido araquidónico en prostaglandina H2 (PGH2), 

que por acción de la prostaciclina sintasa se transforma en PGI2. La PGI2 se 

une a los receptores de prostaciclina (IP) que se encuentran tanto en las 

plaquetas como en las células del músculo liso vascular. La activación de los 

receptores IP plaquetarios conduce a la inhibición de la agregación 

plaquetaria. La unión de la PGI2 al receptor IP vascular activa la adenilato 

ciclasa que induce la síntesis de adenosina monofosfato cíclica (AMPc) y 

disminuye el calcio intracelular responsable de la vasodilatación [19].  
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Se ha descrito una relación compensatoria entre la relajación mediada 

por NO y PGI2. Si bien en presencia de NO el bloqueo de la PGI2 no tiene 

mucho efecto, cuando se reduce la producción de NO, la PGI2 compensa en 

parte la relajación [20].  

 

A diferencia de la PGI2, el TXA2 produce vasoconstricción y  

agregación plaquetaria, y deriva predominantemente de la COX-1 plaquetaria, 

aunque también puede ser generada por las células endoteliales [17]. 

El equilibrio en la actividad de la PGI2 y el TXA2 ayuda a mantener 

la homeostasis en el vaso sanguíneo. La importancia de este equilibrio se hace 

evidente cuando se utilizan inhibidores selectivos de la COX-2 como 

antiinflamatorios, lo que disminuye la producción de PGI2 sin afectar la 

producción de TXA2, lo cual producirá vasoconstricción y agregación 

plaquetaria aumentando el riesgo de eventos cardiovasculares [21]. 

 

1.1.3. Hiperpolarización derivada del endotelio 

  
El endotelio controla el tono vascular no sólo mediante la liberación 

de varias sustancias vasoactivas, sino también por otra vía asociada a la 

hiperpolarización de las células endoteliales y del músculo liso, denominada 

hiperpolarización dependiente del endotelio (EDH). Esta respuesta se 

manifiesta cuando las células endoteliales son activadas por agonistas como 

la bradiquinina y la acetilcolina, o la tensión de cizallamiento [22, 23]. El NO 

y la PGI2 pueden producir vasodilatación hiperpolarizando las células del 

músculo liso, aunque sea por un corto período de tiempo, antes de que sus 

mecanismos de acción se manifiesten [23]. Sin embargo, cuando la síntesis de 

NO y PGI2 están inhibidas, persiste la hiperpolarización, lo cual sugiere la 

implicación de otras vías [22]. 
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El mecanismo de acción propuesto para el EDH se inicia con el 

aumento en la concentración del calcio intracelular [Ca2+]i de las células 

endoteliales. Este aumento conlleva la apertura de canales de K+ activados por 

calcio (K+Ca) de baja e intermedia  conductancia, con la consiguiente salida de 

iones K+ al espacio intersticial y la hiperpolarización de las células 

endoteliales. El acoplamiento eléctrico directo a través de las uniones 

mioendoteliales tipo gap y/o la acumulación de iones K+ en el espacio 

intersticial que activan en el músculo liso, la bomba Na+-K+-ATPasa y los 

canales de K+ rectificadores de entrada (Kir) evocarán la hiperpolarización de 

las células del músculo liso  [21, 23]. La hiperpolarización disminuye la 

entrada de Ca2+ al músculo liso por el cierre de los canales de calcio 

dependientes de voltaje  produciendo finalmente vasodilatación [25].  

Además, se ha propuesto otro mecanismo hiperpolarizante del 

músculo liso, en el que no es necesaria la hiperpolarización de las células 

endoteliales. En este caso factores como el NO, la PGI2, los ácidos 

epoxyeicosatrienoicos (EETs), el peróxido de hidrógeno (H2O2) o el 

monóxido de carbono, activan diferentes familias de canales de K+, 

predominantemente los activados por calcio de alta conductancia y/o los 

activados por ATP (KATP), que son bloqueados por la iberotoxina o la 

glibenclamida, respectivamente [25, 26].  

 

1.2. Factores contráctiles derivados del endotelio 

 

1.2.1. Endotelina-1 

 

La endotelina (ET) es un péptido vasoconstrictor con tres isoformas: 

ET-1, ET-2 y ET-3 [27]. Las células endoteliales sólo liberan ET-1 

convirtiendo la proendotelina (Big ET-1) en ET-1 mediante la enzima 

convertidora de endotelina [27]. La producción de ET-1, así como su 
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liberación, es estimulada por factores inflamatorios como las interleucinas 

(IL) y el factor de necrosis tumoral (TNF), y la disminución de NO y PGI2 

[28].  

Se han identificado receptores para la ET-1 tanto en las células del 

músculo liso (ETA y ETB) como en las células endoteliales (ETB), y su 

distribución depende del tipo de lecho vascular [29]. Por ejemplo, la relación 

ETA/ETB en venas, es menor que en arterias. Cuando la ET-1 se une a los 

receptores ETA o ETB de las células del músculo liso, los canales de Ca2+ se 

abren permitiendo la entrada del Ca2+ extracelular produciendo 

vasoconstricción. Sin embargo, la activación de los receptores ETB 

endoteliales induce la liberación de NO y PGI2 [30] ejerciendo como 

modulador de la contracción inducida por la ET-1. 

 

1.2.2. Factores contráctiles derivados de la ciclooxigenasa 

 

Actualmente se considera que los factores contráctiles derivados del 

endotelio que dependen de la COX desempeñan un papel primordial. Se ha 

demostrado que el ácido araquidónico es capaz de inducir contracciones 

dependientes del endotelio en arterias y venas y que este efecto es inhibido 

por bloqueantes de la COX [31]. Estudios experimentales han identificado al  

TXA2 y a la prostaglandina H2 como los principales factores derivados de la 

COX con efecto vasoconstrictor [31]. Además, la PGI2, cuyo efecto es 

vasodilatador, también es capaz de comportarse como un vasoconstrictor bajo 

condiciones patológicas como la hipertensión. Los derivados de la COX 

difunden al músculo liso vascular y mediante la activación de receptores TP 

producen vasoconstricción, agregación plaquetaria y proliferación del 

músculo liso vascular [31]. 
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2. Sistema simpático 

 

El sistema simpático es un regulador crítico del tono vascular y la 

presión arterial, desempeñando un papel fundamental en el mantenimiento de 

la homeostasis cardiovascular y las funciones fisiológicas. Los estímulos 

extrínsecos, como el estrés, el trauma, la hemorragia y el dolor, pueden elevar 

la actividad simpática, resultando en un aumento de la resistencia vascular. 

Los nervios simpáticos inervan principalmente a las grandes arterias y las 

arteriolas precapilares [32]. La noradrenalina (NA) es el principal 

neurotransmisor simpático y actúa sobre diferentes poblaciones de receptores 

adrenérgicos clasificados en α1, α2, β1, y β2 [33]. Los receptores α1 están 

localizados en las células del músculo liso y cuando se activan participan en 

el aumento del [Ca2+]i, evocando una respuesta vasoconstrictora [33]. Los 

receptores α2 se localizan a nivel presináptico y postsináptico, tanto en el 

músculo liso vascular como en el endotelio. A nivel presináptico, su 

activación aumenta la recaptación de NA liberada durante la neurotransmisión 

simpática, reduciendo la vasoconstricción [34]. A nivel postsináptico, la 

activación de los receptores α2 del músculo liso disminuye la actividad de la 

adenilato ciclasa, inhibiendo la liberación de AMPc que conlleva a un 

aumento del [Ca2+]i, lo que resulta en una respuesta vasoconstrictora [34]. La 

estimulación de los α2 endoteliales reduce la vasoconstricción al favorecer la 

liberación de NO [35].  

Por otro lado, la activación de los receptores β1 y β2 inducen 

vasodilatación. Estos receptores se encuentran en el músculo liso y su 

estimulación conduce al aumento de la adenilato ciclasa, promoviendo la 

producción de AMPc que conlleva a la disminución del [Ca2+]i. Además, la 

vasodilatación también se puede producir a través de la hiperpolarización de 

las células del músculo liso, probablemente a través de la activación de los 
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canales KATP [36]. También se ha demostrado que los β2 localizados en el 

endotelio pueden contribuir a la vasodilatación mediante la liberación de NO 

[34].   

 

3. Disfunción endotelial 

 

La disfunción endotelial se define como la alteración de la función 

normal del endotelio que causa interacciones no adaptativas en la pared 

vascular y que contribuyen al inicio y/o progresión de enfermedades 

cardiovasculares [37]. Esta alteración puede aparecer como resultado de 

variaciones de los patrones de flujo sanguíneo, o por un desequilibrio en la 

producción de factores relajantes y contráctiles; mediadores procoagulantes y 

anticoagulantes; o de elementos inhibidores y promotores del crecimiento 

vascular [37]. Se considera que el principal mecanismo que contribuye a la 

disfunción endotelial es la disminución de la biodisponibilidad de NO, bien 

por disminución de la síntesis o bien por aumento de las especies reactivas de 

oxígeno (ROS) en la pared vascular [37, 38]. En cualquier caso, la reducción 

de la biodisponibilidad de NO favorece la trombosis, la infiltración de 

macrófagos, el crecimiento celular y la respuesta inflamatoria [38]. Además, 

puede desencadenar la liberación de sustancias contráctiles derivadas del 

endotelio, como prostanoides contráctiles y ET-1 que amplifican el grado de 

disfunción endotelial [38].  

 

3.1. Regulación de las especies reactivas de oxígeno 

 

Las ROS son un grupo de moléculas derivadas del oxígeno y 

generadas principalmente por las mitocondrias durante los procesos normales 

oxidativos del metabolismo. Las principales ROS son el O2- y sus derivados, 
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el H2O2 y el radical hidroxilo (OH-). Niveles basales de ROS pueden activar 

la eNOS, iniciando la relajación dependiente de endotelio en varios lechos 

vasculares [38]. En el caso del O2-, concentraciones fisiológicas son 

efectivamente eliminadas por las tres isoformas de la superóxido dismutasa 

(SOD) vascular, un enzima antioxidante. La SOD convierte el O2- en H2O2, 

que a su vez se descompone en agua y O2 por la acción de enzimas 

antioxidantes como la catalasa, la glutatión peroxidasa (GSHpx) o la 

thioredoxina peroxidasa (Trx) [39]. El H2O2 difunde al músculo liso y produce 

hiperpolarización lo que resulta en una respuesta vasodilatadora [40] (Figura 

2). 

 

 

Figura 2. Interacción del óxido nítrico y superóxido en la regulación del tono vascular 

dependiente del endotelio. eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial; O2-: anión 

superoxido; NO: óxido nítrico; H2O2: peróxido de hidrógeno; GCs: guanilato ciclasa 

soluble; K+ca: canales de K+ activados por calcio; GMPc: guanosina monofosfato 

cíclica; ONOO-: peroxinitrito; COX: ciclooxigenasa; OH- : radical hidroxilo; AA: 

acido araquidónico; PGH2: prostaglandina H2; TP: receptor TP. Imagen adaptada de 

[40]. 
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3.2. Estrés oxidativo vascular 

 

El incremento de la producción de ROS implica estrés oxidativo y se 

caracteriza por un desequilibrio entre los sistemas prooxidante y antioxidante 

[41]. Aunque la principal fuente de O2- vascular es la NADPH oxidasa (Nox), 

otras enzimas como la xantina oxidasa (XO), la eNOS desacoplada, COXs, 

lipoxigenasas, monooxigenasas del citocromo P450 o la propia cadena de 

transporte de electrones mitocondriales, también pueden estar implicadas en 

la producción de ROS [42]. La Nox reduce el oxígeno a O2- el cual reacciona 

con el NO formando peroxinitrito (ONOO-), que a su vez desactiva la 

producción de NO disminuyendo su biodisponibilidad e induciendo 

disfunción endotelial [41]. También se ha demostrado que el ONOO- es capaz 

de inactivar la PGI2 a través de la nitración de tirosina [38], lo que resulta en 

una producción de agentes vasoconstrictores como el TXA2 o la PGH2 [43] 

aumentando con ello el tono vascular. Adicionalmente, el O2- puede 

transformarse en OH-, un radical altamente reactivo y tóxico para la mayoría 

de los componentes celulares [39, 40]. Al igual que el ONOO-, el OH- también 

cataliza la producción de prostanoides vasoconstrictores [40]. 

 

Otra consecuencia del estrés oxidativo vascular es la activación de 

factores de transcripción que regulan procesos inflamatorios, como el factor 

nuclear kappa-B (NFB) o el receptor-γ activado por el proliferador de 

peroxisomas (PPARγ) [44, 45]. El aumento de ROS activa al NFB, el cual 

induce la síntesis de citoquinas proinflamatorias, como TNF-, que a su vez 

promueve la síntesis de factores inflamatorios y el aumento de la expresión de 

las moléculas de adhesión en las células endoteliales, lo que permite el 

reclutamiento y la adhesión de neutrófilos y otras células inflamatorias [44]. 

Además, el aumento de ROS atenúa la expresión y actividad del PPARγ en la 
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pared vascular, disminuyendo su acción antiinflamatoria y la producción de 

NO [45]. 

 

4. Cocaína 

 

La cocaína es un alcaloide natural extraído de las hojas de la planta de 

Erythroxylum coca, originaria y cultivada en Suramérica, aislado por primera 

vez en 1859 por Albert Niemann [46]. Es un fuerte estimulante del SNC, 

usado principalmente como droga recreativa de consumo ilegal, aunque 

también se le atribuyen aplicaciones médicas como anestésico tópico o 

antihemorrágico en algunas cirugías [47]. 

Es el estupefaciente ilegal más consumido en Europa, con mayor 

prevalencia en los países del sur y el oeste. De acuerdo con el Informe Europeo 

sobre Drogas correspondiente al año 2018 elaborado por el Observatorio 

Europeo de las Drogas y las Toxicomanías, se estima que 2,3 millones de 

jóvenes europeos entre 15 y 34 años (1,9% de la prevalencia global) han 

consumido cocaína en el último año [48], registrándose una prevalencia del 

2,5% o superior en Dinamarca, Irlanda, España, los Países Bajos y el Reino 

Unido  [48] (Figura 3).  

En España, el consumo de cocaína representó más del 30% de las 

consultas a los servicios de emergencias relacionadas con el abuso de drogas 

ilícitas registradas entre 2013 y 2016 en la Red Europea de Emergencias en 

materia de Drogas (EURO-DEN) [49]. Si bien el consumo de esta sustancia 

es el factor común en la mayoría de las urgencias (traumatismos o 

infecciones), la intoxicación es la causa más frecuente de estas visitas. Los 

principales síntomas de la intoxicación por cocaína se producen por sus 

efectos estimulantes sobre el SNC como agitación, convulsiones y psicosis; y 
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sobre el sistema cardiovascular como taquicardias, hipertensión o arritmias 

[50]. 

  

 
 
Figura 3. Prevalencia del consumo de cocaína en el último año entre jóvenes europeos 

(15-34 años). Imagen tomada del Informe Europeo sobre Drogas correspondiente al 

año 2018 [48]. 

 

4.1. Estructura química 

 

La cocaína, desde el punto de vista químico, se denomina 

benzoilmetilecgonina, un éster del ácido benzoico y una base aminoalcohólica 

relacionada con la atropina que contiene nitrógeno. Esta estructura con dos 

dominios, hidrofílicos (amina) e hidrofóbico (anillo aromático) unidos por un 

éster, puede ser la responsable de sus acciones como anestésico local [51] 

(Figura 4).  
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Figura 4. Estructura química de la cocaína. 

 

4.2. Farmacocinética  

 

La concentración plasmática de cocaína varía dependiendo de la vía 

de administración. La vía intravenosa e inhalatoria son más rápidas que la oral 

y alcanzan valores plasmáticos superiores. En estudios controlados en 

consumidores habituales voluntarios, los valores plasmáticos (Tabla 1) oscilan 

entre 0,1 y 1,25 M mientras que los valores en consumidores que acuden a 

urgencias, oscilan entre 0,1 y 120 µM [52–54].  

Una vez absorbida, la cocaína se distribuye por todo el organismo, 

teniendo especial afinidad por el cerebro, ya que atraviesa con facilidad la 

barrera hematoencefálica debido a su alta liposolubilidad. El volumen de 

distribución varía entre 1,5 a 2 L/kg [55, 56]. 

La ruta principal para el metabolismo de la cocaína involucra la 

hidrólisis de cada uno de sus dos grupos éster, por acción de las esterasas 

hepáticas y plasmáticas, a metabolitos activos e inactivos que son finalmente 

excretados en la orina [57]. La benzoilecgonina es el principal metabolito 

urinario y puede ser detectado entre 2 hasta 5 días después de consumo 

moderado [56, 57]. 

La eliminación de la cocaína es muy rápida, variando entre 20 a 30 

ml/min/kg. La semivida plasmática varía entre 60 y 120 min y la de sus 
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metabolitos entre 4 y 7 horas [55, 56]. Estas semividas se pueden prolongar 

considerablemente con dosis repetidas.  

 

Tabla 1. Concentraciones plasmáticas de cocaína según la vía de 

administración. 

 

Vía 

administración 
 Dosis (mg) 

Concentración 

plasmática 

(µM) 

Pico efecto 

máximo 

(min) 

Estudio 

Intravenosa 20-50 0,4 – 3 inmediato [58, 59] 

Inhalatoria 10-50 0,1 – 1,25 <3 [59, 60] 

Nasal 100 1 20 - 40 [57] 

Oral 100 - 200 0,3 – 0,9 60 - 120 [61] 

 

 

4.3. Mecanismos de acción  

 

En los efectos fisiológicos de la cocaína están implicados al menos 

dos mecanismos de acción. Por una parte, la cocaína es un inhibidor de la 

recaptación de aminas biógenas como la dopamina, la noradrenalina o la 

serotonina, aumentando su biodisponibilidad en la hendidura sináptica y 

potenciando su actividad en los receptores postsinápticos. En este sentido, se 

ha comprobado que la cocaína se une al transportador de dopamina (DAT) de 

las terminaciones nerviosas [62] aunque también están descritas sus acciones 

sobre los receptores postsinápticos D1 y D2 [63]. Del mismo modo, el exceso 

de noradrenalina y serotonina se debe al bloqueo de los transportadores de 

noradrenalina (NET) y serotonina (SERT), dando lugar a la activación 

indirecta de los receptores del sistema adrenérgico y serotoninérgico [64–66]. 

Por lo tanto, la cocaína se comporta como un agente simpaticomimético [67]. 
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Por otra parte, la cocaína se puede unir a varios canales iónicos 

activados por voltaje que se encuentran en las células excitables. Así, la 

cocaína (10-50 µM) inhibe los canales de sodio (Na+), observándose una clara 

disminución de la corriente rápida de entrada de Na+ (INa) y de la fase inicial 

del potencial de acción. De esta forma, la conducción del impulso se vuelve 

más lenta y la probabilidad de propagación del potencial de acción disminuye 

[68]. Estas acciones contribuyen al efecto anestésico local de la cocaína. 

Además, la cocaína disminuye la corriente de K+ por inhibir los Kir. 

Esto se traduce en una alteración de la repolarización temprana asociada a la 

prolongación del intervalo QT. Este mecanismo es el responsable de la 

taquicardia ventricular asociada al consumo de cocaína [69]. 

Finalmente, también se ha demostrado la acción directa de la cocaína 

sobre los canales de calcio tipo L con un efecto dual. Mientras que a elevadas 

concentraciones (30 - 100 µM) los inhibe (acortando la duración del potencial 

de acción), a bajas concentraciones (0,1 – 1µM) los activa y por tanto, 

prolonga la duración del potencial de acción [70, 71]. Estos efectos están 

relacionados con las propiedades arritmogénicas del consumo de cocaína [69].   

 

4.4. Efectos farmacológicos 

 

Los efectos farmacológicos de la cocaína se producen sobre todo en 

el SNC y la rama simpática del sistema nervioso autónomo. A nivel de 

aparatos y sistemas, los efectos de la cocaína se ejercen fundamentalmente 

sobre el sistema cardiovascular.  

El efecto agudo predominante de la cocaína en el SNC es una intensa 

euforia asociada a una mayor estimulación del sistema dopaminérgico. Esta 

fase eufórica puede ir acompañada de hiperactividad motora y verbal, 

insomnio y alucinaciones a la vez que disminuye el apetito y la sensación de 
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cansancio. Finalizado este efecto agudo aparece un periodo de cansancio, 

fatiga y desánimo [72]. 

Los efectos periféricos de la cocaína se desarrollan principalmente 

sobre el sistema nervioso simpático. La inhibición de la recaptación de 

noradrenalina produce un efecto simpaticomimético sobre los receptores α y 

β-adrenérgicos. Esto se traduce a nivel vascular en un aumento de la 

vasoconstricción y por lo tanto de la presión arterial, y a nivel cardiaco en un 

aumento de la frecuencia cardiaca y de la fuerza de contracción [73, 74]. Por 

otro lado, la cocaína produce alteraciones en el ritmo cardiaco, pudiendo 

actuar como anestésico local mediado por el bloqueo de los canales de sodio 

y potasio [74].  

 

4.5. Efectos vasculares 

 

Aunque los efectos más importantes de la cocaína se deben a sus 

acciones estimulantes sobre el sistema nervioso central, en la tesis nos vamos 

a centrar únicamente en sus acciones vasculares. En este sentido, los efectos 

se pueden dividir en dos bloques atendiendo a los efectos agudos y crónicos. 

 

4.5.1. Efectos agudos 

 
Los efectos agudos de la cocaína sobre los vasos sanguíneos se 

centran en la pérdida de las funciones protectoras del endotelio (Figura 5), 

siendo la vasoconstricción y la trombosis los primeros en manifestarse. 

Aunque en una fase temprana la cocaína produce vasodilatación, el 

efecto más destacado es la vasoconstricción. La acción vasodilatadora 

temprana puede ser atribuida a su efecto como bloqueante de los canales de 

Na+ [75] mientras que la respuesta vasoconstrictora es multifactorial y puede 

ser debido de la activación de varios mecanismos. El mecanismo principal se 



 

 20 

 Introducción 

debe al efecto simpaticomimético de la cocaína que activaría los receptores α-

adrenérgicos [75]. Los otros mecanismos implican al endotelio y al músculo 

liso vascular. Sobre el endotelio, la cocaína induce un aumento de la liberación 

de ET-1, lo cual a través de la activación de los receptores ETA incrementa la 

vasoconstricción [76]. Además, disminuye la producción de NO mediante la 

inhibición de la actividad enzimática de la eNOS [76, 77] que se traduce en 

un aumento de la vasoconstricción. Sobre el músculo liso vascular la cocaína 

activa los canales de calcio tipo L incrementando el calcio intracelular [Ca2+]i 

[78, 79]. 

 

 

 

 
Figura 5. Efectos agudos de la cocaína. ET-1: endotelina-1; NO: óxido nítrico; TXA2: 

tromboxano A2; PGI2: prostaciclina; FvW: factor von Willebrand; TNF-α: factor de 

necrosis tumoral α; IL-1β: interleucina-1β; IL-10: interleucina-10.  
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Los síndromes clínico-patológicos que se manifiestan por la 

vasoconstricción inducida por la cocaína incluyen el infarto de miocardio, el 

accidente cerebrovascular y el infarto renal [80]. 

Además de estas acciones directas sobre la motilidad de los vasos 

sanguíneos, se ha demostrado que la cocaína puede producir activación y 

agregación plaquetaria que conlleva a la formación de trombos [81]. Esta es 

una respuesta compleja que implica la interacción de las células sanguíneas, 

el sistema de coagulación y el endotelio vascular. En este sentido, se ha 

observado que la cocaína induce activación plaquetaria mediada por 

liberación de los gránulos α [81], aumento de la expresión de P-selectina [82] 

y de la unión de fibrinógeno a la superficie plaquetaria [82]. Además, también 

se ha propuesto que la cocaína puede estimular a las plaquetas indirectamente 

mediante la activación del endotelio vascular. Así, la cocaína aumenta la 

adhesión plaquetar (por aumento del factor von Willebrand [83]) y disminuye 

la fibrinólisis [84] favoreciendo con ello la formación de trombos. Los efectos 

sobre la agregación plaquetaria son consecuencia del desequilibrio entre la 

formación de TXA2 (agregante) y PGI2 (antiagregante). La cocaína aumenta 

la liberación de TXA2 [85, 86] e inhibe la liberación de PGI2 endotelial [87]. 

Los síndromes fisiopatológicos relacionados con las acciones trombóticas de 

la cocaína incluyen el accidente cerebrovascular isquémico, el síndrome 

coronario agudo, y el infarto renal o pulmonar [80, 88]. 

De igual forma, la cocaína induce un estado inflamatorio como 

consecuencia de incrementar citoquinas proinflamatorias, como el TNF-α y la 

IL-1β y de disminuir citoquinas antiinflamatorias como la  IL-10. Este estado 

inflamatorio se ha relacionado con el desarrollo de endocarditis bacteriana, 

cardiomiopatía, vasculitis cerebral o colitis [80, 89]. 
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4.5.2. Efectos crónicos 

 
A nivel vascular, los efectos adversos derivados del consumo crónico 

de cocaína están más relacionados con procesos inflamatorios y aterogénicos. 

Ambos procesos están asociados al daño endotelial persistente que constituye 

un marcador temprano del desarrollo de arterosclerosis. Por un lado, se ha 

observado que la cocaína produce disfunción endotelial de forma persistente, 

debido al aumento de la síntesis de ET-1 [76], lo que puede precipitar una 

arterosclerosis temprana debido a sus propiedades proinflamatorias (aumento 

de ROS y citoquinas, entre las cuales se encuentra el TNF-α y diversas 

interleucinas) y por el aumento de la captación de lipoproteínas de baja 

densidad (LDL) [90]. 

 Por sus propiedades aterogénicas, la cocaína induce defectos 

estructurales en la barrera celular endotelial, lo que conlleva a un aumento de 

la permeabilidad a la perioxidasa y a las LDL [91]. Un indicador del aumento 

de la permeabilidad y de la captación de lipoproteínas es el gran número de 

mastocitos encontrados en la adventicia de consumidores habituales de 

cocaína [92, 93]. Además, el consumo crónico de cocaína se asocia al 

incremento de los niveles plasmáticos del ligando CD40 soluble (sCD40L) 

[94], una glicoproteína procoagulante y proinflamatoria liberada por las 

plaquetas activadas y relacionada con la formación y progresión de la placa 

de ateroma [95].  

 

4.6. Adulteración de la cocaína 

 

Las drogas ilícitas como la cocaína no tienen ningún tipo de control 

de calidad en su fabricación, y son frecuentemente diluidas con agentes 

adulterantes para aumentar el volumen del producto y así obtener mayores 

beneficios económicos [96]. Además, la adición de ciertos adulterantes está 
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guiada por la consideración de que éste no debe ser percibido por el 

consumidor. Un ejemplo de ello es la lidocaína, un anestésico local que 

mimetiza el adormecimiento de la lengua producido por la cocaína de alta 

pureza [96]. En este sentido, a los riesgos derivados del consumo de drogas 

ilícitas deben sumarse los efectos adversos de los compuestos empleados 

como adulterantes. 

En España, el informe del programa Energy Control de 2016 sobre el 

consumo de psicoactivos indica que el 71.6% de las muestras de cocaína 

analizadas contenían adulterantes. El informe destaca la alta presencia de 

adulterantes tóxicos como el levamisol (42.6%) y la fenacetina (6.8%) [97]. 

Además, se encontraron otros adulterantes como cafeína, analgésicos y 

anestésicos. Tal y como se refleja en el informe, el levamisol se ha convertido 

en el adulterante más común de la cocaína. De hecho, en algunos países de la 

Unión Europea también se ha detectado la presencia de levamisol en muestras 

de cocaína obtenidas hasta el 2014, variando la concentración de un país a 

otro, aunque con una clara tendencia a aumentar [98]. Por lo tanto, es el 

levamisol el agente adulterante que está despertando mayor preocupación, por 

los potenciales efectos tóxicos que puede tener sobre los consumidores de 

cocaína.  

 

5. Levamisol 

 

El levamisol es un derivado sintético del imidazotiazol. En la década 

de los 70 se utilizó en el tratamiento de enfermedades autoinmunes (artritis 

reumatoide y síndrome nefrótico) por sus propiedades moduladoras sobre el 

sistema inmunitario [99, 100], como coadyuvante en el tratamiento del cáncer 

de colon [101] y como antihelmíntico [102]. En 1999, debido a la aparición 

de numerosos efectos adversos que incluyen agranulocitosis, leucopenia, 
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trombocitopenia, neutropenia o vasculitis entre otros [103–106] y a la 

aparición de alternativas más efectivas, se retiró del mercado para uso en 

humanos [107]. Actualmente se utiliza como antihelmíntico en medicina 

veterinaria [102]. 

A partir de 2003, el levamisol se identificó como un nuevo adulterante 

de la cocaína [108]. En el año 2009, la Administración de Control de Drogas 

de los Estados Unidos (DEA) estimó que el 69% de la cocaína incautada 

contenía levamisol [109]. Ese mismo año se publicaron los primeros casos de 

agranulocitosis atribuidos al abuso de cocaína adulterada con esta sustancia 

[110]. Desde entonces, muchos otros informes de complicaciones han sido 

publicados [102]. De lo expuesto se deduce que el uso del levamisol como 

adulterante de la cocaína representa un problema de salud pública. 

 

5.1. Estructura química 

 

El levamisol es el S-enantiómero del fenil tetrahidroimidazotiazol 

(PTHIT). Químicamente, el levamisol pertenece a la clase de los 

imidazotiazoles, heterociclos bicíclicos formados por un anillo de imidazol 

unido a un anillo de tiazol [111] (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Estructura química del levamisol. 
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5.2. Farmacocinética  

 

La vía de administración del levamisol, como indicación terapéutica, 

es la oral, siendo rápidamente absorbido con un tiempo máximo entre 1,5 y 2 

horas [112]. Su biodisponibilidad es de aproximadamente 60-70% después de 

una dosis oral de 150 mg y el volumen aparente de distribución varía entre 1,5 

y 5 L/kg [113]. En estudios post mortem se ha observado la presencia de 

levamisol en el hígado, aunque las concentraciones más altas se encontraron 

en sangre y en tejido pulmonar [114]. El levamisol es ampliamente 

metabolizado en el hígado mediante la hidroxilación del anillo fenil y/o por 

oxidación del anillo de imidazotiazol [115]. Se han detectado varios 

metabolitos del levamisol en orina, aunque hasta la fecha solo se han 

identificado dos: el p-hydroxil-levamisol y el aminorex, siendo este último el 

de mayor importancia, ya que es un metabolito activo con un comportamiento 

similar a las anfetaminas [113].   

 

5.3. Mecanismos de acción 

 

Los efectos fisiológicos y farmacológicos del levamisol se asocian 

con distintos mecanismos de acción. En primer lugar, es un agonista de los 

receptores nicotínicos de la acetilcolina (nAChR), de lo cual derivan sus 

efectos antihelmínticos [116]. Además, también se ha demostrado que actúa 

como agonista parcial de nAChR en humanos, teniendo mayor afinidad por el 

subtipo α3β4 [117].  

En segundo lugar, el levamisol es un inhibidor de la fosfatasa alcalina 

no específica de tejido (TNAP) [118] involucrada en la síntesis de GABA y 

adenosina [119].  
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Finalmente, se ha demostrado que el levamisol inhibe la recaptación 

de aminas biógenas, como la noradrenalina, dopamina y serotonina, mediante 

el bloqueo de sus transportadores (NET, DAT y SERT) [96], comportándose 

de forma similar a la cocaína pero con menor potencia.  

Otros estudios involucran al levamisol en el aumento de los niveles 

de opiáceos endógenos como morfina y codeína [120] y en la inhibición de la 

monoamino oxidasa (MAO) y la catecol-O-metiltransferasa [121, 122], 

enzimas involucradas en la degradación de NA, dopamina y serotonina, lo que 

se traduce en una prolongación de la presencia de aminas biógenas en la 

hendidura sináptica.  

 

5.4. Efectos farmacológicos 

 

En parásitos helmínticos, el bloqueo de los nAChR neuromusculares 

por el levamisol produce una despolarización mantenida de las células 

musculares induciendo su parálisis. En mamíferos, el levamisol tiene poca 

eficacia sobre estos receptores [123] aunque en el ser humano se ha propuesto 

que ejerce sus acciones sobre los nAChR neuronales (receptores α3β2 y 

α3β4), homólogos a los nAChR neuromusculares de los nematodos [117]. En 

este caso la modulación es más compleja pudiendo ser facilitadora o 

inhibitoria dependiendo de la concentración del levamisol. En este sentido, la 

activación de los nAChR neuronales produce un incremento de dopamina en 

el sistema mesolímbico [125], responsable de los efectos conductuales y de la 

activación locomotora producidos por el levamisol.  

El levamisol también puede producir graves efectos neurológicos, en 

particular convulsiones epilépticas y leucoencefalopatía inflamatoria 

multifocal, aunque en este caso se especula que su etiología puede estar 

asociada a la acción inhibitoria del levamisol sobre la TNAP [119]. Sobre el 
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sistema nervioso, el levamisol, al igual que la cocaína, inhibe la recaptación 

de aminas biógenas por bloqueo de sus transportadores (NET, DAT y SERT). 

En este caso, el orden de eficacia es NET>DAT>SERT [126]. A nivel 

adrenérgico, la inhibición de la recaptación de noradrenalina y de su 

metabolismo pueden ser los mecanismos responsables de los efectos 

cardiovasculares del levamisol. Se ha descrito un efecto inotrópico positivo 

sobre corazón de cobaya [127] y un aumento de la presión arterial en perros 

[128]. A nivel dopaminérgico, el levamisol disminuye el catabolismo de la 

dopamina lo cual, junto a la activación de los nAChR, producen un aumento 

de los niveles de dopamina. Este efecto se ha relacionado con la activación 

motora que induce a realizar movimientos repetitivos en planarias [129]. A 

nivel serotoninérgico, los efectos del levamisol no son tan evidentes debido 

probablemente a que el bloqueo de su transportador es menos eficaz. Sin 

embargo, puede estar relacionado con la hipertensión pulmonar descrita para 

el aminorex, metabolito activo del levamisol, al aumentar la concentración de 

serotonina en la hendidura sináptica [126] .  

Por otro lado, el uso crónico de levamisol puede aumentar la repuesta 

inmune. En este sentido, se ha demostrado que se comporta como un 

inmunoestimulante a través del incremento de la quimiotaxia de monocitos 

[130]. Su eficacia ha sido comprobada en el tratamiento del carcinoma de 

colon y del síndrome nefrótico pediátrico [131, 132]. Además, promueve la 

activación y maduración de células dendríticas y de células T a la vez que 

aumenta la producción de citoquinas, como IL-12 y IL-10 relacionadas con el 

proceso de la inflamación [133]. En conjunto, estas acciones sobre la 

inmunidad pueden estar relacionadas con los efectos adversos severos 

asociados al uso del levamisol (agranulocitosis [134], vasculitis [135] o 

dermatitis [136]).  
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5.5. Efectos vasculares 

 

Mientras que en la literatura se puede encontrar una gran variedad de 

estudios sobre los efectos vasculares producidos por la cocaína, poco se ha 

publicado sobre los efectos del levamisol sobre el tono y la función vascular. 

Estas acciones se producen principalmente a través de su interacción con el 

sistema nervioso simpático y con el endotelio. Las primeras están ligadas a la 

inhibición de la recaptación de noradrenalina. Respecto al papel del endotelio, 

se ha demostrado que el levamisol produce apoptosis y reduce la expresión de 

eNOS en cultivos de células endoteliales humanas [137]. El proceso de 

apoptosis parece estar relacionado con el estrés oxidativo ya que es 

contrarrestado por antioxidantes como el glutatión y la N-acetilcisteína [137]. 

La apoptosis puede ser responsable de la vasculitis cutánea descrita como 

efecto adverso del levamisol por aumentar el riesgo de formación de 

microtrombos y provocar la oclusión de los vasos sanguíneos cutáneos.  

En cuanto a la reactividad vascular, un estudio reciente demostró que 

el levamisol, como bloqueante de la TNAP, es capaz de atenuar la respuesta 

vascular renal y la presión arterial inducida por NA, sugiriendo la posible 

participación de la TNAP en la regulación de la función renovascular [138]. 

 

6. Cocaína adulterada con levamisol 

 

El levamisol se ha convertido en el adulterante de cocaína usado con 

mayor frecuencia en los últimos 10 años. Sin embargo, no quedan claras las 

razones de su uso como adulterante y la respuesta sigue siendo especulativa. 

En primer lugar, el levamisol es una sustancia de bajo precio y a la 

que se accede fácilmente debido a su uso en medicina veterinaria [139]. Sus 

propiedades fisicoquímicas representan una ventaja en el proceso de 

adulteración. Tiene un color similar a la cocaína, por lo que puede pasar 
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desapercibido en pruebas colorimétricas, dando un color azul (prueba 

positiva) incluso en ausencia de cocaína [140]. Interfiere con la detección 

electroquímica de la cocaína, suprimiendo la señal de oxidación de la cocaína 

en muestras con proporciones superiores a 1:1 (levamisol: cocaína), 

resultando en falsos negativos [140]. Mantiene el brillo iridiscente de la 

cocaína pura [141] siendo imperceptible a la vista del consumidor. El  punto 

de fusión de la base libre de levamisol (60-61,5º C) [142] se encuentra por 

debajo del punto de fusión de la base libre de cocaína o crack (95º C) [143], 

por lo tanto, puede ser inhalada sin ser percatada y no dejar residuos 

sospechosos.  

Otra posible explicación para el uso del levamisol como adulterante, 

es su efecto potenciador sobre la cocaína. En este sentido, se ha demostrado 

que el levamisol aumenta la acción de la cocaína in vivo en planarias y ratas 

[125, 129]. Este claro sinergismo ha sido atribuido a la acción combinada del 

levamisol sobre el bloqueo de la MAO y la activación de los receptores 

nicotínicos, de modo que aumenta la transmisión dopaminérgica. Del mismo 

modo, se ha postulado que su metabolito activo, el aminorex, podría potenciar 

las propiedades estimulantes de la cocaína, ya que este ejerce un efecto similar 

al de la cocaína en el DAT y el NET y un efecto similar al de las anfetaminas 

en el SERT [126]. Por lo tanto, se puede suponer que el levamisol se utiliza 

para prolongar el efecto de la cocaína.  

 

6.1. Efectos adversos de la cocaína adulterada con levamisol  

 

Generalmente los efectos adversos producidos por el levamisol como 

adulterante de la cocaína son reversibles y presentan una tasa de recurrencia 

que supera el 27% con la re-exposición [102]. La incidencia de estas 

complicaciones y su magnitud es variable, dado que la cantidad de levamisol 
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que se añade a la cocaína para su adulteración es imprevisible [144, 145]. La 

más frecuente es el síndrome vasculítico caracterizado por la aparición de 

anticuerpos anticitoplasma de neutrófilos (ANCA). Además, cursa con 

neutropenia o agranulocitosis y lesiones cutáneas purpureas en cara, 

especialmente en orejas, y en extremidades [146–148]. Las biopsias de las 

lesiones cutáneas generalmente muestran vasculitis de vasos pequeños en 

forma de vasculitis leucocitoclástica, con o sin trombos intravasculares [149]. 

Con frecuencia, los síntomas de vasculitis y neutropenia se presentan juntos, 

aunque la neutropenia suele aparecer en una etapa más avanzada, debido al 

deterioro del sistema inmunológico [147]. 

En el sistema nervioso, el uso crónico de cocaína adulterada con 

levamisol puede producir aumento de los trastornos de la función ejecutiva y 

adelgazamiento de la corteza prefrontal lateral [150]. También se han descrito 

casos de leucoencefalopatía, con desmielinización difusa y deterioro cognitivo 

[151, 152].  

En el sistema renal, se han comunicado casos de glomerulonefritis, 

probablemente secundaria a una vasculitis, con proteinuria y hematuria que 

puede derivar en insuficiencia renal aguda [147, 153, 154].  

Finalmente, en el sistema cardiovascular, además de la vasculitis 

sistémica, solo se ha reseñado un caso de síndrome coronario agudo 

relacionado con el uso de las dos sustancias [155]. En el examen postmorten 

se encontró una placa erosionada en la arteria coronaria descendente anterior 

izquierda y cicatrices de infarto en el ventrículo izquierdo. El examen 

microscópico de la arteria coronaria reveló infiltración de eosinófilos en la 

adventicia y en la íntima. 
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Hipótesis 

El levamisol, un derivado del imidazotiazol retirado del mercado para 

uso terapéutico en humanos por sus efectos adversos, se utiliza en gran medida 

como adulterante habitual de la cocaína, y en este sentido se pueden presentar 

efectos adversos atribuidos al consumo de cocaína que, sin embargo, son 

debidos al levamisol. Además, puesto que ambas sustancias poseen un 

mecanismo de acción común, cabe la posibilidad de la existencia de un 

sinergismo entre ellas. Así, el levamisol podría exacerbar los efectos de la 

cocaína derivados de la inhibición de la recaptación de aminas biógenas. Estas 

acciones están poco estudiadas en el sistema vascular por lo que constituyen 

el objetivo central del estudio. 

Nuestra hipótesis es que el levamisol podría potenciar el efecto de la 

cocaína, aumentando la respuesta a agonistas contráctiles o induciendo una 

disfunción endotelial. Ambos efectos conducirían a incrementar la 

vasoconstricción y por tanto la tendencia al vasoespasmo. 
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Objetivos 

Objetivo general 

  

Estudiar los efectos del levamisol y su interacción con la cocaína 

sobre la respuesta vascular y la función endotelial. Puesto que los efectos 

vasculares pueden variar dependiendo del lecho vascular, este estudio se 

realiza en las arterias carótida, renal y aorta de conejo.   

 

 

Objetivos específicos  

 

1. Definir el efecto del levamisol y la cocaína sobre el tono vascular.  

 

2. Estudiar el efecto del levamisol sobre la respuesta a agonistas 

contráctiles y la participación de factores endoteliales (prostanoides, 

NO y canales de K+).  

 

3. Analizar los efectos de la cocaína en arterias precontraídas con 

noradrenalina y su interacción con el levamisol. 

 

4. Caracterizar los efectos del levamisol y de la cocaína sobre la 

respuesta contráctil (KCl, fenilefrina y estímulo nervioso simpático) 

y relajante (acetilcolina y nitroprusiato sódico).  

 
5. Estudiar la implicación del estrés oxidativo vascular en la respuesta a 

la acetilcolina en presencia del levamisol y la cocaína. 

 

6. Analizar los efectos del levamisol y la cocaína sobre la expresión 

proteica de los receptores adrenérgicos (α1 y α2), de la eNOS y de 

marcadores de estrés oxidativo (SOD1, SOD2 y Nox4) en tejido 

arterial de conejo.  
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Material y métodos 

1. Animales de experimentación 

 

Para llevar a cabo este estudio se han utilizado muestras de 30 conejos 

macho, raza White New Zealand (Oryctolagus cuniculus) con un  peso medio 

de 3500 ± 350 g procedentes del estabulario de la Unidad Central de 

Investigación de la Facultad de Medicina de la Universitat de València. Todos 

los animales fueron estabulados en jaulas individuales y alimentados ad 

libitum con pienso y agua durante 7 días y posteriormente fueron sacrificados 

para la obtención de las muestras.  

Los experimentos se han realizado cumpliendo las normas éticas 

establecidas por la Comunidad Europea (Directiva 2010/63/EU). Además, 

este trabajo fue desarrollado mediante el aprovechamiento de especie del 

procedimiento 2017/VSC/PEA/00049 tipo 2 autorizado por el Comité de Ética 

de la Universitat de València. En este caso, el modelo experimental constituye 

parte del proyecto titulado: «Utilidad de la estabilización de la homeostasis 

del calcio intracelular en el control de los procesos fibrilatorios». Este 

proyecto fue desarrollado por el grupo de Electrofisiología Cardiaca 

Experimental (GRELCA), del Departamento de Fisiología de la Universitat 

de València, liderado por el profesor Luis Such. 

 

2. Extracción de las muestras  

 

Los animales se sacrificaron mediante una inyección intravenosa de 

tiopental sódico (60 mg/kg) con 800 UI de heparina sódica, a través de la vena 

marginal de la oreja. A continuación, mediante laparotomía abdominal se 

extrajeron las arterias renales y aorta (Figura 7). La extracción de las arterias 

carótidas se realizó mediante sección longitudinal de la zona media del cuello 

y separación de los músculos paratraqueales (Figura 8).  
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Figura 7. Resección de arteria renal y aorta. 

 

 

 
Figura 7. Resección de arteria renal y aorta 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 8. Resección de arteria carótida. 
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3. Estudio de la reactividad vascular 

 

3.1. Preparación de las muestras para el baño de órganos 

 

Las arterias se limpiaron en una placa Petri con solución salina (NaCl 

0,9%) a 4ºC bajo una lupa iluminada con luz fría, eliminando el tejido adiposo 

perivascular con tijeras de microdisección para cirugía oftálmica. Se cortaron 

segmentos de 3 mm de longitud y se montaron en un sistema para el registro 

de tensión isométrica (Figura 9).  

 

 
 
Figura 9. Esquema del baño de órganos y preparación experimental utilizada para el 

registro de la tensión isométrica. 



 

 44 

Material y métodos 

Antes de analizar la respuesta de los segmentos arteriales a los 

diversos estímulos, se procedió a determinar la tensión basal óptima en un 

grupo de experimentos preliminares en segmentos de longitud y diámetro 

semejantes a los experimentales. Para ello se registró la contracción inducida 

por el KCl (60 mM) después de exponer los segmentos arteriales a diversas 

tensiones pasivas (1, 2, 3 y 4 g). La tensión pasiva a la que se obtuvo la mayor 

respuesta contráctil al KCl 60 mM se consideró como la tensión óptima de 

reposo y la que se consideraría como referencia para calibrar los transductores 

isométricos. La tensión pasiva óptima para los segmentos de arteria carótida 

y renal fue de 1 g, y para la aorta fue de 3 g. 

La preparación experimental consistió en introducir dos alambres 

rígidos (1,5 mm de diámetro) de acero inoxidable a través de la luz del 

segmento vascular. Uno de los alambres estaba unido a un soporte que a su 

vez se fijó a la pared del baño de órganos; el otro alambre, que es móvil y se 

desplaza paralelamente al anterior, se conectó a un transductor de fuerza 

(FT03 Grass Instruments). Cada segmento, con los alambres introducidos en 

su luz, se colocó en un baño de órganos que contenía 4 ml de solución 

fisiológica (solución de Krebs) cuya composición es la siguiente (en mM): 

NaCl 115; KCl 4,6; MgCl2·6H2O 1,2; CaCl2 2,5; NaHCO3 25; glucosa 11,1 y 

EDTA disódico 0,01. Esta solución se equilibró con una mezcla gaseosa (95% 

O2 y 5% CO2) que proporciona un pH entre 7,3 - 7,4. La temperatura de la 

solución se mantuvo a 37º C durante todo el experimento. Un tornillo 

micrométrico unido al transductor isométrico (UF1 Pioden Controls Ltd) 

permitió aplicar al segmento la tensión pasiva adecuada separando los 

alambres. Los cambios de tensión isométrica se registraron usando un sistema 

de adquisición de datos PowerLab (ADInstruments, Colorado Springs, CO, 

EE.UU). Una vez montadas, las arterias se dejaron estabilizar en el baño de 

órganos durante 1 hora, renovándose la solución de Krebs con lavados cada 
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15 minutos.  

La integridad funcional del endotelio se comprobó mediante la 

relajación provocada por la acetilcolina (10-7-10-6 M) en segmentos 

previamente contraídos con noradrenalina (10-7-3x10-7 M), considerando 

válidas todas las muestras que presentaban una respuesta relajante máxima de 

al menos 70%. 

El estímulo nervioso simpático fue aplicado mediante dos electrodos 

de platino, situados a 5 mm uno del otro y entre los cuales se localiza el 

segmento arterial. Los electrodos se conectaron a un estimulador Grass S88 

(Grass Instruments, Quincy, USA). La relación entre la frecuencia aplicada y 

la respuesta obtenida fue estudiada en un rango de frecuencias comprendido 

entre 2 y 8 Hz, con estímulos de 15 V (voltaje supramáximo) de 0,2 ms de 

duración, durante 30 s. 

 

3.2. Respuesta al KCl  

 

La capacidad de contracción del músculo liso vascular se comprobó 

por su respuesta al KCl (60mM). La respuesta máxima al KCl fue mayor en 

la arteria renal (11.000 ± 650 mg), seguida de la aorta (7.700 ± 518 mg) y la 

carótida (3.300 ± 340 mg).  

 

3.3. Curvas concentración-respuesta 

 

Se construyeron curvas concentración-respuesta al levamisol y 

cocaína para evaluar sus efectos directos sobre el tono vascular. Además, se 

realizaron curvas concentración-respuesta a la fenilefrina, a la acetilcolina y 

al nitroprusiato sódico en ausencia (control) y en presencia de levamisol, 

cocaína o la combinación de ambas sustancias.  
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3.3.1. Levamisol 
 

Las curvas concentración-respuesta al levamisol (10-5-10-3 M) se 

realizaron en arterias sometidas a tensión basal y contraídas con KCl (60mM), 

NA (10-7 M), ET-1 (10-7 M) y U-46619 (10-7 M), un análogo del TXA2. 

Para evaluar la participación de los receptores adrenérgicos, se 

realizaron curvas concentración-respuesta al levamisol en arterias contraídas 

con  NA, en ausencia (control) y en presencia de: prazosín (10-6 M), 

bloqueante de los receptores α1-adrenérgicos ; yohimbina (10-6 M), bloqueante 

de los receptores α2-adrenérgicos; y propranolol (10-6 M), bloqueante de los 

receptores -adrenérgicos. 

Además, para analizar la contribución de los factores relajantes 

endoteliales en los efectos del levamisol, se realizaron curvas concentración-

respuesta al levamisol en arterias previamente contraídas con noradrenalina, 

en ausencia (control) y en presencia de: indometacina (10-5 M), un inhibidor 

de la COX; NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 10-4 M), un inhibidor 

de la eNOS; y cloruro de tetraetilamonio (TEA, 10-3 M), un inhibidor selectivo 

de los canales de K+ activados por calcio relacionados con la EDH. 

  

3.3.2. Cocaína 
 

Se realizaron curvas concentración-respuesta a la cocaína (10-6-

10-4M) en arterias a tensión basal y previamente contraídas con NA (10-7
 
M). 

 

3.3.3. Fenilefrina 

 
Se estudió la respuesta a la fenilefrina (10-9-10-4 M), un agonista de 

los receptores α1-adrenérgicos,  con el fin de valorar si la respuesta vascular 
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adrenérgica se alteraba en presencia de levamisol (10-5-10-3 M), cocaína (10-6-

10-4 M) y la combinación de ambas sustancias. 

 

3.3.4. Acetilcolina 

 
En arterias previamente contraídas con NA (10-7 M), se estudió la 

respuesta relajante dependiente del endotelio inducida por la acetilcolina     

(10-9-3x10-6 M), un agonista que estimula la eNOS a través de la unión a los 

receptores muscarínicos M3 en el endotelio, en presencia de levamisol (10-5-

10-3 M), cocaína (10-6-10-4 M) y la combinación de ambas sustancias. Además, 

con el fin de evaluar la implicación del estrés oxidativo inducido por el 

levamisol o la cocaína se realizaron curvas concentración-respuesta a la 

acetilcolina en presencia de superóxido dismutasa (SOD, 200 U/ml), 

responsable de la catalización de O2- en H2O2 y O2, para valorar la producción 

de estrés oxidativo inducido por el levamisol y la cocaína. 

 

3.3.5. Nitroprusiato sódico  

 
Se estudió la respuesta relajante al nitroprusiato sódico (10-9-3x10-6 

M) en arterias previamente contraídas con NA (10-7M) para comprobar si la 

capacidad relajante del músculo liso vascular independiente de endotelio se 

modificaba en presencia de levamisol (10-3 M) o cocaína (10-4 M). 

Todas las curvas de los diferentes agonistas se realizaron en vasos 

correspondientes a los tres lechos estudiados, utilizando segmentos arteriales 

diferentes. Las curvas en presencia de levamisol, cocaína y los distintos 

inhibidores, se realizaron después de un período de incubación de 30 minutos 

a excepción de las incubadas con SOD que se incubaron durante 45 minutos.  
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3.4. Obtención de las curvas frecuencia-respuesta 

 

Para estudiar la naturaleza de la respuesta contráctil al estímulo 

eléctrico, los segmentos arteriales se incubaron durante 20 minutos con 

tetrodotoxina (10-6 M), un bloqueante de la conducción nerviosa, guanetidina 

(10-6 M), un bloqueante de la neurotransmisión adrenérgica, o prazosín 

(10-6 M), un antagonista de los receptores α1-adrenérgicos. Como control, en 

otro grupo de segmentos se realizó una segunda secuencia de estímulos en 

ausencia de los antagonistas. 

Una vez comprobado el carácter neurógeno de la respuesta, se estudió 

la respuesta contráctil al estímulo eléctrico en presencia de levamisol (10-6-

10-3 M), cocaína (10-6-10-4 M) y la combinación de ambas sustancias en 

segmentos de arteria carótida, renal y aorta. Las curvas frecuencia-respuesta 

se construyeron después de un período de incubación de 30 minutos. Las 

frecuencias utilizadas fueron 4 Hz en la carótida y de 8 Hz en la arteria renal 

y en la aorta. 

 

3.5. Soluciones y fármacos 

 

Clorhidrato de cocaína, clorhidrato de noradrenalina, clorhidrato de 

fenilefrina, endotelina-1, U-46619,  cloruro de acetilcolina, L-NAME, cloruro 

de tetraetilamonio, indometacina, superoxido dismutasa, nitroprusiato sódico, 

tetrodotoxina, guanetidina sulfato, clorhidrato de prazosín, clorhidrato de 

yohimbina. Todos ellos distribuidos por Sigma. Cloruro potásico distribuido 

por Panreac. Las soluciones concentradas de los fármacos utilizados en baño 

de órganos se realizaron con agua bidestilada, excepto la indometacina que se 

disolvió en etanol y bicarbonato sódico (150 mM) ajustado a un pH 7,4 con 

HCl. La concentración de etanol final en el baño fue inferior al 0,01%. Las 
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diluciones correspondientes se hicieron con solución fisiológica (NaCl 0,9%). 

 

4. Análisis de la expresión proteica mediante western blot 

 

4.1. Incubación de arterias 

 

Se utilizaron segmentos limpios de 5 mm de longitud de arteria 

carótida, renal y aorta y se mantuvieron en solución de Krebs a 37º C 

equilibrada con una mezcla gaseosa (95% O2 y 5% CO2). Los segmentos se 

incubaron durante 30 minutos en ausencia (control) y presencia de levamisol 

(10-5-10-3 M) o cocaína (10-4 M). Tras la incubación, los segmentos fueron 

rápidamente congelados en nitrógeno líquido y se guardaron a -80º C hasta el 

momento de la extracción de proteínas.  

 

4.2. Extracción y cuantificación de proteínas 

 

Se sumergieron 50 mg de tejido arterial en buffer de lisis (0.125 M 

Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 19% glicerol y 1% (v/v) inhibidor de proteasas) en 

un micro tubo de 1,5 ml y se homogenizaron mediante fricción mecánica. Los 

homogenizados se congelaron toda la noche a -20º C y al día siguiente se 

centrifugaron a 4º C, 10.000 r.p.m. durante 20 minutos. Tras la centrifugación 

se recogió el sobrenadante y se determinó la concentración de proteínas totales 

por el método del ácido bicinconínico (BCA) utilizando una curva estándar de 

seroalbúmina bovina (BSA).  

 

 

 



 

 50 

Material y métodos 

4.3. Separación y transferencia de proteínas 

 

Una vez conocida la concentración de proteínas de cada muestra, se 

añadió 0,5% (v/v) 2-mercaptoetanol y 1% (v/v) azul de bromofenol y se 

calentó a 95º C durante 5 minutos.  

Las proteínas se separaron mediante electroforesis desnaturalizante 

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). 

Para ello, se cargaron 30 µg de proteína de cada muestra en geles de 

resolución, preparados con un gradiente de poliacrilamida del 4 - 15%, en 

función del peso molecular de la proteína a estudiar. Así mismo, se utilizó una 

proteína estándar multicolor (Broad MultiColor Pre-Stained Protein Standard, 

GenScript) para verificar la eficacia de la transferencia y determinar el tamaño 

aproximado de las proteínas de interés. La electroforesis se realizó en el 

sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio Rad), que contenía un tampón de 

migración (Tris 25mM, glicina 200mM y SDS al 0.1% (p/v), pH 8,3), y se 

aplicó un voltaje constante de 140 V durante 50 – 60 minutos.  

Tras la electroforesis, las proteínas separadas en el gel fueron 

transferidas en medio húmedo a una membrana de difluoruro de polivinidileno 

(PVDF) (Bio-Rad, Hércules, CA, EE.UU) activada previamente con metanol. 

Para la trasferencia se usó un tampón de trasferencia (Tris 25mM, 190mM 

Glicina y 20% de Metanol), y se aplicó un voltaje constante de 40 V durante 

1 hora a 4º C. 

 

4.4. Inmunodetección 

 

Para la inmunodetección, las membranas se incubaron con una 

solución de bloqueo para impedir las uniones inespecíficas, compuesta por 

BSA al 5% en TBS-Tween (Tris-Cl 20mM, NaCl 150mM, Tween-20 0.1%, 

https://www.genscript.com/molecule/M00624_250-Broad_Multi_Color_Pre_Stained_Protein_Standard.html
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pH 7.5). El bloqueo se realizó en agitación suave, a temperatura ambiente, 

durante 1 hora. A continuación, las membranas se incubaron con el anticuerpo 

primario (Tabla 2), diluido en la solución de bloqueo, durante toda la noche a 

4º C, en agitación suave. 

 

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para la determinación de la 

expresión proteica por western blot. 

 

Anticuerpos primarios 

Anticuerpo Peso 

molecular 

(KDa) 

Dilución Casa comercial 

eNOS 130 1:1000 Signalway 

Receptor α1 50 1:1000 Novus 

Receptor α2 45 1:1000 Novus 

SOD 1 20 1:1000 
Thermo Fisher 

Scientific 

SOD 2 15 1:1000 
Thermo Fisher 

Scientific 

Nox4 67 1:500 Novus 

α-tubulina 15 1:1000 Sigma-Aldrich 

 

 

Al día siguiente, las membranas se lavaron con TBS-Tween (3 

lavados de 5 minutos) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente 

con un anticuerpo secundario (anti-rabbit para eNOS, receptor α1, receptor α2, 

SOD1 y Nox4; y anti-mouse para SOD2 y α-tubulina) conjugado con la 

enzima peroxidasa de rabano picante (HRP), diluido en la solución de 

bloqueo. 

Finalmente, tras lavar las membranas varias veces con TBS-Tween 

para eliminar el exceso del anticuerpo secundario, se incubaron con el reactivo 

comercial ECL (Pierce, Thermo Scientific), que permite la detección por 

quimioluminiscencia de los anticuerpos conjugados con HRP. La actividad de 
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la peroxidasa se visualizó mediante el sistema ImageQuant LAS‐4000 (GE 

Healthcare Life Science, Barcelona, Spain). La señal obtenida se cuantificó 

por densitometría utilizando el software ImageJ. 

 

5. Estadistica  

 

Los resultados se indican como la media ± error estándar. En los 

resultados de la reactividad vascular, la relajación se expresa como porcentaje 

de la contracción inducida por la noradrenalina. La contracción se expresa en 

mg de tensión para las curvas concentración-respuesta al KCl mientras que 

para las curvas concentración-respuesta a la fenilefrina, o para el estímulo 

nervioso simpático, el resultado se expresa relativo al valor de la contracción 

máxima al KCl (60 mM).  

La concentración de agonista que produce el 50% de la respuesta 

máxima (CE50) se calculó para cada curva concentración-respuesta por un 

método de análisis de regresión no lineal. Los resultados se expresan como 

pD2 calculado a partir del –log (CE50). En cada grupo de experimentos, n 

indica el número de individuos (conejos).  

Las diferencias entre los distintos tratamientos fueron estimadas por 

el test de t-Student y ANOVA respectivamente. Se consideraron las diferencias 

como significativas cuando el valor de P < 0,05.
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1. Efectos del levamisol y cocaína sobre el tono basal 

 

Para estudiar los efectos del levamisol y cocaína sobre el tono basal, 

se realizaron curvas concentración-respuesta de ambas sustancias en los tres 

lechos vasculares.  

En la arteria renal y en la aorta, la incubación con levamisol 

(10-5-10-3 M) no indujo incrementos significativos sobre el tono basal, 

mientras que en la arteria carótida concentraciones elevadas de levamisol 

(10-3 M) aumentaron significativamente el tono basal en términos de efecto 

máximo (Emax = 14 ± 2). La incubación con cocaína (10-5-10-3 M) no 

modificó el tono basal en ninguno de los lechos estudiados (Figura 10). 
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Figura 10. Efectos del levamisol y la cocaína sobre el tono basal en segmentos de 

arteria carótida, renal y aorta. n=4 para cada condición experimental. Cada punto 

representa la media ± error estándar. 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

5 4 3

%
 C

o
n

tr
a
c
c
ió

n
 (

K
C

l 
6
0
 m

M
)

(-log M)

Arteria Renal Aorta 

Arteria Carótida 

Levamisol  

Cocaína 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

5 4 3

(-log M)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

5 4 3

%
 C

o
n

tr
a
c
c
ió

n
 (

K
C

l 
6
0
 m

M
)

(-log M)



 

 57 

Resultados 

2. Efecto del levamisol sobre la respuesta contráctil a distintos 

agonistas  

 

Para evaluar el efecto del levamisol a diferentes agonistas contráctiles, 

se realizaron curvas concentración-respuesta al levamisol (10-5-10-3 M) en 

arterias contraídas con KCl (60 mM), NA (10-7 M), ET-1 (10-7 M) y U-46619 

(10-7 M). 

El levamisol solo produjo relajación depediente de la concentración 

cuando los segmentos arteriales se contrajeron con noradrenalina (Figura 11). 

En este caso, el orden de eficacia fue: arteria renal (Emax = 93 ± 1) > aorta 

(Emax = 67 ± 4) > arteria carótida (Emax = 39 ± 3). Estos resultados indican 

que los efectos del levamisol están mediados al menos en parte por la 

interacción con los receptores adrenérgicos.  
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Figura 11. Efectos del levamisol sobre el tono vascular en segmentos de arteria 

carótida renal y aorta contraídos con NA 10-7 M, KCl 60 mM, ET-1 10-7 M y U-46619 

10-7 M. n=4 para cada condición experimental. Cada punto representa la media ± error 

estándar. 
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3. Participación de receptores adrenérgicos sobre la respuesta 

relajante del levamisol  

 

Para determinar qué receptores participan en la respuesta al levamisol, 

se realizaron curvas concentración-respuesta al levamisol en arterias 

contraídas con NA (a concentraciones suficientes como para alcanzar 

aproximadamente el 70% de la contracción máxima al KCl 60 mM), en 

ausencia (control) y en presencia de prazosín (10-6 M), yohimbina (10-6 M) y 

propranolol (10-6 M).  

El prazosín bloqueó significativamente los efectos relajantes del 

levamisol en los tres lechos vasculares, disminuyendo el Emax (39 ± 3 

vs -28 ± 9, P<0,05 en arteria carótida; 93 ± 4 vs 10 ± 3, P<0,05 en arteria renal 

y 67 ± 4 vs -4 ± 2, P<0,05 en aorta). La yohimbina bloqueó los efectos 

relajantes del levamisol en mayor o menor medida dependiendo del vaso. Para 

concentraciones bajas de levamisol (10-6 - 10-4 M), prácticamente el bloqueo 

fue total en todos los lechos vasculares mientras que a la concentración de 

10-3 M persistió el bloqueo en términos de Emax en las arterias carótida 

(39 ± 3 vs 11 ± 7, P<0,05) y aorta (67 ± 4 vs 25 ± 7, P<0,05), pero no en la 

arteria renal (93 ± 4 vs 84 ± 7). El propranolol no modificó la curva 

concentración-respuesta al levamisol (Figura 12).  

En conjunto estos resultados indican que los efectos del levamisol 

sobre la contracción inducida por la NA son debidos a un antagonismo de los 

receptores α-adrenérgicos.  Para los receptores 2 este antagonismo depende 

de la concentración y del lecho vascular. En ningún caso parece que estén 

implicados los receptores -adrenérgicos.   
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Figura 12. Curvas de relajación al levamisol en ausencia y en presencia de prazosín 

10-6 M, yohimbina 10-6 M y propanolol 10-6 M en segmentos de arteria carótida, renal 

y aorta contraídos con NA 10-7 M. n=4 para cada condición experimental. Cada punto 

representa la media ± error estándar. 
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4. Participación de los factores endoteliales sobre la respuesta 

relajante del levamisol  

 

Para analizar la posible contribución de los factores relajantes 

endoteliales en los efectos del levamisol, se realizaron curvas concentración-

respuesta al levamisol en arterias previamente contraídas con NA, en ausencia 

(control) y en presencia de indometacina (10-5 M), L-NAME (10-4 M) y TEA 

(10-3 M).  

La incubación con indometacina, L-NAME o TEA no modificó la 

respuesta relajante del levamisol en ninguno de los lechos estudiados (Figura 

13). Estos resultados implican que los efectos relajantes del levamisol no están 

mediados por factores endoteliales.   
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Figura 13. Curvas de relajación al levamisol en ausencia y en presencia de 

indometacina 10-5 M, indometacina 10-5 M + L-NAME 10-4 M,  e indometacina 10-5 

M + L-NAME 10-4 M + TEA 10-3 M, en segmentos de arteria carótida, renal y aorta 

contraídos con NA 10-7 M. n=4 para cada condición experimental. Cada punto 

representa la media ± error estándar. 
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5. Efectos de la cocaína en arterias precontraídas con noradrenalina 

y su interacción con el levamisol.  

 

Para estudiar los efectos de la cocaína sobre el tono vascular, se 

realizaron curvas concentración-respuesta en segmentos vasculares 

previamente contraídos con NA (10-7 M). La cocaína (10-6-10-3 M) no produjo 

efectos relajantes ni en la arteria renal ni en la aorta.. Sin embargo, la 

concentración más elevada de cocaína (10-3 M) produjo una contracción del 

49 ± 1 % en la arteria carótida, que fue estadísticamente significativa 

comparada con el efecto obtenido para las arterias renal o aorta (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Efectos de la cocaína sobre el tono vascular en segmentos de arteria 

carótida, renal y aorta contraídos con NA 10-7 M. n=4 para cada condición 

experimental. Cada punto representa la media ± error estándar. 

 

 

-60

-40

-20

0

20

40

60

6 5 4 3

%
R

e
la

ja
c
ió

n
 

Cocaína (-log M)

Carótida  

Renal 

Aorta 



 

 64 

Resultados 

La administración conjunta de levamisol (10-3 M) y cocaína (10-4 M) 

no modificó la respuesta relajante máxima inducida por el levamisol (10-3 M) 

solo (38 ± 11 vs 39 ± 3, (n=4) en arteria carótida; 92 ± 3 vs 93 ± 4, (n=3) en 

arteria renal y 64 ± 7 vs 67 ± 4, (n=4) en aorta, comparando el Emax de 

levamisol más cocaína vs el Emax de levamisol respectivamente). En todos 

los lechos estudiados los efectos del levamisol prevalecieron sobre los de la 

cocaína. 

 

6. Efectos del levamisol y la cocaína sobre la respuesta inducida 

por agonistas contráctiles   

 

6.1. Respuesta al KCl  

 

La incubación con levamisol (10-5 y 10-3 M) o cocaína (10-6 y 10-4 M) 

no modificó la respuesta contráctil al KCl en ninguno de los tres lechos 

estudiados. Estos resultados indican que ambas sustancias no afectan la 

capacidad contráctil de los vasos (Figura 15). 
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Figura 15. Efectos del levamisol y la cocaína sobre la respuesta contráctil al KCl 60 

mM en segmentos de arteria carótida, renal y aorta. n=5 para cada condición 

experimental. Cada punto representa la media ± error estándar. 
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6.2. Respuesta adrenérgica inducida por fenilefrina 

 

Para valorar los efectos postsinápticos del levamisol y la cocaína sobre 

la respuesta adrenérgica, se realizaron curvas concentración-respuesta a la 

fenilefrina (10-9-10-4 M) en las arterias carótida, renal y aorta, en ausencia y 

presencia de levamisol (10-5-10-3 M), cocaína (10-5-10-4 M) y la combinación 

de ambas sustancias. La fenilefrina indujo una contracción dependiente de la 

concentración en los tres lechos estudiados.  

En la arteria carótida, la incubación con levamisol (10-5-10-4 M) no 

modificó la respuesta contráctil a la fenilefrina, mientras que el levamisol a 

concentraciones elevadas (10-3 M) disminuyó significativamente la 

sensibilidad a la fenilefrina, medida en términos de pD2, y el efecto máximo 

(Emax) (Figura 16A). La incubación con cocaína (10-4 M) aumentó 

significativamente el valor de la pD2 sin modificar el efecto máximo. Bajas 

concentraciones de cocaína (10-5 M) no alteraron la repuesta contráctil a la 

fenilefrina (Figura 16B). Cuando la curva de fenilefrina se realizó en presencia 

de levamisol (10-3 M) y cocaína (10-4 M), el resultado fue el mismo que con 

levamisol (10-3 M) solo. (Figura 16C). La Tabla 3 recoge los valores de pD2 y 

efecto máximo producido por la fenilefrina, en presencia de levamisol y 

cocaína en segmentos de arteria carótida. 
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 Arteria Carótida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16. Curvas concentración-respuesta a la fenilefrina en segmentos de arteria 

carótida en presencia de (A) levamisol, (B) cocaína y (C) la combinación de ambas 

sustancias. Cada punto representa la media ± error estándar. 
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Tabla 3. Valores de pD2 ± error estándar (e.e.) y del Emax ± error estándar 

(e.e.), en respuesta a la fenilefrina en segmentos de arteria carótida en las 

diferentes condiciones experimentales.  

 

Fenilefrina  n pD2 ± e.e Emax ± e.e 

Control 10 5,7 ± 0,1 177 ± 4 

Levamisol 10-5  M 7 5,8 ± 0,1   175 ± 10 

Levamisol 10-4  M 7 5,6 ± 0,1 171 ± 5 

Levamisol 10-3  M 7     5,1 ± 0,1*     132 ± 9* 

Cocaína 10-5  M 6  5,8 ± 0,1 176 ± 6 

Cocaína 10-4  M 6     6,0 ± 0,1* 178 ± 4 

Levamisol 10-3  M + 

Cocaína 10-4  M 
5      5,2 ± 0,1*     123 ± 4* 

n = número de conejos. 

* P<0,05 comparado con el control 

 

En la arteria renal, la incubación con levamisol (10-4-10-3 M) 

disminuyó significativamente la sensibilidad a la fenilefrina de forma 

concentración dependiente y sin cambios en el Emax (Figura 17A), mientras 

que cocaína no modificó la respuesta contráctil inducida por fenilefrina 

(Figura 17B). Al igual que ocurre en arteria carótida, la administración 

conjunta de levamisol (10-3 M) y cocaína (10-4 M) no modificó los efectos 

producidos por el levamisol cuando se administró solo (Figura 17C). La Tabla 

4 recoge los valores de pD2 y del efecto máximo producido por la fenilefrina, 

en presencia de levamisol y cocaína en segmentos de arteria renal. 
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Arteria Renal 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Curvas concentración-respuesta a la fenilefrina en segmentos de arteria 

renal en presencia de (A) levamisol, (B) cocaína y (C) la combinación de ambas 

sustancias. Cada punto representa la media ± error estándar. 
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Tabla 4. Valores de pD2 ± error estándar (e.e.) y del Emax ± error estándar 

(e.e.), en respuesta a la fenilefrina en segmentos de arteria renal en las 

diferentes condiciones experimentales.  

 

Fenilefrina  n pD2 ± e.e Emax ± e.e 

Control 13 6,3 ± 0,1 157 ± 6 

Levamisol 10-5  M 5 6,4 ± 0,1  152 ± 4 

Levamisol 10-4  M 5   5,9 ± 0,1*  154 ± 9 

Levamisol 10-3  M 5     5,5 ± 0,1*     161 ± 7 

Cocaína 10-5  M 7 6,4 ± 0,2 165 ± 2 

Cocaína 10-4  M 7 6,3 ± 0,1 163 ± 4 

Levamisol 10-3  M + 

Cocaína 10-4  M 
7     5,4 ± 0,1* 154 ± 8 

n = número de conejos 

* P<0,05 comparado con el control 

 

En la aorta, mientras que el levamisol (10-4-10-3 M) disminuyó 

significativamente la respuesta a la fenilefrina de forma concentración 

dependiente (Figura 18A), la cocaína no produjo ningún efecto sobre la 

respuesta a la fenilefrina (Figura 18B). De igual forma, la administración 

conjunta de levamisol (10-3 M) y cocaína (10-4 M) no modificó los efectos 

producidos por el levamisol cuando se administró solo (Figura 18C). La Tabla 

5 recoge los valores de pD2 y del efecto máximo producido por la fenilefrina 

en las distintas condiciones experimentales. 
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Aorta 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Curvas concentración-respuesta a la fenilefrina en segmentos de aorta en 

presencia de (A) levamisol, (B) cocaína y (C) la combinación de ambas sustancias. 

Cada punto representa la media ± error estándar. 
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Tabla 5. Valores de pD2 ± error estándar (e.e.) y del Emax ± error estándar 

(e.e.), en respuesta a la fenilefrina en segmentos de aorta en las diferentes 

condiciones experimentales.  

 

Fenilefrina  n pD2 ± e.e Emax ± e.e 

Control 8    6,7 ± 0,1 185 ± 10 

Levamisol 10-5  M 6    6,6 ± 0,1 181 ± 14 

Levamisol 10-4  M 6 6,4 ± 0,1*    171 ± 6 

Levamisol 10-3  M 6 5,6 ± 0,1*  177 ± 13 

Cocaína 10-5  M 7    6,8 ± 0,1    196 ± 9 

Cocaína 10-4  M 7    6,7 ± 0,1 198 ± 13 

Levamisol 10-3  M + 

Cocaína 10-4  M 
7    6,0 ± 0,2   168 ± 11 

n = número de conejos 

* P<0,05 comparado con el control 

 

6.3. Respuesta al estímulo nervioso simpático 

  

6.3.1. Naturaleza del estímulo eléctrico 

 

El estímulo eléctrico (15 V, 0,2 ms de duración, 2, 4 y 8 Hz durante 

30 s), indujo una contracción dependiente de la frecuencia en segmentos de 

los tres lechos vasculares. Esta contracción fue abolida al incubar con 

tetrodotoxina, guanetidina o prazosín (todos a la concentración de 10-6 M) en 

todo el rango de frecuencias estudiado, lo cual indica que la contracción 

inducida por el estímulo eléctrico es de origen nervioso simpático, se debe a 

la liberación de noradrenalina de las terminaciones nerviosas perivasculares y 

a la activación de los receptores α1-adrenérgicos y no a un estímulo directo 

sobre el músculo liso vascular (Figura 19).  
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Aunque la naturaleza del estímulo nervioso simpático se caracteriza 

en un rango de frecuencias entre 2 y 8 Hz, los efectos del levamisol y la 

cocaína se estudiaron utilizando frecuencias de 4 Hz en la carótida y de 8 Hz 

en las arterias renal y aorta. 

 

 

 

 

Figura 19. Ejemplo de registro de la respuesta al estímulo eléctrico perivascular en 

segmentos de aorta. 

 

 

 

6.3.2. Curvas frecuencia-respuesta  

 

Para estudiar los efectos presinápticos del levamisol y de la cocaína 

sobre la respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso simpático, se 
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realizaron curvas frecuencia-respuesta en ausencia y presencia de levamisol 

(10-6-10-3 M), cocaína (10-6-10-4 M) y la combinación de ambas sustancias. 

En la arteria carótida, tanto el levamisol (10-6-10-4 M) como la cocaína 

(10-6-10-4 M) produjeron un aumento significativo de la respuesta contráctil 

inducida por el estímulo nervioso simpático (25 ± 1% para control, 52 ± 5% 

para levamisol (10-4M) y 45 ± 2% para cocaína (10-4 M)), siendo la respuesta 

del levamisol mayor que la producida por la cocaína. La administración 

conjunta de levamisol (10-4 M) y cocaína (10-4 M) incrementó aún más la 

respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso simpático (64 ± 3%, 

P<0,05). Por otro lado, altas concentraciones de levamisol (10-3 M) 

disminuyen significativamente la respuesta contráctil inducida por el estímulo 

nervioso simpático, ya sea cuando se administra solo o conjuntamente con la 

cocaína (Figura 20). 
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Arteria Carótida 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso simpático en la 

arteria carótida en presencia de (A) levamisol, (B) cocaína o (C) la administración 

conjunta de ambas sustancias. n=6 para cada condición experimental (*) P<0,05 

comparado con el control. (#) P<0,05 comparado con cocaína 10-4 M.  
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En la arteria renal, la administración de levamisol (10-5-10-4 M) o 

cocaína (10-6-10-4 M) produjo un aumento significativo de la respuesta 

contráctil inducida por el estímulo nervioso simpático (33 ± 3% para control, 

45 ± 3% para levamisol (10-5 M) y 55 ± 5% para cocaína (10-4 M)), siendo la 

respuesta del levamisol menor que la producida por la cocaína. La 

administración conjunta de levamisol (10-5-10-4 M) y cocaína (10-4 M) 

incrementa aún más la respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso 

simpático (62 ± 6%, p<0,05) lo que indica un posible sinergismo entre ambas 

sustancias. Sin embargo, altas concentraciones de levamisol (10-3 M) reducen 

significativamente la respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso 

simpático, ya sea administrado solo o conjuntamente con cocaína (10-4 M) 

(Figura 21). 
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Arteria Renal 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 21. Respuesta contráctil inducida por estímulo eléctrico en la arteria renal en 

presencia de (A) levamisol, (B) cocaína o (C) la administración conjunta de ambas 

sustancias. n=6 para cada condición experimental. (*) P<0,05 comparado con el 

control. (#) P<0,05 comparado con cocaína 10-4 M.  
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En la aorta, la administración de levamisol (10-6-10-4 M) o cocaína 

(10-6-10-4 M) presentan un patrón de respuesta similar al de las arterias carótida 

y renal. Ambas sustancias aumentan significativamente la respuesta contráctil 

inducida por el estímulo nervioso simpático (20 ± 1% para control, 41 ± 4% 

para levamisol (10-5 M) y 36 ± 2% para cocaína (10-4 M)), siendo la respuesta 

del levamisol mayor que la producida por la cocaína. Sin embargo la 

administración conjunta no produce un incremento en la respuesta contráctil 

inducida por el estímulo nervioso simpático (39 ± 6% para levamisol (10-5 M) 

y cocaína (10-4 M)), lo que indica que en este lecho no se produce sinergismo 

entre ambas sustancias. Del mismo modo que ocurre en los otros lechos 

vasculares, altas concentraciones de levamisol (10-3 M) prácticamente 

bloquean la respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso simpático, 

tanto si se administra solo o conjuntamente con cocaína (10-4 M) (Figura 22). 
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Figura 22. Respuesta contráctil inducida por estímulo eléctrico en la aorta en 

presencia de (A) levamisol, (B) cocaína o (C) la administración conjunta de ambas 

sustancias. n=6 para cada condición experimental. (*) P<0,05 comparado con el 

control.  
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7. Efectos del levamisol y la cocaína sobre la respuesta relajante 

dependiente del endotelio  

 

Para estudiar los efectos del levamisol y la cocaína sobre la relajación 

dependiente del endotelio, se realizaron curvas concentración-respuesta a la 

acetilcolina en las arterias carótida, renal y aorta previamente contraídas con 

NA (10-7 M), en ausencia y presencia de levamisol (10-5-10-3 M), cocaína 

(10-5-10-4 M) y la combinación de ambas sustancias. La acetilcolina indujo 

una relajación dependiente de la concentración en los tres lechos estudiados. 

 

En la arteria carótida el levamisol (10-5 M) no modificó la respuesta 

relajante a la acetilcolina, mientras que concentraciones mayores de levamisol 

(10-4-10-3 M) la disminuyó significativamente, medida en términos de pD2, y 

Emax (Figura 23A). La incubación con cocaína (10-5-10-4 M) no modificó la 

respuesta a la acetilcolina (Figura 23B). La respuesta relajante a la acetilcolina 

en presencia de levamisol (10-3 M) no varió cuando se administraron de forma 

conjunta levamisol (10-3 M) y cocaína (10-4 M) (Figura 23C). La Tabla 6 

recoge los valores de pD2 y del efecto máximo producido por la acetilcolina 

en presencia de levamisol y cocaína en segmentos de arteria carótida. 
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Figura 23. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en segmentos de arteria 

carótida contraídos con NA 10-7, en presencia de (A) levamisol, (B) cocaína y (C) la 

combinación de ambas sustancias. Cada punto representa la media ± error estándar. 
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Tabla 6. Valores de pD2 ± error estándar (e.e.) y del Emax ± error estándar 

(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de arteria carótida en las 

diferentes condiciones experimentales.  

 

Acetilcolina  n    pD2 ± e.e Emax ± e.e 

Control 10     7,2 ± 0,1      85 ± 1 

Levamisol 10-5 M 4     7,1 ± 0,1      85 ± 5 

Levamisol 10-4 M 5 6,7 ± 0,1*  71 ± 2* 

Levamisol 10-3 M 6 6,9 ± 0,1*  45 ± 3* 

Cocaína 10-5 M 7     7,1 ± 0,2      86 ± 2 

Cocaína 10-4 M 5     7,0 ± 0,1      88 ± 4 

Levamisol 10-3 M + 

Cocaína 10-4 M 
4 6,0 ± 0,2*  58 ± 4* 

n = número de conejos 

* P<0,05 comparado con el control 

 

En la arteria renal, la incubación con levamisol (10-5-10-4 M) no 

modificó la respuesta a la acetilcolina. Es necesaria una concentración mayor 

de levamisol (10-3 M) para disminuir significativamente la sensibilidad a la 

acetilcolina (Figura 24A). La incubación con cocaína (10-5-10-4 M) disminuyó 

la relajación inducida por la acetilcolina de forma concentración-dependiente 

(Figura 24B). Al igual que ocurre en la arteria carótida, la administración 

conjunta de levamisol (10-3 M) y cocaína (10-4 M) no modificó los efectos de 

la administración única de levamisol (10-3 M) (Figura 24C). La Tabla 7 recoge 

los valores de pD2 y del efecto máximo producido por la acetilcolina, en 

presencia de levamisol y cocaína, en segmentos de arteria renal. 
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Figura 24. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en segmentos de arteria 

renal contraídos con NA 10-7, en presencia de (A) levamisol, (B) cocaína y (C) la 

combinación de ambas sustancias. Cada punto representa la media ± error estándar. 
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Tabla 7. Valores de pD2 ± error estándar (e.e.) y del Emax ± error estándar 

(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de arteria renal en las 

diferentes condiciones experimentales.  

 

Acetilcolina  n   pD2 ± e.e Emax ± e.e 

Control 10    7,8 ± 0,0      96 ± 1 

Levamisol 10-5 M 7    7,8 ± 0,3      95 ± 2 

Levamisol 10-4 M 7    7,8 ± 0,1      97 ± 2 

Levamisol 10-3 M 9    6,6 ± 0,1*  85 ± 6* 

Cocaína 10-5 M 9    7,6 ± 0,1*  88 ± 4* 

Cocaína 10-4 M 7    7,2 ± 0,1*  82 ± 5* 

Levamisol 10-3 M + 

Cocaína 10-4 M 
4    6,6 ± 0,1*  88 ± 2* 

n = número de conejos 

* P<0,05 comparado con el control 

 

 

En la aorta, el levamisol (10-5 M) disminuyó la relajación máxima a la 

acetilcolina sin modificar la pD2. Concentraciones mayores de levamisol     

(10-4 -10-3 M) disminuyeron significativamente tanto el Emax como la pD2 de 

forma concentración dependiente (Figura 25A). La cocaína (10-4 M) produjo 

una disminución significativa de la respuesta relajante inducida por 

acetilcolina (Figura 25B). Del mismo modo que ocurre en los otros territorios 

vasculares estudiados, la administración conjunta de levamisol (10-3 M) y 

cocaína (10-4 M) no modificó los efectos producidos por el levamisol cuando 

se administró solo (Figura 25C). La Tabla 8 recoge los valores de pD2 y del 

efecto máximo producido por la acetilcolina, en presencia de levamisol y 

cocaína, en segmentos de aorta. 
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Figura 25. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en segmentos de aorta 

contraídos con NA 10-7, en presencia de (A) levamisol, (B) cocaína y (C) la 

combinación de ambas sustancias. Cada punto representa la media ± error estándar. 
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Tabla 8. Valores de pD2 ± error estándar (e.e.) y del Emax ± error estándar 

(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de aorta en las diferentes 

condiciones experimentales.  

 

Acetilcolina  n   pD2 ± e.e Emax ± e.e 

Control 14    7,4 ± 0,1      93 ± 1 

Levamisol 10-5 M 7    7,1 ± 0,1  79 ± 5* 

Levamisol 10-4 M 6    6,8 ± 0,1*      77 ± 6* 

Levamisol 10-3 M 5    6,0 ± 0,1*  65 ± 6* 

Cocaína 10-5 M 5    7,3 ± 0,1      96 ± 2 

Cocaína 10-4 M 6    7,0 ± 0,1*  86 ± 2* 

Levamisol 10-3 M + 

Cocaína 10-4 M 
5    6,0 ± 0,1*  67 ± 3* 

n = número de conejos 

* P<0,05 comparado con el control 

 

 

En resumen, la disminución de la respuesta a la acetilcolina tanto en 

presencia de levamisol como de cocaína es compatible con una disfunción 

endotelial dependiente del lecho vascular. Puesto que la PGI2 el NO y los 

canales de K+ no intervienen en la respuesta relajante al levamisol, es posible 

que esta disfunción esté relacionada con el estrés oxidativo.  

 

 

7.1. Participación de radicales libres en la respuesta al levamisol y a 

la cocaína  

 

La disminución en la relajación inducida por acetilcolina en presencia 

de levamisol y cocaína podría deberse a un aumento de producción de 

radicales libres. Para valorar la influencia del estrés oxidativo inducido por 

estas sustancias, se realizaron curvas de acetilcolina en presencia de levamisol 

o cocaína en ausencia y en presencia de SOD (200 U/ml), que fue utilizada 

para inactivar el radical superóxido.  
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En presencia de SOD los efectos del levamisol (10-3 M) sobre la 

relajación a la acetilcolina disminuyeron parcialmente en los tres vasos 

estudiados (Figura 26, tabla 9), mientras que revirtió completamente los 

efectos de la cocaína (10-4 M) sobre la respuesta a la acetilcolina en las arterias 

renal y aorta (Figura 27, Tabla 10).   
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Figura 26. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en ausencia y en 

presencia de levamisol 10-3M y de levamisol 10-3M + SOD 200 U/ml en segmentos 

de arterias carótida, renal y aorta contraídas con  NA 10-7 M. Cada punto representa 

la media ± error estándar. 
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Tabla 9. Valores de pD2 ± error estándar (e.e.) y del Emax ± error estándar 

(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de arterias carótida, renal y 

aorta en las diferentes condiciones experimentales.  

 

Acetilcolina  n    pD2 ± e.e Emax ± e.e 

Arteria carótida    

Control 10     7,2 ± 0,0 87 ± 1 

Levamisol 10-3 M 6 6,9 ± 0,1*  45 ± 3* 

Levamisol 10-3 M +  

SOD 200U/ml 
4     6,2 ± 0,1# 70 ± 7# 

Arteria renal    

Control 10     7,8 ± 0,0      96 ± 1 

Levamisol 10-3 M 9 6,6 ± 0,1*  85 ± 6* 

Levamisol 10-3 M +  

SOD 200U/ml 
4     7,3 ± 0,1# 96 ± 1# 

Aorta    

Control 10     7,4 ± 0,1      93 ± 1 

Levamisol 10-3 M 5 6,0 ± 0,1*  65 ± 6* 

Levamisol 10-3 M +  

SOD 200U/ml 
4     6,2 ± 0,0# 85 ± 3# 

n = número de conejos 

*P<0,05 comparado con el control 

#P<0,05 comparado con levamisol 10-3 M 
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Figura 27. Curvas concentración-respuesta a la acetilcolina en ausencia y en 

presencia de cocaína10-4 M y de cocaína10-4 M + SOD 200 U/ml en segmentos de 

arterias renal y aorta contraídas con NA 10-7 M. Cada punto representa la media ± 

error estándar. 

 

 

Tabla 10. Valores de pD2 ± error estándar (e.e.) y del Emax ± error estándar 

(e.e.), en respuesta a la acetilcolina en segmentos de arterias renal y aorta en 

las diferentes condiciones experimentales.  

 

Acetilcolina  n pD2 ± e.e Emax ± e.e 

Arteria renal           

Control 10     7,8 ± 0,0      96 ± 1 

Cocaína 10-4 M 10 7,5 ± 0,2* 82 ± 6* 

Cocaína 10-4 M +  

SOD 200U/ml 
4     7,9 ± 0,1# 99 ± 0# 

Aorta    

Control 10     7,4 ± 0,1      93 ± 1 

Cocaína 10-4 M 8 7,4 ± 0,1* 86 ± 2* 

Cocaína 10-4 M +  

SOD 200U/ml 
4     7,8 ± 0,2# 97 ± 2# 

n = número de conejos 

*P<0,05 comparado con el control 

#P<0,05 comparado con cocaína 10-4 M 
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8. Efectos del levamisol y la cocaína sobre la respuesta relajante 

independiente del endotelio  

 

Para estudiar la capacidad relajante del músculo liso vascular 

independiente de endotelio se efectuaron curvas concentración-respuesta al 

nitroprusiato sódico en los tres lechos arteriales. El nitroprusiato sódico 

produjo una relajación dependiente de la concentración que no se modificó en 

presencia de levamisol (10-3 M) ni de cocaína (10-4 M) (Figura 28). Estos 

resultados indican que ni el levamisol ni la cocaína producen cambios en la 

capacidad relajante del músculo liso vascular en respuesta al NO. 
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Figura 28. Curvas concentración-respuesta al nitroprusiato sódico en ausencia y en 

presencia de levamisol 10-3 M y cocaína 10-4 M en segmentos de arterias carótida, 

renal y aorta contraídas con  NA 10-7 M. n=4 para cada condición experimental. Cada 

punto representa la media ± error estándar. 
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9. Efectos del levamisol y la cocaína sobre la expresión proteica  

 

Para estudiar si los efectos vasculares inducidos por el levamisol y la 

cocaína producen cambios a nivel molecular que puedan afectar la reactividad 

del vaso, se midió la expresión proteica de los receptores adrenérgicos (α1 y 

α2), de la eNOS y de marcadores de estrés oxidativo (SOD1, SOD2 y Nox4) 

en arterias previamente incubadas con levamisol y cocaína. 

 

En la arteria carótida, el levamisol no modificó la expresión de los 

receptores α1-adrenergicos. Sin embargo, el levamisol (10-5-10-4 M) 

disminuyó significativamente la expresión de los receptores α2-adrenérgicos. 

No se encontraron diferencias significativas en la expresión de ambos 

receptores en presencia de cocaína (Figura 29).  

La incubación con levamisol no modificó la expresión de los 

receptores adrenérgicos (α1 y α2) en la arteria renal, aunque si la disminuyó en 

presencia de cocaína 10-4 M (Figura 30).  

En la aorta, el levamisol (104 M) produjo un descenso significativo de 

la expresión de los receptores adrenérgicos (α1 y α2), mientras que la 

concentración más elevada de levamisol (10-3 M) solo redujo la expresión de 

los receptores α1. La incubación con cocaína disminuyó la expresión de los 

receptores α2 (Figura 31). 
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Figura 29. Efectos del levamisol y cocaína en la expresión proteica de (A) receptores 

α1 y (B) α2-adrenérgicos en arteria carótida (n=4). Las barras representan la media ± 

desviación estándar. (*) P<0,05 comparado con el control. 
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Figura 30. Efectos del levamisol y cocaína en la expresión proteica de (A) receptores 

α1 y (B) α2-adrenérgicos en arteria renal (n=4). Las barras representan la media ± 

desviación estándar. (*) P<0,05 comparado con el control. 
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Figura 31. Efectos del levamisol y cocaína en la expresión proteica de (A) receptores 

α1 y (B) α2-adrenérgicos en aorta (n=4). Las barras representan la media ± desviación 

estándar. (*) P<0,05 comparado con el control. 
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Debido a que el levamisol y la cocaína alteran la relajación inducida 

por acetilcolina y, puesto que la relajación a la acetilcolina se produce 

mayoritariamente por la participación de NO, hemos determinado la expresión 

de la eNOS, enzima implicada en las síntesis de NO.  

En la arteria carótida la presencia de levamisol no modificó la 

expresión de la eNOS (Figura 32). 

En la arteria renal, mientras que el levamisol no modificó la expresión 

de la eNOS, la cocaína (10-4 M) la disminuyó significativamente (Figura 33). 

En la aorta, tanto el levamisol (104-10-3 M) como la cocaína (10-4 M) 

provocaron un descenso significativo de la expresión de la eNOS (figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Efectos del levamisol en la expresión proteica de eNOS en arteria carótida 

(n=4). Las barras representan la media ± desviación estándar.  
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Figura 33. Efectos del levamisol y cocaína en la expresión proteica de eNOS en 

arteria renal (n=4). Las barras representan la media ± desviación estándar. (*) P<0,05 

comparado con el control.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Efectos del levamisol y cocaína en la expresión proteica de eNOS en aorta 

(n=4). Las barras representan la media ± desviación estándar. (*) P<0,05 comparado 

con el control. 
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Otro componente que puede alterar la relajación dependiente del endotelio 

es el incremento de estrés oxidativo en la pared vascular, por ello se determinó 

la expresión proteica de dos isoformas de la SOD (SOD1 y SOD2), enzimas 

antioxidantes, y de la Nox4, enzima prooxidante y principal isoforma de la 

Nox a nivel vascular.  

En la arteria carótida, el levamisol (10-3 M) no modificó la expresión 

proteica de las dos isoformas de la SOD pero disminuyó significativamente la 

expresión de Nox4 (Figura 35). En la arteria renal, tanto el levamisol (10-3 M) 

como la cocaína (10-4 M) disminuyeron la expresión de las dos isoformas de 

la SOD y aumentaron la expresión de la Nox4 de forma significativa (figura 

36). En la aorta, tanto el levamisol (10-3 M) como la cocaína (10-4 M) indujeron 

un descenso significativo de la expresión de SOD1 y SOD2. La expresión de 

Nox4 no se alteró ni en presencia de levamisol (10-3 M) ni de cocaína (10-4 M) 

(Figura 37). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 35. Efectos del levamisol en la expresión proteica de (A) SOD1, (B) SOD2 y 

(C) Nox4 en arteria carótida (n=4). C: control; L: Levamisol 10-3 M Las barras 

representan la media ± desviación estándar. (*) P<0,05 comparado con el control. 
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Figura 36. Efectos del levamisol y cocaína en la expresión proteica de (A) SOD1, (B) 

SOD2 y (C) Nox4 en arteria renal (n=4). C: control; L: Levamisol 10-3 M; CO: 

Cocaína 10-4 M Las barras representan la media ± desviación estándar. (*) P<0,05 

comparado con el control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Efectos del levamisol y cocaína en la expresión proteica de (A) SOD1, (B) 

SOD2 y (C) Nox4 en aorta (n=4). C: control; L: Levamisol 10-3 M; CO: Cocaína 

10-4 M. Las barras representan la media ± desviación estándar. (*) P<0,05 comparado 

con el control. 
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1. Ventajas y limitaciones del procedimiento experimental 

 

Los sistemas de baño de órganos han sido ampliamente utilizados en 

estudios in vitro para medir la tensión isométrica transversal de vasos aislados 

en respuesta a diferentes estímulos fisiológicos y patológicos. La principal 

ventaja de este método es que permite obtener resultados en tiempo real, de 

modo que rápidamente se puedan obtener conclusiones y planificar los 

próximos pasos, así como resolver problemas durante un experimento. Por lo 

general, se puede preparar varios segmentos del mismo modelo experimental 

y estudiarlos de forma paralela. Además, aislar el vaso del organismo vivo 

implica que se puede evaluar la función vascular independientemente de las 

influencias sistémicas, como la regulación neurohumoral. Sin embargo, esta 

misma ventaja puede representar una limitación a la hora de extrapolar los 

resultados a situaciones clínicas, ya que el vaso en sí no refleja necesariamente 

la situación in vivo debido a la falta de respuestas hemodinámicas sistémicas, 

como los cambios de presión arterial. Tampoco se vería reflejado lo que pueda 

ocurrir en vasos de resistencia como arterias de menor calibre o arteriolas, ya 

que este trabajo se limita a estudiar los efectos vasculares sobre arterias de 

mayor calibre como las arterias carótida, renal y aorta. 

Otra de nuestras limitaciones es que nuestro estudio aborda los efectos 

agudos del levamisol y su interacción con la cocaína. Los rápidos efectos que 

puedan producir estas sustancias a nivel vascular durante el consumo agudo 

quizá no reflejen por completo lo que sucede en pacientes consumidores 

habituales, ya que la mayoría tiene una historia de abuso mucho más dilatada, 

llegando a consumir cocaína repetidas veces al día.  
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2. Arterias de conejo como modelo experimental  

 

Como se describió en la introducción, los efectos adversos 

provocados por la cocaína adulterada con levamisol ocurren principalmente 

en el sistema nervioso [150–152], renal [147, 153, 154] y cardiovascular 

[155], y los hallazgos sugieren que el territorio vascular podría verse afectado. 

Puesto que los mecanismos reguladores del flujo sanguíneo no son iguales en 

todos los territorios vasculares, hemos abordado la influencia que el territorio 

vascular puede ejercer sobre la respuesta al levamisol y a la cocaína mediante 

su estudio en diferentes lechos: la arteria carótida, como representativa del 

principal aporte de flujo sanguíneo al cerebro, la arteria renal como 

representativa del elevado flujo que percibe el riñón como órgano diana, y la 

aorta, como vaso de conducción.    

Por razones éticas y obvias, es difícil la obtención de muestras 

humanas por lo que en estos casos se recurre al uso de modelos animales. En 

este sentido, hemos recurrido al conejo como modelo ampliamente validado 

para el estudio de enfermedades cardiovasculares [156, 157]. Estudios previos 

en este modelo han obtenido resultados comparables a lo que puede suceder 

en el ser humano [158–161].  

 

3. Efectos del levamisol y de la cocaína sobre el tono vascular 

 

El levamisol, utilizado como adulterante de la cocaína, comparte 

similitudes con el mecanismo de acción de la cocaína, por lo que cabe la 

posibilidad de sinergismos de acción. Además, efectos adversos atribuidos a 

la cocaína podrían ser debidos al levamisol. Estas acciones están poco 

estudiadas en el sistema vascular por lo que constituyen el objetivo central del 

estudio. 
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En líneas generales el levamisol, al igual que la cocaína, no modifica 

el tono vascular basal. Solo a concentraciones elevadas se produce un aumento 

significativo (14 ± 2 %) en la arteria carótida, que no presenta ni la arteria 

renal ni la aorta. Estas diferencias pueden ser atribuibles a las diferentes 

características del lecho vascular. Por otra parte, las condiciones del tono basal 

difieren de las que presenta un vaso con tono incrementado [162]. En este 

sentido, en vasos contraídos con noradrenalina, el levamisol induce una 

relajación dependiente de la concentración en todos los lechos estudiados. 

Esta respuesta no se reproduce cuando utilizamos como agentes contráctiles 

agonistas inespecíficos como el KCl u otros dependientes de receptor como la 

ET-1 o el TXA2. Estos resultados indican que el efecto relajante del levamisol 

no es un efecto inespecífico sino que puede estar relacionado con receptores 

específicos.  

La contracción inducida por noradrenalina esta mediada por la 

activación no selectiva de los receptores adrenérgicos (α y ), con mayor 

afinidad por los α1 [163], lo cual sugiere que los efectos del levamisol están 

relacionados con estos receptores. A elevadas concentraciones de levamisol, 

cuando sus efectos son más patentes, el bloqueo de los receptores α2 con 

yohimbina disminuye en parte los efectos relajantes mientras que en presencia 

de prazosín prácticamente se bloquea la respuesta, indicando que los efectos 

del levamisol están más relacionados con los receptores α1 que con los α2. 

Aunque estos resultados se producen en todos los lechos vasculares 

estudiados, hay diferencias entre ellos. Por una parte, la distribución de los 

receptores α1-adrenérgicos postsinápticos varía entre especies y lechos 

vasculares [164, 165]. Por otra parte, de nuestros resultados se desprende que 

el bloqueo de los receptores α2 con yohimbina disminuye el efecto del 

levamisol en las arterias carótida y aorta mientras que prácticamente no 

modifica la respuesta en la arteria renal. Estas diferencias también podrían ser 
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debidas a una distinta distribución de estos receptores. Aunque en la 

bibliografía no hemos encontrado datos referentes a la distribución de 

receptores α2 en vasos de conejo, sí los hay en carótida de perro donde 

predominan los α2 sobre los α1 [164]. Atendiendo al efecto remanente del 

levamisol tras incubar con yohimbina, podemos hipotetizar que la distribución 

de receptores α2 es mayor en la aorta y la carótida respecto a la renal.  

El mecanismo de acción del levamisol por el que se produce 

relajación, además de estar relacionado con sus efectos antiadrenérgicos, 

podría estar afectando la disponibilidad de factores endoteliales. La 

disminución de la respuesta contráctil del músculo liso a diferentes agonistas 

podría ser debida a la liberación de NO por parte del endotelio [166]. Es 

posible que la noradrenalina utilizada como agonista contráctil pueda 

interaccionar con receptores α2-adrenergicos de las células endoteliales para 

liberar NO que se opondría a la contracción del músculo liso. Sin embargo, en 

presencia de L-NAME, un inhibidor de la óxido nítrico sintasa, la respuesta al 

levamisol no se ve afectada lo cual nos indica que los efectos relajantes del 

levamisol no están mediados por el NO. De igual forma, la respuesta al 

levamisol podría estar mediada por la liberación de prostaglandinas relajantes 

de origen endotelial [19]. Este mecanismo también parece improbable puesto 

que en presencia de indometacina, un inhibidor de la ciclooxigenasa, no se 

altera la respuesta al levamisol. La EDH constituye el tercer mecanismo 

responsable de la relajación. Está ampliamente aceptado que sus efectos están 

mediados por los canales de K+ [22, 24, 25]. La presencia de TEA, un inhibidor 

selectivo de los canales de K+ activados por calcio [40], tampoco modifica la 

relajación inducida por levamisol.  

En conjunto, de estos resultados podemos concluir que bajo nuestras 

condiciones experimentales, el endotelio no juega un papel importante en la 

relajación inducida por levamisol.   
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La cocaína no modifica el tono basal en ninguno de los vasos 

estudiados. Tampoco induce relajación en vasos previamente contraídos con 

noradrenalina. Solo a concentraciones muy elevadas se produce una  

contracción en la arteria carótida. Este efecto puede ser debido a un 

mecanismo no adrenérgico. Las propiedades de la cocaína como anestésico se 

deben a su interferencia con canales iónicos. El cierre de canales de K+ 

produce despolarización y activación de los canales de Ca2+ lo cual conlleva 

un aumento del tono vascular. De forma similar, el cierre de canales de Na+ 

también puede aumentar el Ca2+ intracelular por activación del intercambiador 

Na+-Ca2+ [167].  

La combinación de cocaína y levamisol no modifica los efectos del 

levamisol solo, lo que indica que las acciones vasculares de ambas sustancias 

se producen por mecanismos distintos que no interactúan entre ellos y por 

consiguiente no se produce una sinergia de efectos.  

 

4. Efectos del levamisol y de la cocaína sobre la respuesta 

contráctil 

 

Además de los efectos directos, estas sustancias podrían modificar la 

respuesta neurohumoral de agonistas que intervienen en la regulación del tono 

vascular, bien sea por interferir en los mecanismos de la contracción del 

músculo liso o bien a través de su interacción con receptores específicos. A 

nivel del SNC, el levamisol ejerce sus acciones mediante la inhibición de la 

degradación de noradrenalina [121, 122] y el bloqueo de su recaptación [96] 

como sucede con la cocaína. Si trasladamos lo que ocurre en el SNC al sistema 

vascular, el levamisol, sea por la activación directa de los receptores 

adrenérgicos postsinápticos o por el aumento de la concentración de 

catecolaminas en las terminaciones adrenérgicas perivasculares [151], podría 
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modificar el tono vascular. En este sentido, hemos estudiado los efectos del 

levamisol y la cocaína sobre la respuesta contráctil inespecífica inducida por 

el KCl y la inducida por el sistema adrenérgico, considerado como uno de los 

principales factores reguladores del tono vascular [166].  

 

4.1. Respuesta contráctil inespecífica 

 

La respuesta contráctil inducida por altas concentraciones de KCl se 

debe a la despolarización de la membrana que permite la entrada de calcio 

extracelular a través de los canales de Ca2+ dependientes del voltaje [169]. 

Esta repuesta no está relacionada con la activación de ningún receptor, y se 

usa como una herramienta estándar para evaluar la capacidad contráctil de los 

vasos en pruebas de reactividad vascular. 

Puesto que la respuesta contráctil al KCl no se ha modificado en 

presencia de levamisol ni cocaína en ninguno de los lechos vasculares 

estudiados, podemos concluir que ambas sustancias no modifican la capacidad 

contráctil del músculo liso. Aunque en la bibliografía consultada no hemos 

encontrado resultados referentes al levamisol, sí están descritos para la 

cocaína. En la arteria cerebral media de cabra la cocaína disminuye la 

respuesta al KCl por un mecanismo que implica el bloqueo de la entrada de 

Ca2+ extracelular [170]. Las diferencias respecto a nuestros resultados pueden 

ser debidas tanto al lecho vascular como al modelo animal utilizado. 

 

4.2. Respuesta contráctil dependiente de receptor 

 

Respuesta a la fenilefrina 

 

Las catecolaminas circulantes y liberadas localmente juegan un papel 

crucial en la homeostasis cardiovascular y en la regulación de la presión 
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arterial. Su unión a los receptores α-adrenérgicos presentes en el músculo liso 

vascular produce generalmente vasoconstricción [59]. 

Nuestros resultados en arterias contraídas con noradrenalina parecen 

indicar que el levamisol bloquea los receptores α-adrenérgicos, siendo más 

importante el ejercido sobre los receptores α1. Es más, el levamisol desplaza a 

la derecha la curva concentración-respuesta de la fenilefrina, agonista 

selectivo α1-adrenérgico, en todos los lechos estudiados. Esta respuesta es 

dependiente de la concentración en las arterias renal y aorta mientras que se 

requiere una mayor concentración en la arteria carótida. Las diferencias 

regionales pueden ser atribuidas a una distinta distribución de los receptores 

α1-adrenérgicos [164, 165]. Estos resultados confirman la naturaleza 

antagonista del levamisol a altas concentraciones sobre los receptores α1-

adrenérgicos y concuerdan con estudios previos en safena de perro [171] y 

riñón perfundido de rata [138].  

En los tres lechos estudiados, la cocaína solo aumenta la respuesta 

contráctil a la fenilefrina en la arteria carótida mediante sensibilización de los 

receptores α1-adrenérgicos. Este efecto ha sido descrito previamente en otros 

estudios [172–174] y es consistente con su papel como inhibidor de la 

recaptación de catecolaminas en las terminales nerviosas, lo que resulta en un 

aumento de la contracción inducida por fenilefrina, un agonista normalmente 

susceptible a la recaptación neuronal [175, 176]. 

La ausencia de un efecto significativo de la cocaína sobre las arterias 

renal y la aorta podría ser atribuida a un escaso tiempo de exposición a la 

cocaína puesto que en modelos experimentales que valoran los efectos 

crónicos se ha demostrado un aumento de la sensibilidad de la noradrenalina 

[177]. En este sentido, nuestros resultados reflejan un ligero aumento, aunque 

no significativo, del efecto máximo inducido por fenilefrina en presencia de 

cocaína en ambas arterias.  
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La combinación de levamisol y cocaína no modificó los efectos 

producidos por el levamisol sobre la contracción inducida por fenilefrina. Es 

probable que este resultado se deba a que el levamisol ejerce un efecto 

antagonista directamente sobre los receptores α1-adrenérgicos, mientras que 

la cocaína los activa indirectamente a través de la disminución de la 

recaptación de catecolaminas. En este sentido, prevalecen los efectos 

producidos por levamisol a nivel postsináptico y por lo tanto no se observa un 

sinergismo entre ambas sustancias.  

 

Respuesta al estímulo nervioso simpático 

 

El sistema nervioso simpático es el responsable del control 

neurogénico del tono vascular mediante la liberación de noradrenalina desde 

las terminaciones adrenérgicas perivasculares [33], que activa los receptores 

α1-adrenérgicos postsinápticos induciendo vasoconstricción. Los niveles de 

noradrenalina en la hendidura sináptica dependen de su recaptación 

(aproximadamente el 80%-90%) a través del transportador neuronal de 

noradrenalina (NET) [178]. Posteriormente, se almacena en vesículas, 

mediante el transportador monoamínico vesicular-2, o se degrada por acción 

de la enzima monoamino-oxidasa (MAO) [178]. 

El estímulo nervioso simpático se mimetiza mediante estímulos 

eléctricos con unas características determinadas que nos aseguran que lo que 

se está estimulando son las terminaciones nerviosas y no el músculo liso. Esto 

se comprueba porque en presencia de tetrodotoxina, un bloqueante de la 

transmisión nerviosa, se inhibe completamente la respuesta contráctil. Puesto 

que en presencia de guanetidina, un inhibidor de la liberación del 

neurotransmisor adrenérgico, también se inhibe la respuesta contráctil, 

podemos concluir que la respuesta está mediada por la liberación de 

noradrenalina. Por último, en presencia de prazosín, un bloqueante de los 
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receptores 1-adrenérgicos, también se inhibe la respuesta contráctil.  En 

conjunto, estos resultados indican que la respuesta al estímulo eléctrico es de 

origen nervioso y está mediada por la liberación de noradrenalina que actúa 

sobre receptores 1-adrenérgicos postsinápticos. 

 

La respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso simpático se 

ha potenciado en todos los lechos vasculares, tanto en presencia de levamisol 

como de cocaína. Puesto que ambas sustancias bloquean el NET [96] podemos 

deducir que tanto el levamisol como la cocaína interfieren en el mecanismo 

de recaptación neuronal.  

El aumento del neurotransmisor en la hendidura sináptica potencia la 

contracción mediada por los receptores α1. Sobre los receptores α2 el efecto es 

dual, por una parte aumenta la recaptación de neurotransmisor y por otra 

disminuye su liberación por un mecanismo desconocido que puede estar 

relacionado con la inhibición de la adenilato ciclasa, de los canales de Ca2+ 

tipo N o de los canales de K+ [179]. De lo expuesto anteriormente, se 

desprende que tanto el levamisol como la cocaína producen un aumento de la 

respuesta al estímulo simpático que está mediado, al menos en parte, por el 

bloqueo de los receptores α2 presinápticos. Nuestros resultados apoyan esta 

hipótesis ya que el bloqueo de los α2 postsinápticos con yohimbina produce 

una disminución de los efectos del levamisol sobre la contracción inducida 

por noradrenalina. Este bloqueo se ha demostrado en experimentos previos 

para la cocaína [180].  

Por otro lado, el levamisol a altas concentraciones (10-3M) disminuye 

la contracción inducida por el estímulo nervioso simpático. Esta respuesta se 

debe muy probablemente a que el levamisol se comporta como un antagonista 

de los receptores α1-adrenérgicos postsinápticos descrito en los experimentos 

con fenilefrina. 
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La combinación de levamisol y cocaína incrementa aún más la 

respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso simpático en las arterias 

carótida y renal pero no en la aorta, lo que se traduce en un sinergismo entre 

ambas sustancias, al menos a nivel presináptico.  

En conjunto estos resultados nos llevan a concluir que el levamisol se 

comporta como un bloqueante no selectivo de los receptores adrenérgicos (α1 

y α2), e interacciona de forma sinérgica con la cocaína a nivel presináptico.  

 

4.3. Estudio de la expresión proteica de los receptores α-adrenérgicos  

 

Es posible que parte de los efectos del levamisol y de la cocaína sobre 

la respuesta adrenérgica sean debidos a alteraciones de la expresión proteica 

de los receptores -adrenérgicos. Sin embargo, nuestros resultados arrojan 

diferencias dependientes del lecho vascular que no siempre concuerdan con 

los estudios funcionales. En la arteria carótida el levamisol disminuye la 

expresión proteica de los receptores α2-adrenérgicos sin modificar los α1. 

Estos resultados son compatibles con los obtenidos en el estudio funcional. En 

este caso, el aumento de la respuesta al estímulo simpático podría ser debido 

a la disminución de los receptores α2 presinápticos con el consiguiente 

aumento del neurotransmisor en la hendidura sináptica. Solo a 

concentraciones elevadas (10-3M) se produce una disminución de la 

contracción inducida por fenilefrina que es independiente de la expresión 

proteica y que sería compatible con sus acciones como antagonista α1. Por el 

contrario, la cocaína no modifica la expresión ni de α1 ni de α2 y sin embargo 

aumenta la respuesta al estímulo simpático y a la fenilefrina.  

Los resultados en la arteria renal son más complejos. Mientras que el 

levamisol no modifica la expresión proteica de los receptores α1 y α2 

adrenérgicos, la cocaína la disminuye. En este caso, el exceso de 
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neurotransmisor por disminución de los α2, podría inducir una posterior 

disminución de la expresión de los receptores α1 postsinápticos 

(downregulation) [181]. 

En la aorta, el aumento de la respuesta al estímulo simpático y la 

disminución a la fenilefrina en presencia de levamisol, es compatible con la 

disminución de la expresión de los receptores α1 y α2. En este lecho, la cocaína 

no modifica la expresión de los receptores α1 pero sí disminuye la de los α2.  

 

5. Efectos del levamisol y la cocaína sobre la respuesta relajante  

 

La respuesta relajante inducida por la acetilcolina es producida por la 

activación de los receptores muscarínicos localizados en el endotelio, que a su 

vez liberan factores relajantes como el NO, los prostanoides y la EDH [182, 

183]. Dado que la respuesta de la acetilcolina depende de la integridad del 

endotelio, se usa como herramienta estándar para evaluar la función endotelial 

y por consiguiente, la alteración de la respuesta normal a la acetilcolina se 

considera un indicador de disfunción endotelial [184]. Este proceso patológico 

es multifactorial y resulta principalmente del deterioro de la biodisponibilidad 

de NO debido a una disminución de su producción, o a un aumento de su 

degradación asociado con el incremento de la producción de ROS [185]. 

En concordancia con otros estudios realizados en conejo [161, 186, 

187], nuestros resultados demostraron que la acetilcolina produce 

vasodilatación dependiente de la concentración en todos lechos estudiados. 

Sin embargo, la incubación previa con levamisol disminuye la respuesta 

relajante a la acetilcolina. Esta respuesta es dependiente de la concentración 

de levamisol en las arterias carótida y aorta mientras que se requiere de una 

mayor concentración para modificarla en la arteria renal. Dado que no existen 

referencias en la literatura relacionadas con el efecto de esta sustancia sobre 
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el endotelio, nuestro trabajo es el primero en demostrar que el levamisol 

disminuye la respuesta relajante dependiente del endotelio en arterias de 

conducción de conejo.  

Por otro lado, la cocaína disminuye la respuesta relajante a la 

acetilcolina en las arterias renal y aorta, mientras que no la modifica en la 

arteria carótida. Estos resultados se corresponden con estudios previos en los 

que la cocaína provoca una disfunción endotelial a corto plazo, relacionada 

con la disminución de la liberación de NO por inhibición de los canales de 

Ca2+ dependientes de ATP [146]; y a largo plazo, probablemente por distintos 

mecanismos que incluyen proliferación endotelial o aumento de la liberación 

de sustancias contráctiles de origen endotelial entre otros [188]. En este 

sentido, se ha demostrado que la cocaína reduce los niveles de PGI2 [86, 87] 

y aumenta la producción de TXA2 [85, 86]. 

La combinación de levamisol y cocaína no modifica los efectos 

producidos por el levamisol, lo que indica que no se produce un sinergismo 

entre ambas sustancias, prevaleciendo los efectos del levamisol.  

La reducción de la respuesta relajante a la acetilcolina también podría 

ser debida a que el levamisol y la cocaína disminuyan la sensibilidad del 

músculo liso al NO. Sin embargo, ninguna de estas sustancias modifica la 

relajación inducida por el nitroprusiato sódico, un dador de óxido nítrico 

independiente de la función endotelial, por lo que no parece que modifiquen 

la sensibilidad del músculo liso al NO. 

Por lo tanto, el deterioro de la relajación dependiente del endotelio 

producida tanto por el levamisol como la cocaína puede estar originado por 

una reducción de la biodisponibilidad de NO por mecanismos que facilitan su 

degradación como puede ser el aumento de estrés oxidativo. En este sentido, 

evaluamos la contribución de ROS a la relajación inducida por acetilcolina y 
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determinamos la expresión proteica de la NOS, SOD y Nox4 en presencia de 

ambas sustancias. 

 

5.1. Arteria carótida 

 
La expresión proteica de la eNOS no se modifica en presencia de 

levamisol. Estos resultados descartan que la disminución de la relajación a la 

acetilcolina sea debida a interacciones con la síntesis de NO. 

En situaciones de estrés oxidativo se produce un exceso de ROS, entre 

los que destaca el anión superóxido (O2-) y sus derivados [189]. La NADPH 

oxidasa (Nox) es la principal familia de enzimas que intervienen en la 

producción de ROS en la pared vascular y la mayor defensa celular contra el 

exceso ROS es la familia de enzimas superóxido dismutasa (SOD) [190]. En 

este sentido, la presencia de SOD previene parcialmente la inhibición del 

levamisol sobre la respuesta a la acetilcolina, indicando que los efectos del 

levamisol en la arteria carótida pueden estar parcialmente mediados por estrés 

oxidativo. Sin embargo, a nivel molecular, la presencia de levamisol no 

modifica la expresión proteica de la SOD (SOD1 y SOD2), mientras que 

disminuye la expresión de Nox4, isoforma de la Nox con mayor presencia en 

las células endoteliales [191]. Otra posibilidad es que el levamisol aumente la 

producción ROS por otras vías distintas a la Nox4, como la Nox1 o Nox2, que 

son consideradas isoformas de la Nox mediadoras de la disfunción endotelial 

por facilitar la liberación de O2- [192]. Además, se ha demostrado que la Nox4 

puede tener una función antagónica sobre la Nox1 y Nox2 puesto que al 

presentar una alta actividad constitutiva, libera predominantemente H2O2 en 

lugar de O2- [193]. Puesto que el H2O2 se comporta como un vasodilatador 

mediante la activación de la eNOS [194], una menor expresión de Nox4 podría 

estar relacionada con una menor biodisponibilidad de NO que explicaría la 

menor sensibilidad a la acetilcolina inducida por levamisol. Se necesitan más 
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experimentos para estudiar el papel de las enzimas implicadas en la 

producción de radicales libres en la respuesta al levamisol. 

 

5.2. Arteria renal 

 
El principal hallazgo en este lecho vascular es que la cocaína y el 

levamisol disminuyen la relajación inducida por la acetilcolina y que la 

administración conjunta de ambas sustancias no incrementa sus efectos 

cuando se administran por separado.  

La menor relajación a la acetilcolina inducida por el levamisol no se 

acompaña de una disminución en la expresión proteica de eNOS. Sin 

embargo, la presencia de cocaína reduce la expresión de la eNOS, de forma 

similar a lo observado en otros estudios [76, 77]. La reducción de la relajación 

dependiente del endotelio podría estar relacionada con el aumento de la 

producción de ROS. De hecho, la incubación previa con SOD previene 

parcialmente los efectos inducidos por el levamisol mientras que revierte por 

completo los producidos por la cocaína, indicando que los efectos de estas 

sustancias en la arteria renal pueden estar mediados por estrés oxidativo. 

Además, la incubación de segmentos arteriales con levamisol o cocaína reduce 

la expresión proteica de la SOD (SOD1 y SOD2) y aumenta la expresión de 

Nox4. De las isoformas Nox, la Nox4 se expresa abundantemente en el riñón 

y es una fuente importante de ROS a nivel renal [195]. En este sentido, se ha 

demostrado que el aumento de la expresión de la Nox4 y la disminución de la 

SOD son factores determinantes en el exceso de O2-  observados en procesos 

fisiopatológicos como la lesión renal aguda inducida por sustancias de 

contraste yodadas [196] o la hiperglucemia crónica [197, 198]. Además, la 

sobreexpresión de Nox4 se ha relacionado con una menor biodisponibilidad 

de NO [199]. Por lo tanto, este mecanismo podría ser el responsable del 
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aumento del estrés oxidativo causante de la disfunción endotelial debida al 

levamisol y a la cocaína en este lecho vascular. 

 

5.3. Aorta 

 

Los resultados en aorta de conejo son similares a los hallazgos en la 

arteria renal. El levamisol y la cocaína reducen la respuesta relajante inducida 

por acetilcolina, lo cual se correlaciona con una menor expresión de la eNOS. 

Estos resultados sugieren que los efectos de ambas sustancias se deben en 

parte a una disminución de la biodisponibilidad de NO lo que conlleva una 

disfunción endotelial. En el caso de la cocaína, este  mecanismo ha sido 

previamente descrito en otras especies y lechos vasculares [161, 188, 200].  

 La falta de biodisponibilidad de NO también podría ser debida a un 

aumento de ROS que incremente la degradación de NO ya que la 

administración de SOD en el baño de órganos revierte parcialmente los efectos 

producidos por levamisol y completamente los inducidos por cocaína. 

Además, el aumento de ROS se corresponde con una reducción significativa 

de la expresión proteica de las isoformas de SOD tanto en presencia de 

levamisol como de cocaína, lo que contribuye a la patogénesis del estrés 

oxidativo asociado a estas sustancias. 

 

6. Consideraciones finales 

 

El levamisol es una sustancia farmacológicamente activa que se 

utiliza como adulterante de la cocaína. Existe la sospecha de que algunas de 

las complicaciones de la cocaína sean debidas al levamisol o a la interacción 

entre ambas sustancias ya que coinciden con los efectos secundarios descritos 

con el uso terapéutico del levamisol. Parte de ellos están relacionados con el 

sistema cardiovascular e incluyen patología isquémica de diversa índole, 
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trombosis, vasoespasmo y disfunción endotelial. La influencia de la 

exposición directa al levamisol y su interacción con la cocaína sobre los vasos 

sanguíneos están aún por definir. Además, dado que ambas sustancias poseen 

un mecanismo de acción común, cabe la posibilidad de que los efectos 

vasculares de la cocaína se vean potenciados por la adulteración con el 

levamisol.  

Nuestro trabajo ofrece una base experimental de los mecanismos 

inducidos por el levamisol y su interacción con la cocaína en vasos arteriales 

de distintos territorios. En los lechos vasculares estudiados, el levamisol se 

comporta como un antagonista no selectivo de los receptores adrenérgicos (α1 

y α2) y además potencia los efectos de la cocaína a nivel presináptico. Este 

efecto podría tener importancia en clínica puesto que los principales síntomas 

de la intoxicación por cocaína sobre el sistema cardiovascular incluyen 

aumento de la frecuencia cardíaca y de la presión arterial [89] que, en 

presencia de levamisol, podrían agravarse. 

En nuestro modelo experimental, en base al análisis de la respuesta 

relajante a la acetilcolina, hemos demostrado que el levamisol produce 

disfunción endotelial en los tres lechos, mientras que la cocaína solo afecta a 

las arterias renal y aorta. Es muy probable que en un modelo agudo no se 

ponga de manifiesto la disfunción endotelial inducida por la cocaína en la 

arteria carótida, lo cual sí está demostrado con la administración crónica [76, 

202]. 

La evidencia clínica atribuye al consumo de cocaína muchos de los 

accidentes cerebrovasculares que están mediados por diversos mecanismos 

como el vasoespasmo, la vasculitis cerebral o la agregación plaquetaria [203, 

204]. En este caso, la disfunción endotelial inducida por el levamisol podría 

empeorar el proceso isquémico cerebrovascular. De hecho, sus efectos 
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podrían prevalecer sobre los de la cocaína en función de la concentración de 

levamisol empleada y el grado de adulteración de la cocaína. 

Finalmente, se ha propuesto el uso del levamisol como tratamiento de 

enfermedades cardiovasculares, incluida la hipertensión arterial [138]. El 

comportamiento del levamisol como antagonista adrenérgico descrito en 

nuestro estudio apoyaría este uso. Sin embargo, nuestros resultados indican 

que el levamisol induce disfunción endotelial que contraindicaría su uso 

terapéutico como hipotensor.  

Si bien nuestros resultados deben tratarse con cautela a la hora de 

extrapolarlos al ser humano, ponen en evidencia que en el vaso aislado el 

levamisol tiene efectos propios e independientes de los de la cocaína que 

pueden mimetizar los efectos clínicos de ésta. 
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1. Teniendo como base la comprobación de la hipótesis, nuestros resultados 

demuestran que, en el sistema vascular, el levamisol potencia el tono 

simpático producido por la cocaína, causa disfunción endotelial y actua 

como un agente antiadrenérgico. Estas dos últimas acciones no se ven 

potenciadas en presencia de cocaína. 

 

2. En todos los lechos vasculares estudiados, el levamisol se comporta como 

un bloqueante de los receptores α1-adrenérgicos, lo cual produce una 

disminución de la contracción mediada por fenilefrina. Este efecto es 

independiente de la presencia de cocaína.  

 

3. Sin embargo, a concentraciones bajas, el levamisol incrementa la 

respuesta contráctil inducida por el estímulo nervioso simpático, mientras 

que a concentraciones elevadas la anula, confirmando su papel como 

antagonista no selectivo de los receptores α1 y α2 -adrenérgicos. Además, 

interactúa de forma sinérgica con la cocaína a nivel presináptico de modo 

que potencia sus efectos contráctiles, lo cual depende del lecho vascular. 

 

4. El levamisol produce disfunción endotelial en todos los lechos estudiados, 

mientras que la cocaína solo lo hace en las arterias renal y aorta. El efecto 

producido por el levamisol es independiente de la presencia de cocaína.  

 

5. La disfunción endotelial inducida por el levamisol y la cocaína podría 

estar parcialmente mediada por el aumento del estrés oxidativo que 

conduciría a una menor biodisponibilidad de NO.   
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1. Based on hypothesis testing, our results show that,  at vascular level, 

levamisole potentiates the sympathetic tone produced by cocaine, induces 

endothelial dysfunction and acts as an anti-adrenergic agent. These last 

two actions are not enhanced by cocaine. 

 

2. Levamisole acts as an α1-adrenergic blocker in all vessels studied, by 

decreasing the contractile response induced by phenylephrine. This effect 

does not change in the presence of cocaine. 

 

3. However, levamisole at low concentrations increases sympathetic 

response, while at higher concentrations abolishes adrenergic 

neurotransmission, confirming its role as a non-selective antagonist of the 

α1 and α2 -adrenergic receptors. In addition, it interacts synergistically 

with cocaine at the presynaptic level enhancing its contractile effects, 

which depends on the vascular bed. 

 

4. Levamisole induces endothelial dysfunction in all vessels studied, while 

cocaine while cocaine does so in the renal artery and in the aorta. The 

impairment produced by levamisole is independent of the presence of 

cocaine. 

 

5. Endothelial dysfunction induced by levamisole and cocaine may be 

partially mediated by increased oxidative stress leading to a reduced NO 

bioavailability. 
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